SIGMA-ALDRICH’

SEPARACE LUKOCYTU
(Postup ¢. 1119)

POUZITI

Pripravky Sigma-Aldrich HISTOPAQUE® - 1119 a
HISTOPAQUE® - 1077 jsou nesterilni pfipravky uréené k
izolaci mononuklearnich bunék a granulocytd pro
histologické vy3eteni. Reagencie HISTOPAQUE® - 1119 jsou
uréeny pro ,diagnostické pouziti in vitro” Tento material bez
dalsi filtrace neni vhodny ke kultivaci separovanych
bunék. Pro bunéénou kulturu specificky plati, ze
pfipravek HISTOPAQUE® - 1119 neni uréen k
diagnostickym téeldm in vitro.

Roztoky pouzivané pro tyto Ucely obsahuji
polysacharézu a radiopakni médium. HISTOPAQUE®-1077
je takovyto roztok upraveny na hustotu 1,077. Po navrstveni
krve na HISTOPAQUE®-1077 a po odstfedéni na centrifuze,
mononuklearni buiky se drzi na rozhrani plazmatu
HISTOPAQUE®, zatimco erytrocyty a granulocyty spadaji na
dno. Ukazuje se jako potfebné vynalézt systém, ktery by
umozfioval postupem o jednom kroku sbér bunék
myeloidnich fad. HISTOPAQUE®-1119 byl vyvinut za timto
Ucelem a je zaloZen na pozorovanich Englishe a Andersena.’

Podle postupu Sigma-Aldrich se vytvafi dvojity
gradient pomoci vrstveni stejného mnozstvi HISTOPAQUE®-
1077 pfes HISTOPAQUE®-1119. Cela krev je opatrné
rozprostfena nahoru na latku HISTOPAQUE®-1077 medium.
Zkumavky jsou pak centrifugovany pfi 700 x g na 30 minut.
Buriky granulocytickych fad byly prokdzéany v 1077/1119
interfazi, pfitemz lymfocyty, dal§i mononuklearni burky a
desticky byly prokézany na plazmatu/1077 interfazi.

REAGENCIE

HISTOPAQUE®-1119, katalogové ¢. 1119-1
Polysacharézy, 6,0 g/dl a diatrizoat sodny, 16,7 g/dI.

ULOZENI A STABILITA:
HISTOPAQUE®-1119 uchovévejte v lednici (2-8 °C). Chrarite
pred svétiem. Stitek reagencie uvadi datum pouZitelnosti.

ZHORSENI:
Vyskyt zakaleni indikuje zhor$eni U€innosti produktu.

PRIPRAVA:

HISTOPAQUE®-1119 je pfipraveno k okamzZitému
pouziti. Pfed pouzitim zahfejte na 18-26 °C.

Pokud zamySlené pouziti separovanych  bunék
zahmuje naslednou kultivaci, musi byt pred separaci bunék
HISTOPAQUE®-1119 sterilné filtrovan. Pro pouZiti, pfi némz je nutné
sterilita, fittr HISTOPAQUE®-1119 pried pouzitim vysterilizujte.
BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpeénostni opatfeni pfi
manipulaci s laboratornimi reagenciemi. Pfi kontaktu s
¢astmi lidského téla je tfeba povaZovat vSechny reagencie a
zafizeni jako potenciondalné biologicky nebezpecné. Odpad
likvidujte v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi
predpisy. Viz Bezpecnostni list k materidlu, ktery uvadi
aktualni informace o riziku, nebezpeci a bezpeénosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztoky HISTOPAQUE® 1077-1 a 1119-1 jsou
SKODLIVE. Mohou zptisobit precitiivélost vdechnutim a pfi
kontaktu s pokoZkou. PouZivejte vhodné ochranné odévy.
Zasazené organy: Krev.

EU prohlaseni o rizicich a bezpeénosti

Roztoky HISTOPAQUE® 1077-1 a 1119-1 jsou
SKODLIVE. Mohou zpisobit precnllvelost vdechnutim a pfi
kontaktu s pokozkou. Nevdechujte vypary. PouZzivejte
vhodné ochranné odévy a rukavice. V pfipadé nehody,
pokud se necitite dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkd v souladu s
dokumentem M29-A2 smérnice NCCLS. Zadna znama
zku$ebni metoda nemUze nabidnout Uplné zajisténi, ze
krevni vzorky nebo tkan nebudou pfenéSet infekci. Proto
v$echny krevni derivaty nebo tkariové vzorky by mély byt
povazovany za potencialné infekéni.

Zilni krev, 6 ml, odebirejte heparinem bez
konzervaéniho prostfedk( nebo pomoci EDTA.

POTREBNE SPECIALNI MATERIALY, KTERE NEJSOU

SOUCASTi DODAVKY:

HISTOPAQUE®-1077, katalogové €. 1077-1, polysacharézy,
5,7 g/dl a diatrizoat sodny, 9,0 g/dl.

Centrifuga (s otoénym lopatkovym kolem) schopna vykonu

700 x
Odstiedivkové nadobky, 15-mL, plastové, konické

POZNAMKY

Pokud zamyslené pouziti separovanych bunék
zahrnuje naslednou kultivaci, musi byt pred separaci
bunék HISTOPAQUE®-1119 sterilné filtrovan. Pro
pouziti, pfi némz je nutna sterilita, musi byt
HISTOPAQUE®-1119 pfed pouzitim sterilné
prefiltrovan. Tento produkt je pouze pro ,Pouziti in
vitro’ Buriky izolované pomoci roztoku HISTOPAQUE®

nesméji byt pouzivany v postupech ,,in vivo”

2. Lze pouzit odstfedivky o velikosti 50 ml. Zména
stanoveného postupu pouZitim 12 mL HISTOPAQUE®-
1077, 12 ml HISTOPAQUE®-1119 a 24 ml celé nebo
zfedéné krve.

3. Pokud je potieba, Ize krev fedit v poméru 1:2 nebo 1:4,
v zvislosti na absolutnim poctu bunék. Existuje moznost
zahiceni.

4. Nepouzivejte rukavice s praSkovou pfimési. Prasek z
rukavic aktivuje monocyty a tim snizuje d¢innost.

5. Nepouzivejte vysokovazebné plasty, napfiklad polystyreny.
Polystyren miize vazat buriky na stény nadob centrifugy.

6. Gradient pfipravujte tésné pfed pouzitim. Pfiprava
gradientu dopedu zplsobuje objeveni difize a ma za
nasledek Spatnou regeneraci bunék.

7. Podlozeni HISTOPAQUE®-1119 rovnéz vytvofi
pfijatelny gradient.

8. Mohou byt pouzity jiné antikoagulanty; je vSak tfeba
upozornit, Ze vybér antikoagulantu ma vliv na
regeneraci bunék. Regenerace klesa se stafim krve.

9. Tato ast postupu vyuziva izotonni fyziologicky roztok
pufrovany fosfatem jako fedici roztok a promyvaci tekutinu.
Lze pouzit | jind reagencie, napfiklad bunééné medium
RPMI 1640 obohacené fetalnim bovinnim sérem.

10. Popisovany postup slouzi izolovani bunék ze 6 ml celé
krve. Mnozstvi Ize podle potfeby snizit nebo zvysit.

11.  Doporuéuje se pouziti tkdné z ,normalniho” pacienta
jako kontrola kazdého cyklu.
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K nastaveni rpm centrifugy Ize pouzit nomogram.
Jak nastavit pozadovany rpm k zabezpeceni 700 x g pro
Postup ¢. 1119.

1.  Zméfte polomér (cm) ze stfedu hfidele centrifugy na
konec nosi¢e zkumavek. Oznadte tuto hodnotu na
stupnici A.

2. Oznaéte relativni odstfedivou silu (napf. 700) na
stupnici B.

3. Pomoci pravitka spojte body sloupce A a B pfimkou,
protnéte sloupec C. Vysledek v sloupci C je nastaveni
rpm pro centrifugu.

POSTUP
Pridejte 3 ml HISTOPAQUE®-1119 do kénické
odstredivky o velikosti 15 ml.

2. Opatrné udélejte vrstvu 3 ml HISTOPAQUE®-1077 na
HISTOPAQUE®-1119.

3. Opatrné navrstvéte 6 ml celé krve na horni gradient ve
zkumavce z kroku 2.

4. Centrifugujte pfi 700 x g na 30 minut pfi pokojové
teploté (18-26 °C). Odstiedovani pfi niz$ich teplotach,
napfiklad pfi 4 °C, mlze zpusobit shlukovani bunék a
$patnou regeneraci.

1-CZ

POZNAMKA: Pozadované rpm pro vykon 700 x g Ize
vypocist pomoci nomogramu v tomto névodu.

5. Opatrné vyjméte odstfedivkové zkumavky. Méli byste
vidét dvé odliSné opakové vrstvy (vrstvy A a B na
obrazku nize).
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6. Aspirujte a odstrarite tekutinu na 0,5 cm vrstvy A.
Pfeneste bufky z vrstvy do zkumavky oznagené
,mononuklearni’.

7. Aspirujte a odstrarite zbyvajici tekutinu na 0,5 cm
vrstvy B. Preneste buriky z vrstvy do zkumavky
oznacgené ,granulocyty’.

8. Promyjte burky pfidanim 10 ml izotonniho
fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem do
zkumavky. Centrifugujte 10 minut pfi 200 x g.
Odstrarite supernatant a zlikviduijte.

9. Resuspendujte bunky opatrnym  aspirovanim
Pasteurovou pipetou.

10. Opakujte dvakrat kroky 8 a 9.

11.  Resuspenduijte buriky ve spravném objemu izotonniho
fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem.

Od tohoto bodu Ize provadét riizné testy. Postupy se voli
podle individuéiniho posouzeni.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Erytrocyty a granulocyty musi granulovat na dné
odstfedivky. Granulocyty by mély vytvafet pas na rozhrani
mezi HISTOPAQUE®-1119 a HISTOPAQUE®-1077.
Mononuklearni buriky by mély vytvaret pas na rozhrani mezi
HISTOPAQUE®-1077 a plazmatem.

Pokud se zjisténé vysledky li§i od odekavanych,
kontaktujte prosim technické sluzby spole¢nosti Sigma-
Aldrich za u¢elem konzultace.
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HISTOPAQUE je registrovanou ochrannou zndmkou
spoleénosti Sigma-Aldrich, Inc,, St. Louis, MO USA

Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ze jeji produkty se shoduji s
informacemi obsaienymi v této a jinych publikacich Sigma-
Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu((i) pro dané
pouziti. Mohou platit dodateéné podminky. Viz zadni strana
faktury nebo Utrzek obalu, kde jsou uvedeny dodatky k
prodejnim podminkam.
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