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POUéITÕ
Sigma-Aldrich ACCUSPINô System-HISTOPAQUEÆ-

1077 je urËen k izolov·nÌ lymfocyt˘ a dalöÌch
mononukle·rnÌch bunÏk. Reagencie ACCUSPINô
System-HISTOPAQUEÆ-1077 jsou urËeny k pouûitÌ v
"diagnostice in vitro".

Separace lymfocyt˘ a dalöÌch mononukle·rnÌch bunÏk
(MNC) z celÈ krve a kostnÌ d¯enÏ pouûitÌm HISTOPAQUEÆ-
1077 je zaloûena na metodÏ, kter· byla poprvÈ pops·na
Boyumem1 v roce 1968. SeparaËnÌ mÈdium,
HISTOPAQUEÆ-1077, je vodn˝ roztok polysacharid˘ o
vysokÈ molekulovÈ hmotnosti a diatrizoatu sodnÈho, jodaËnÌ
neiontovÈ slouËeniny, upraven˝ na hustotu 1,077 ± 0,001.

Zkumavka ACCUSPINô je speci·lnÏ vyrobena se
dvÏma komorami oddÏlen˝mi porÈznÌ p¯ep·ûkou z
polyetylÈnu o vysokÈ denzitÏ (ìfritaî). Antikoagulovan·
cel· krev m˘ûe b˝t p¯id·na do hornÌ komory zkumavky bez
rizika, ûe se promÌch· s HISTOPAQUEÆ-1077 ve spodnÌ
komo¯e pod fritou. Na centrifuze kles· cel· krev skrz "fritu"
a dost·v· se do kontaktu s HISTOPAQUEÆ-1077. »·stice
s vyööÌ hustotou p¯emÌstÌ obsah HISTOPAQUEÆ-1077 nad
"fritu" a poskytnou Ëistou separaci krevnÌch Ë·stic. Erytro-
city agregujÌ a granulocyty se st·vajÌ lehce hypertonickÈ,
zv˝öenÌm svÈho sedimentaËnÌho pomÏru, coû m· za
n·sledek tvorbu destiËek na dnÏ zkumavky ACCUSPINô.
Lymfocity a ostatnÌ mononukle·rnÌ buÚky, tj. monocyty,
z˘st·vajÌ na rozhranÌ plazma-HISTOPAQUEÆ-1077. Hust˝
p·s mononukle·rnÌch bunÏk lze odebrat slitÌm obsahu
hornÌ komory nebo pipetovacÌm n·strojem. Kontaminaci
erytrocyty zabraÚuje bariÈra mezi komorami.

REAGENCIE

ACCUSPINô SYSTEM-HISTOPAQUEÆ-1077, katalogov·
Ë. A 6929, A 7054 a A 0561
PolypropylÈnov· zkumavka sterilizovan· radiacÌ a
vybaven· polyetylÈnovou bariÈrou s vysokou denzitou
("frita") se asepticky naplnÌ HISTOPAQUEÆ-1077.

HISTOPAQUEÆ-1077 obsahuje polysacharÛzu, 5,7 g/dl a
diatrizoat sodn˝, 9,0 g/dl. Asepticky filtrov·no. Hustota
1,077 p¯i 25 °C.

ULOéENÕ A STABILITA:
Skladujte v lednici (2ñ8 °C). ChraÚte p¯ed svÏtlem.

ätÌtek reagencie uv·dÌ datum pouûitelnosti.

ZHORäENÕ:
V˝skyt zakalenÌ indikuje zhoröenÌ ˙Ëinnosti produktu.

PÿÕPRAVA:
Reagencie ACCUSPINô System-HISTOPAQUEÆ-

1077 jsou p¯ipraveny k okamûitÈmu pouûitÌ. P¯ed pouûitÌm
zah¯ejte na 18ñ26 °C.

BEZPE»NOSTNÕ OPATÿENÕ:
Je t¯eba dodrûovat bÏûn· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ p¯i

manipulaci s laboratornÌmi reagenciemi. P¯i kontaktu s
Ë·stmi lidskÈho tÏla je t¯eba povaûovat vöechny reagencie
a za¯ÌzenÌ jako potencion·lnÏ biologicky nebezpeËnÈ.

ACCUSPINTM SYSTEM-HISTOPAQUEÆ-
1077

(Postup Ë. A 6929 / A 7054 / A 0561)

Odpad likvidujte v souladu se vöemi mÌstnÌmi, st·tnÌmi a
oblastnÌmi p¯edpisy. Viz BezpeËnostnÌ list k materi·lu, kter˝
uv·dÌ aktu·lnÌ informace o riziku, nebezpeËÌ a bezpeËnosti.

US Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztoky HISTOPAQUEÆ-1077-1 jsou äKODLIV….

Mohou zp˘sobit p¯ecitlivÏlost vdechnutÌm a p¯i kontaktu s
pokoûkou. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy. ZasaûenÈ
org·ny: Krev.

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztoky HISTOPAQUEÆ-1077-1 jsou äKODLIV….

Mohou zp˘sobit p¯ecitlivÏlost vdechnutÌm a p¯i kontaktu s
pokoûkou. Nevdechujte v˝pary. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ odÏvy a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody, pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte lÈka¯skou pomoc (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek).

POSTUP

ODBÃR VZORKŸ:
DoporuËuje se prov·dÏt odbÏr vzork˘ v souladu s

dokumentem M29-A2 smÏrnice NCCLS. é·dn· zn·m·
zkuöebnÌ metoda nem˘ûe nabÌdnout ˙plnÈ zajiötÏnÌ, ûe
krevnÌ vzorky nebo tk·Ú nebudou p¯en·öet infekci. Proto
vöechny krevnÌ deriv·ty nebo tk·ÚovÈ vzorky by mÏly b˝t
povaûov·ny za potenci·lnÏ infekËnÌ.

Lze pouûÌvat Ëerstvou krev, ochuzenou o fibrin nebo
antikoagulovanou (EDTA nebo heparin bez konzervaËnÌho
Ëinidla). Aby bylo dosaûeno optim·lnÌch v˝sledk˘, je t¯eba
zpracovat krev bÏhem 2 hodin.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU
SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Zkumavky k odst¯eÔov·nÌ pro prom˝v·nÌ mononukle·rnÌch

bunÏk
IzotonnÌ fyziologick˝ roztok pufrovan˝ fosf·tem (PBS) nebo

vyv·ûen˝ soln˝ roztok
Centrifuga (s otoËn˝m lopatkov˝m kolem) schopn· v˝konu

100 aû 1000 x g, udrûujÌcÌ teplotu 18ñ26 °C

POZN¡MKY:
1. Lze pouûÌt 3 aû 6 ml p¯edem na¯edÏnÈ krve s

katalogov˝m Ë. A 6929 nebo 15 aû 30 ml p¯edem
na¯edÏnÈ krve s katalogov˝mi Ë. A 7054 a A 0561. Krev
lze ¯edit p¯Ìmo v hornÌ komo¯e zkumavky ACCUSPINô
System-HISTOPAQUEÆ-1077. To je vhodnÈ pro vzorky
s hematokrity nad norm·lnÌ hodnotou.

2. OdstraÚov·nÌ p¯ebyteËnÈho mnoûstvÌ HISTOPAQUEÆ-
1077 s mononukle·rnÌm p·sem zvyöuje kontaminaci
granulocyt˘ ze zbytk˘ granulocyt˘ kterÈ mohly z˘stat
mononukle·rnÌm rozhranÌ (Tabulka I).

3. OdstraÚov·nÌ p¯ebyteËnÈho mnoûstvÌ supernatantu
mononukle·rnÌm p·sem m˘ûe zp˘sobit kontaminaci
plazmatick˝mi proteiny.

4. PouûitÌ jin˝ch neû doporuËovan˝ch objem˘ p¯edem
na¯edÏnÈ nebo celÈ krve m˘ûe vÈst ke snÌûenÌ
regenerace.

5. K odstranÏnÌ vöech kontaminujÌcÌch destiËek lze
provÈst druhou centrifugaci ve 4 aû 20 % gradientu
sacharÛzy nanesenÈho p¯es HISTOPAQUEÆ-1077.
Gradient sacharÛzy ˙ËinnÏ izoluje destiËky, zatÌmco
mononukle·rnÌ buÚky penetrujÌ do vrstvy
HISTOPAQUEÆ-1077.

6. Pokud ACCUSPINô System-HISTOPAQUEÆ-1077
nenÌ p¯enesen do pokojovÈ teploty, m˘ûe b˝t st·vajÌcÌ
regenerace mononukle·rnÌch bunÏk omezena.

7. M˘ûe se p¯ÌleûitostnÏ st·t, ûe se p¯ep·ûka frita bÏhem
odst¯eÔov·nÌ uvolnÌ. Pokud se tak stane, neslÈvejte
obsah zkumavky ke sbÏru mononukle·rnÌch bunÏk.
NamÌsto toho opatrnÏ vyjmÏte fritovou p¯ep·ûku
sterilizovan˝mi kleötÏmi nebo sklopte pipetou p¯ep·ûku
frit a odeberte mononukle·rnÌ buÚky.

8. Tato Ë·st postupu popisuje oddÏlov·nÌ mononukle·rnÌch
bunÏk pouûitÌm izotonnÌho fyziologickÈho roztoku
pufrovanÈho fosf·tem jako ¯edÌcÌ roztok a prom˝vacÌ
tekutinu. Za jist˝ch okolnostÌ je lÈpe pouûÌt vyv·ûen˝
soln˝ roztok nebo kultivaËnÌ bunÏËnÈ mÈdium, nap¯Ìklad
RPMI 1640, doplnÏnÈ fet·lnÌm bovinnÌm sÈrem.

9. DoporuËuje se pouûitÌ tk·nÏ z "norm·lnÌho" pacienta
jako kontrola kaûdÈho cyklu.

NOMOGRAM PRO STANOVENÕ RELATIVNÕ
ODSTÿEDIV… SÕLY:

K nastavenÌ rpm centrifugy lze pouûÌt nomogram.
Jak nastavit poûadovan˝ rpm k dosaûenÌ v˝konu 

1000 or 800 x g pro Postupy Ë. A 6929 / A 7054 / A 0561.
1. ZmÏ¯te polomÏr (cm) ze st¯edu h¯Ìdele centrifugy na

konec nosiËe zkumavek. OznaËte tuto hodnotu na
stupnici A.

2. OznaËte relativnÌ odst¯edivou sÌlu (nap¯. 1000 nebo
800) na stupnici B.

3. PomocÌ pravÌtka spojte body sloupce A a B p¯Ìmkou,
protnÏte sloupec C. V˝sledek v sloupci C je nastavenÌ
rpm pro °centrifugu.

POSTUP:
1. P¯eneste pot¯ebn˝ poËet zkumavek do prostoru s

pokojovou teplotou. ChraÚte p¯ed svÏtlem. Je-li p¯ed
pouûitÌm nad p¯ep·ûkou "frit" HISTOPAQUEÆ-1077, cen-
trifugujte p¯i 1000 x g na 30 sekund p¯i pokojovÈ teplotÏ.

2. OznaËte zkumavku(y) etiketou.
3. NaplÚte do plna 3,0 aû 6,0 ml ËerstvÈ celÈ krve ochuzenÈ

o fibrin nebo antikoagulovanÈ do hornÌ komory kaûdÈ
p¯edem naplnÏnÈ zkumavky ACCUSPINô System-
HISTOPAQUEÆ-1077, katalogovÈ Ë. A 6929.
NEBO
NaplÚte do plna 15,0 aû 30,0 ml ËerstvÈ celÈ krve
ochuzenÈ o fibrin nebo antikoagulovanÈ do hornÌ komory
kaûdÈ p¯edem naplnÏnÈ zkumavky ACCUSPINô
System-HISTOPAQUEÆ-1077, katalogov· Ë. A 7054
nebo A 0561.

4. Centrifugujte p¯i 1000 x g, udrûujte teplotu 18ñ26 °C,
po dobu 10 minut.
NEBO
Centrifugujte p¯i 800 x g, udrûujte teplotu 18ñ26 °C, po
dobu 15 minut.

5. Po odst¯edÏnÌ opatrnÏ aspirujte vrstvu plazmatu
Pasteurovou pipetou do 0,5 cm op·knÌho rozhranÌ
obsahujÌcÌho mononukle·rnÌ buÚky. OdpovÌdajÌcÌm
zp˘sobem odstraÚte plazmatickou vrstvu.

6. OpatrnÏ p¯eneste Pasteurovou pipetou mononukle·rnÌ
p·s do ËistÈ odst¯edivky.

7. Promyjte mononukle·rnÌ p·s p¯id·nÌm 10 ml
izotonnÌho PBS nebo vyv·ûenÈho solnÈho roztoku a
resuspendujte buÚky opatrnÏ aspirov·nÌm
Pasteurovou pipetou. Centrifugujte p¯i 250 x g,
udrûujte teplotu 18ñ26 °C, po dobu 10 minut.

8. Opakujte dvakr·t krok 7, resuspendujte granule v 5 ml
izotonnÌho PBS.

9. Resuspendujte mononukle·rnÌ granule v p¯ÌsluönÈm
mÈdiu v z·vislosti na zp˘sobu dalöÌho pouûitÌ bunÏk.
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HISTOPLAQUEÆ-
1077
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CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
Erytrocyty a granulocyty musÌ granulovat na dnÏ

zkumavky ACCUSPINô. Mononukle·rnÌ buÚky musÌ vytvo¯it
p·s na rozhranÌ mezi HISTOPAQUEÆ-1077 a plazmatem.

NÌûe uveden· tabulka p¯edstavuje v˝sledky anal˝zy
mononukle·rnÌho bunÏËnÈho p·su z krevnÌch vzork˘ zdravÈho
ËlovÏka separovanÈho paralelnÏ systÈmem ACCUSPINô
System-HISTOPAQUEÆ-1077 a HISTOPAQUEÆ-1077.

TABULKA I

ACCUSPINô
SYSTEM-

HISTOPAQUEÆ-1077 HISTOPAQUEÆ-1077
St¯ednÌ St¯ednÌ 
hodnota hodnota

±±SD ±SD____________ ___________
% Regenerace1 70,0 13,3 53,6 8,9
% éovotaschopnost2 98,0 1,1 95,0 2,7
% Lymfocyty3 87,6 4,3 89,8 3,5
% Monocyty3 9,1 3,8 8,3 3,0
% Granulocyty3 3,0 2,7 2,3 1,8
% Erytrocyty3 5,0 2,0 5,0 2,0
% DestiËky3 <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Stanoveno hemacytometrem a diferenci·lnÌm v˝poËtem
Wrightova barvenÌ.

2. Stanoveno vyluËovacÌm testem pomocÌ barvenÌ
trypanovou mod¯Ì.

3. Stanoveno diferenci·lnÌm v˝poËtem Wrightova barvenÌ
mononukle·rnÌ frakce.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch,
kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby spoleËnosti Sigma-
Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s
informacemi obsaûen˝mi v tÈto a jin˝ch publikacÌch Sigma-
Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro
danÈ pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ
strana faktury nebo ˙trûek obalu, kde jsou uvedeny dodatky
k prodejnÌm podmÌnk·m.
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