SIGMA-ALDRICH’
ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE"-

(Postup &. A 6929 / A 7054 / A 0561)

POUZITi

Sigma-Aldrich ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-
1077 je wuréen k izolovani lymfocytd a dalSich
mononuklearnich  bunék. Reagencie ACCUSPIN™
System-HISTOPAQUE®-1077 jsou ur¢eny k pouziti v
"diagnostice in vitro".

Separace lymfocyt( a dalsich mononuklearnich bunék
(MNC) z celé krve a kostni dfené pouzitim HISTOPAQUE®-
1077 je zaloZzena na metodé, kterd byla poprvé popsana
Boyumem' v roce 1968. Separani médium,
HISTOPAQUE®1077, je vodny roztok polysacharidi o
vysoké molekulové hmotnosti a diatrizoatu sodného, jodaéni
neiontové slouceniny, upraveny na hustotu 1,077 + 0,001.

Zkumavka ACCUSPIN™ je specialné vyrobena se
dvéma komorami oddélenymi porézni pfepazkou z
polyetyléenu o vysoké denzit¢ (“frita”). Antikoagulovana
cela krev muze byt pfidana do horni komory zkumavky bez
rizika, ze se promicha s HISTOPAQUE®-1077 ve spodni
komore pod fritou. Na centrifuze klesa cela krev skrz "fritu"
a dostava se do kontaktu s HISTOPAQUE®-1077. Castice
s vy$&i hustotou pfemisti obsah HISTOPAQUE®-1077 nad
"fritu" a poskytnou Cistou separaci krevnich ¢astic. Erytro-
city agreguji a granulocyty se stavaji lehce hypertonicke,
zvy$enim svého sedimentaéniho poméru, coz ma za
nasledek tvorbu desti¢ek na dné zkumavky ACCUSPIN™.
Lymfocity a ostatni mononuklearni burky, tj. monocyty,
zUstavaji na rozhrani plazma-HISTOPAQUE®-1077. Husty
pas mononuklearnich bunék Ize odebrat slitim obsahu
horni komory nebo pipetovacim nastrojem. Kontaminaci
erytrocyty zabraruje bariéra mezi komorami.
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ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPLAQUE®-1077

REAGENCIE

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077, katalogova
¢. A 6929, A 7054 a A 0561

Polypropylénova zkumavka sterilizovana radiaci a
vybavena polyetylénovou bariérou s vysokou denzitou
("frita") se asepticky naplni HISTOPAQUE®-1077.

HISTOPAQUE®-1077 obsahuje polysacharézu, 5,7 g/dl a
diatrizoat sodny, 9,0 g/dl. Asepticky filtrovano. Hustota
1,077 pfi 25 °C.
ULOZENI A STABILITA:

Skladujte v lednici (2-8 °C). Chrarite pred svétlem.
Stitek reagencie uvadi datum pouzitelnosti.

ZHORSENI:

Vyskyt zakaleni indikuje zhorSeni G¢innosti produktu.
PRIPRAVA:

Reagencie ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-
1077 jsou pfipraveny k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim
zahrejte na 18-26 °C.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpecnostni opatfeni pfi
manipulaci s laboratornimi reagenciemi. Pfi kontaktu s
¢astmi lidského téla je tfeba povazovat vSechny reagencie
a zafizeni jako potencionalné biologicky nebezpecné.

Odpad likvidujte v souladu se vSemi mistnimi, statnimi a
oblastnimi predpisy. Viz Bezpe¢nostni list k materialu, ktery
uvadi aktualni informace o riziku, nebezpe¢i a bezpecnosti.

US Prohlaseni o rizicich a bezpe€nosti

Roztoky HISTOPAQUE®-1077-1 jsou SKODLIVE.
Mohou zpusobit precitlivelost vdechnutim a pfi kontaktu s
pokozkou. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené
organy: Krev.
EU Prohladeni o rizicich a bezpe€nosti

Roztoky HISTOPAQUE®-1077-1 jsou SKODLIVE.
Mohou zpusobit precitlivélost vdechnutim a pfi kontaktu s
pokozkou. Nevdechujte vypary. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy a rukavice. V pfipadé nehody, pokud se
necitite dobre, vyhledejte Iékarskou pomoc (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporuduje se provadeét odbér vzorkd v souladu s
dokumentem M29-A2 smérnice NCCLS. Zadna znama
zkuSebni metoda nemUlze nabidnout GUpIné zajisténi, ze
krevni vzorky nebo tkan nebudou prenaset infekci. Proto
v8echny krevni derivaty nebo tkanové vzorky by mély byt
povazovany za potencialné infekéni.

Lze pouzivat ¢erstvou krev, ochuzenou o fibrin nebo
antikoagulovanou (EDTA nebo heparin bez konzervaéniho
¢inidla). Aby bylo dosazeno optimalnich vysledkd, je tfeba
zpracovat krev béhem 2 hodin.

POTREBNE SPECIALNI MATERIALY, KTERE NEJSOU

SOUCASTI DODAVKY:

Zkumavky k odstfedovani pro promyvani mononuklearnich
bunék

Izotonni fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS) nebo
vyvazeny solny roztok

Centrifuga (s otoénym lopatkovym kolem) schopna vykonu
100 az 1000 x g, udrzujici teplotu 18-26 °C

POZNAMKY:

1. Lze pouzit 3 az 6 ml pfedem nafedéné krve s
katalogovym ¢. A 6929 nebo 15 az 30 ml predem
nafedéné krve s katalogovymi ¢. A 7054 a A 0561. Krev
Ize fedit pfimo v horni komore zkumavky ACCUSPIN™
System-HISTOPAQUE®-1077. To je vhodné pro vzorky
s hematokrity nad normalini hodnotou.

2. Odstranovani prebyte€ného mnozstvi HISTOPAQUE®-
1077 s mononuklearnim pasem zvySuje kontaminaci
granulocytl ze zbytkt granulocytu které mohly zustat
mononuklearnim rozhrani (Tabulka I).

3. Odstrafiovani prebyte€ného mnozstvi supernatantu
mononuklearnim pasem muze zpusobit kontaminaci
plazmatickymi proteiny.

4. Pouziti jinych nez doporuc¢ovanych objeml pfedem
nafedéné nebo celé krve mlze vést ke snizeni
regenerace.

5. K odstranéni vSech kontaminujicich desti¢ek Ize
provést druhou centrifugaci ve 4 az 20 % gradientu
sacharézy naneseného pres HISTOPAQUE®™1077.
Gradient sacharézy G¢inné izoluje desticky, zatimco
mononuklearni  buriky  penetruji  do  vrstvy
HISTOPAQUE™1077.

6. Pokud ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077
neni pfenesen do pokojové teploty, muze byt stavajic
regenerace mononuklearnich bunék omezena.

7. Muze se prilezitostné stat, ze se prepazka frita béhem
odstfedovani uvolni. Pokud se tak stane, neslévejte
obsah zkumavky ke sbéru mononukledrnich bunék.
Namisto toho opatrné vyjméte fritovou prepazku
sterilizovanymi klestémi nebo sklopte pipetou prepazku
frit a odeberte mononuklearni burky.

8. Tato ¢ast postupu popisuje oddélovani mononuklearnich
bunék pouzitim izotonniho fyziologického roztoku
pufrovaného fosfatem jako fedici roztok a promyvaci
tekutinu. Za jistych okolnosti je lépe pouzit vyvazeny
solny roztok nebo kultivaéni buné¢né médium, napfiklad
RPMI 1640, doplnéné fetalnim bovinnim sérem.

9. DoporuCuje 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 dosazeni vykonu
1000 or 800 x g pro Postupy ¢. A 6929 / A 7054 / A 0561.
1. Zmérte polomér (cm) ze stfedu hfidele centrifugy na

konec nosi¢e zkumavek. Oznatte tuto hodnotu na

stupnici A.

2. Oznacte relativni odstiedivou silu (napf. 1000 nebo
800) 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:

1. Preneste potfebny pocet zkumavek do prostoru s

pokojovou teplotou. Chrarite pred svétlem. Je-li pred

pouzitim nad prepazkou "frit" HISTOPAQUE®-1077, cen-
trifugujte pfi 1000 x g na 30 sekund pfi pokojové teploté.

Oznacte zkumavku(y) etiketou.

3. Naplite do pina 3,0 az 6,0 ml Cerstvé celé krve ochuzené
o fibrin nebo antikoagulované do horni komory kazdé
pfedem naplnéné zkumavky ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077, katalogové ¢&. A 6929.

NEBO

Napliite do plna 15,0 az 30,0 ml Cerstvé celé krve

ochuzené o fibrin nebo antikoagulované do horni komory

kazdé predem naplnéné zkumavky ACCUSPIN™

System-HISTOPAQUE®-1077, katalogova &. A 7054

nebo A 0561.

4. Centrifugujte pfi 1000 x g, udrZujte teplotu 18-26 °C,
po dobu 10 minut.

NEBO

Centrifugujte pfi 800 x g, udrzujte teplotu 18-26 °C, po

dobu 15 minut.

5. Po odstfedéni opatrné aspirujte vrstvu plazmatu
Pasteurovou pipetou do 0,5 cm opakniho rozhrani
obsahujictho mononuklearni buriky. Odpovidajicim
zpusobem odstrarite plazmatickou vrstvu.

6. Opatrné preneste Pasteurovou pipetou mononuklearni
pas do Cisté odstredivky.

7. Promyjte mononuklearni pas pfidanim 10 ml
izotonniho PBS nebo vyvazeného solného roztoku a
resuspendujte  bufiky  opatrné  aspirovanim
Pasteurovou pipetou. Centrifugujte pfi 250 x g,
udrzujte teplotu 18-26 °C, po dobu 10 minut.

8. Opakujte dvakrat krok 7, resuspendujte granule v 5 ml
izotonniho PBS.

9. Resuspendujte mononuklearni granule v pfislu§ném
médiu v zavislosti na zplisobu dalsiho pouziti bunék.

o



CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Erytrocyty a granulocyty musi granulovat na dné
zkumavky ACCUSPIN™. Mononuklearni buriky musi vytvorit
pas na rozhrani mezi HISTOPAQUE®-1077 a plazmatem.

Nize uvedena tabulka predstavuje vysledky analyzy
mononuklearniho bunééného pasu z krevnich vzork( zdravého
¢lovéka separovaného paralelné systtmem ACCUSPIN™
System-HISTOPAQUE®1077 a HISTOPAQUE®*1077.

TABULKA |
ACCUSPIN™
SYSTEM-
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Stredni Stredni
hodnota hodnota
#sSD +SD
% Regenerace' 70,0 13,3 53,6 8,9
% Zovotaschopnost: 98,0 1,1 950 27
% Lymfocyty? 87,6 43 89,8 3,5
% Monocyty® 9,1 3,8 8,3 3,0
% Granulocyty® 3,0 2,7 2,3 1,8
% Erytrocyty? 5,0 2,0 5,0 2,0
% Desticky? <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Stanoveno hemacytometrem a diferencialnim vypoctem
Wrightova barveni.

2. Stanoveno vylu¢ovacim testem pomoci barveni
trypanovou modfi.

3. Stanoveno diferencialnim vypoc¢tem Wrightova barveni
mononuklearni frakce.

Pokud se zjisténé vysledky liSi od oc€ekavanych,
kontaktujte prosim technické sluzby spole¢nosti Sigma-
Aldrich za G¢elem konzultace.
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HISTOPAQUE je registrovanou ochrannou znamkou
spole¢nosti Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO USA

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

Postup €. A 6929 / A 7054 / A 0561
Pfedchozi revize: 2003-04
Revidovano: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse

c € m Egham, TW20 9BD Velka Britanie

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122

nebo e-mailujte na clintech@sial.com

P.O. 1120, 89552 Steinheim, Némecko 49-7329-970

Objednavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750

www.sigma-aldrich.com
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