SIGMA-ALDRICH’

ACCUSPIN™
SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077
(Procedure nr. A 6929 / A 7054 / A 0561)

TILSIGTET ANVENDELSE

Sigma-Aldrich ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-
1077 er beregnet til anvendelse ved isolering af lymfocytter
og andre mononukleare celler. ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077 reagenser er til in vitro diagnostisk brug.

Separation af lymfocytter og andre mononukleare
celler (MNC) fra fuldblod og knoglemarv vha.
HISTOPAQUE®-1077 er baseret pa en metode, der forste
gang blev beskrevet af Boyum' i 1968. Separationsmediet,
HISTOPAQUE®-1077, er en vandig oplesning af
polysaccharid og natriumdiatrizoat med hgj molekyleveegt,
en ioderet ikke-ionisk forbindelse, justeret til en densitet pa
1,077 + 0,001.

ACCUSPIN™ rgret er specielt konstrueret med to kamre, der
er adskilt af en porgs polyethylenbarriere med hgj densitet
(“fritte”). Der kan tilseettes antikoaguleret fuldblod til det
overste kammer i raret, uden at der er risiko for, at det blandes
med HISTOPAQUE®-1077-reagenset i det nederste kammer
under fritten. Ved centrifugering gar fuldblodet ned gennem
“fritten”, s& det kommer i kontakt med HISTOPAQUE®-1077-
reagenset. Elementerne med hgjere densitet fortraenger en
maengde HISTOPAQUE®-1077-reagens oven over “fritten”,
hvilket giver en klar separation af blodkomponenterne.
Erythrocytterne samles, og granulocytterne bliver lettere
hypertonisk, hvorved deres sedimenteringsrate ages, hvilket
resulterer i pelletering i bunden af ACCUSPIN™ rgret.
Lymfocytter og andre mononukleare celler, dvs. monocytter,
forbliver ved plasma-HISTOPAQUE®-1077-greensefladen.
Dette teette band af mononukleare celler kan indsamles ved
at heelde indholdet ud af det overste kammer eller vha. en
pipette. Erythrocytkontaminering undgés pga. barrieren
mellem kamrene.
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ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

REAGENS

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077,

katalognr. A 6929, A 7054 og A 0561

Et polypropylenrer, steriliseret ved bestraling, med en
polyethylenbarriere (“fritte”) med hgj densitet, aseptisk fyldt
med HISTOPAQUE®-1077-reagens.
HISTOPAQUE®-1077-reagens indeholder polysucrose,
5,7 g/dl, og natriumdiatrizoat, 9,0 g/dl. Aseptisk filtreret.
Densitet pa 1,077 ved 25 °C.

OPBEVARING OG STABILITET:

Opbevares i koleskab (2-8 °C). Skal beskyttes mod
lys. Udlebsdatoen fremgar af etiketten p& aesken.
FORRINGELSE:

Et uklart udseende er tegn pa forringelse af produktet.
KLARGORING:

ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 reagenser
er klar til brug. Skal opvarmes til 18-26 °C inden brug.
FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved handtering af
laboratoriereagenser skal folges. Ved kontakt med

4
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substanser fra humane kilder skal alle reagenser og udstyr
behandles som potentielt smittefarligt. Ved kassering af
affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes.
Der henvises til materialesikkerhedsdatabladet for
opdaterede oplysninger om risici, fare eller sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserklaeringer
HISTOPAQUE®-1077-1-oplesninger er SUNDHEDS-

SKADELIGE. Kan give allergi ved indanding og hudkontakt.

Beer passende beskyttelsesbeklaedning. Mélorgan: blod.

Risiko- og sikkerhedserkleeringer for EU

HISTOPAQUE®-1077-1-oplesninger er SUNDHEDS-
SKADELIGE. Kan give allergi ved ind&nding og hudkontakt.
Undgd indanding af dampe. Beer passende
beskyttelsesdragt og -handsker. Ved ulykkestilfzelde eller ved
ildebefindende er omgaende leegebehandling nedvendig (vis
etiketten hvis det er muligt).

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at preveindsamling sker i henhold til
NCCLS-dokumentet M29-A2. Der er ingen kendt
testmetode, som kan give fuldstaendig sikring af, at
blodprover eller veev ikke overfarer infektion. Derfor skal alle
blodderivater eller vaevsprover behandles som potentielt
infektiose.

Der kan anvendes defibrineret eller antikoaguleret
(EDTA eller heparin uden konserveringsmidler) friskt
fuldblod. Det bedste resultat opnas ved at behandle blodet i
lobet af 2 timer.

S/ERLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE

MEDFOLGER:

Centrifugerer til vask af mononukleare celler

Isotonisk fosfatbufferet saltvand (PBS) eller afbalanceret
saltoplasning

Centrifuge (kurvecentrifuge) med kapacitet til at generere
100-1000 x g og opretholde 18-26 °C

BEMAERKNINGER:

1. Der kan anvendes 3-6 ml for-fortyndet blod til katalognr.
A 6929, og 15-30 ml for-fortyndet blod til katalognr.
A 7054 og A 0561. Blod kan fortyndes direkte i det
overste kammer pd ACCUSPIN™  System-
HISTOPAQUE®-1077-roret. Dette er hensigtsmaessigt
ved prover med haematokritveerdier over det normale.

2. Hvis der fiernes for store meengder HISTOPAQUE®-
1077-reagens sammen med det mononukleare band,
oges granulocytkontaminering fra residuale granulocytter,
der evt. forbliver ved den mononukleare greenseflade
(tabel I).

3. Hvis der fjernes for store maengder supernatant

sammen med det mononukleare band, kan det fremme

kontaminering med plasmaproteiner.

Anvendelse af andre maengder for-fortyndet fuldblod

end de foreskrevne kan fore til reduceret genfinding.

5. Der kan udferes en sekundaer centrifugering i et 4-20 %
sucrosegradientlag over HISTOPAQUE®-1077 for at
fierne alle kontaminerende trombocytter. Sucrose-
gradienten isolerer trombocytterne fuldsteendigt, mens
de mononukleare celler penetrerer til HISTOPAQUE®-
1077-laget.

6. Hvis ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 ikke
bringes pé stuetemperatur, kan det medfere begraenset
genfinding af mononukleare celler.

7. Fratid til anden kan en fritte ga lg@s under centrifugering.
Hvis det sker, ma der ikke geres forseg pa at heelde
indholdet af roret for at indsamle mononukleare celler.
Fritten skal i stedet forsigtigt fiernes med en steriliseret
pincet eller tippes med en pipette, hvorefter de
mononuklere celler indsamles.

8. Separation af mononukleare celler vha. fosfatbufferet
saltvand som fortynder og vaskereagens beskrives i
afsnittet Procedure i denne indleegsseddel. | mange
tilfeelde foretraekkes afbalanceret saltoplesninger eller
cellekulturmedier, sdsom RPMI-1640, suppleret med
fotalt bovint serum.

9. Det anbefales at anvende en “normal” patient som
kontrol for hver kersel.
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Der kan benyttes et nomogram til indstilling af
centrifugens omdr./min.
Anvisning i etablering af omdr./min. til at opna 1000 hhv.

800 x g til procedure nr. A 6929 / A 7054 / A 0561:

Mal radius (cm) fra midten af centrifugespindlen til
enden af provergrsholderen. Marker denne veerdi pa
skala A.

2. Marker den relative centrifugalkraft (dvs. 1000 hhv. 800)
pa skala B.

3. Treek en lige linje med en lineal mellem punkterne pé
kolonne A og B og videre, s& den skeerer kolonne C.
Veerdien pa kolonne C er korrekt indstilling af
centrifugens omdr./min.

PROCEDURE:

1. Bring det onskede antal ror til stuetemperatur. Skal

beskyttes mod lys. Hvis HISTOPAQUE®-1077-

reagenset er over “fritten” forud for anvendelse, skal det
centrifugeres ved 1000 x g i 30 sekunder ved
stuetemperatur.

Seet etiket pa reret/rorene.

3. Heeld 3,0-6,0 ml friskt defibrineret eller antikoaguleret
fuldblod i det overste kammer pé& hvert forfyldt
ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077-rgr,
katalognr. A 6929.

ELLER

Heeld 15,0-30,0 ml friskt defibrineret eller
antikoaguleret fuldblod i det gverste kammer pa hvert
forfyldt ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077-
ror, katalognr. A 7054 eller A 0561.

4.  Centrifuger ved 1000 x g og 18-26 °C i 10 minutter.
ELLER
Centrifuger ved 800 x g og 18-26 °C i 15 minutter.

5. Efter centrifugering aspireres plasmalaget forsigtigt
med en Pasteur-pipette, s& der er hgjst 0,5 cm til den
uigennemsigtige greenseflade med mononukleare
celler. Plasmalaget skal bortskaffes pa forsvarlig vis.

6. Overfor omhyggeligt det mononukleare band til et rent
centrifugerer med en Pasteur-pipette.

7. Vask det mononukleare band ved at tilseette 10 ml
isotonisk  fosfatbufferet saltvand (PBS) eller
afbalanceret saltoplosning, og resuspender cellerne
ved forsigtig aspirering med en Pasteur-pipette.
Centrifuger ved 250 x g og 18-26 °C i 10 minutter.

8. Gentag anvisningen i punkt 7 to gange, idet
pelleteringen resuspenderes i 5 ml isotonisk
fosfatbufferet saltvand (PBS).

9. Resuspender den mononukleare pelletering i passende
medie alt efter anvendelsen af disse celler.
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RESULTATKARAKTERISTIKA

Erythrocytter og granulocytter skal pelletere til bunden
af ACCUSPIN™-rgret. Mononukleare celler skal danne band
ved grensefladen mellem HISTOPAQUE®-1077-reagenset
og plasmaet.

| nedenstaende tabel opferes resultaterne af analyse af
mononukleare celleband fra sunde humane blodprover,

separeret  parallelt vha. ACCUSPIN™  System-
HISTOPAQUE®-1077 og HISTOPAQUE®-1077.
TABEL |
ACCUSPIN™
SYSTEM-
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Gennemsnit +SD  Gennemsnit +SD
% genfinding' 70,0 13,3 53,6 8,9
% levedygtighed? 98,0 1,1 95,0 2,7
% lymfocytter® 87,6 4,3 89,8 3,5
% monocytter® 9,1 3,8 8,3 3,0
% granulocytter® 3,0 27 2,3 1,8
% erythrocytter® 5,0 2,0 5,0 2,0
% trombocytter® <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Bestemt vha. hamocytometer og
farvedifferentialteelling.

2. Bestemt vha. trypan eksklusionstest med bla farve.

3. Bestemt vha. Wrights farvedifferentialteelling af
mononuklear fraktion.

Wrights

Hvis de observerede resultater afviger fra de
forventede, skal Sigma-Aldrich Technical Service kontaktes
for yderligere hjeelp.
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HISTOPAQUE er et registreret varemaerke, der tilhorer
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer
overens med de oplysninger, som er indeholdt i denne og
andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det pahviler keber at
fastleegge produktets/produkternes egnethed til deres
specifikke anvendelse. Yderligere vilk&r og betingelser kan
veere geeldende. Se bagsiden af faktura eller pakkeseddel for
yderligere vilkar og salgsbetingelser.
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