SIGMA-ALDRICH’

ACCUSPIN™
SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077
(Verfahren Nr. A 6929 / A 7054 / A 0561)

VERWENDUNGSZWECK

Das ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 von
Sigma-Aldrich dient der Isolierung von Lymphozyten und
anderen mononukledren Zellen. ACCUSPIN™  System-
HISTOPAQUE®-1077 Reagenzien sind fir die “In-vitro-
Diagnostik” bestimmt.

Die Trennung von Lymphozyten und anderen
mononukledren Zellen (MNZ) aus Vollblut und
Knochenmark mit HISTOPAQUE®-1077 beruht auf einer
Methode, die erstmals von Boyum' im Jahr 1968
beschrieben wurde. Das Trennmedium, HISTOPAQUE®-
1077, ist eine wassrige Lésung aus einem Polysaccharid
mit hohen Molekulargewicht und Natriumdiatrizoat, einem
jodierten nicht-ionischen Bestandteil, eingestellt auf eine
Dichte von 1,077 = 0,001.

Das ACCUSPIN™ Réhrchen wurde speziell mit zwei
Kammern konzipiert, die durch eine pordse Barriere aus
hochdichtem Polyethylen (“Fritte”) abgetrennt werden. In
die obere Kammer des Roéhrchens kann antikoaguliertes
Vollblut gegeben werden, ohne dass es sich mit dem
HISTOPAQUE®-1077 in der unteren Kammer unterhalb der
Fritte mischt. Beim Zentrifugieren gelangt das Vollblut durch
die “Fritte” hindurch in Kontakt zum HISTOPAQUE®-1077.
Die Elemente gréBerer Dichte verdréngen einen Teil des
HISTOPAQUE®-1077 oberhalb der Fritte, was zu einer
klaren Trennung der Blutbestandteile fihrt. Die
Erythrozyten aggregieren, und die Granulozyten werden
leicht hypertonisch, was ihre Sedimentierungsrate erhéht
und zur Bildung von Pellets am Boden des ACCUSPIN™
Rohrchens fihrt. Lymphozyten und andere mononukledre
Zellen, d.h. Monozyten, bleiben an der Plasma-
HISTOPAQUE®-1077 Grenzflache. Dieses dichte Band
mononukledrer Zellen kann durch AbgieBen des Inhalts der
oberen Kammer oder mit einer Pipette entnommen werden.
Die Erythrozytenkontamination wird durch die Barriere
zwischen den beiden Kammern vermieden.
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ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

REAGENZ

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077,

Bestell-Nr. A 6929, A 7054 und A 0561

Ein strahlensterilisiertes Rohrchen aus Polypropylen mit
einer Barriere (“Fritte”) aus Polyethylen hoher Dichte mit
aseptisch eingefilitem HISTOPAQUE®-1077.
HISTOPAQUE®-1077 enthalt Polysaccharose, 5,7 g/dl und
Natriumdiatrizoat, 9,0 g/dl. Aseptisch gefiltert. Dichte 1,077
bei 25 °C.

AUFBEWAHRUNG UND STABILITAT:

Lagerung im Kihlschrank bei (2-8 °C). Vor Licht
schitzen. Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett der
Verpackung angegeben.

PRODUKTVERFALL:

Ein triibes Aussehen zeigt den Verfall des Produkts an.
VORBEREITUNG:

ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 Reagenzien
sind gebrauchsfertig. Vor Gebrauch auf 18-26 °C
vorwéarmen.

VORSICHTSMASSNAHMEN:

Bei der Handhabung von Laborreagenzien sollten
normale VorsichtsmaBnahmen eingehalten werden. Bei
Kontakt mit menschlichem Quellmaterial alle Reagenzien
und Ausristungsgegenstande als potenziell biogeféhrlich
behandeln. Bei der Entsorgung von Abfallen alle drtlichen,
staatlichen und nationalen Vorschriften befolgen. Aktuelle
Hinweise zu Risiken, Gefahren und SicherheitsmaBnahmen
sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

US-Gefahren- und Sicherheitsangaben

HISTOPAQUE®-1077-1 Lésungen sind SCHADLICH.
Bei Einatmen oder Kontakt mit der Haut kann es zu einer
Sensibilisierung kommen. Bei der Arbeit geeignete
Schutzkleidung tragen. Zielorgan: Blut.

EU-Gefahren- und Sicherheitsangaben
HISTOPAQUE®-1077-1 Lésungen sind SCHADLICH.
Bei Einatmen oder Kontakt mit der Haut kann es zu einer
Sensibilisierung kommen. Dampfe nicht einatmen. Bei der
Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen. Bei Unfédllen oder Unwohlsein sofort einen Arzt
konsultieren (dabei méglichst das Produktetikett vorzeigen).

VERFAHREN

PROBENNAHME:

Es wird empfohlen, die Probennahme geman NCCLS-
Dokument M29-A2 durchzufiihren. Keine Testmethode kann
eine absolute Gewahr dafir liefern, dass Blut- und
Gewebeproben keine Infektionen (bertragen. Deshalb
miissen alle Blutderivate und Gewebeproben als potenziell
infektids behandelt werden.

Es kann defibriniertes oder antikoaguliertes (EDTA oder
konservierungsmittelfreies Heparin), frisches Vollblut
verwendet werden. FUr optimale Ergebnisse sollte Blut
innerhalb von 2 Stunden verarbeitet werden.

SPEZIELL ERFORDERLICHE, ABER NICHT

MITGELIEFERTE MATERIALIEN:

Zentrifugenréhrchen zum Waschen mononukleérer Zellen.

Isotone phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) oder eine
balancierte Salzldsung.

Zentrifuge (Pendelbecherrotor) mit einer Kapazitdt von
100 bis 1000 x g, bei Aufrechterhaltung von 18-26 °C

HINWEISE:

1. Drei bis 6 ml vorverdinntes Blut kénnen mit Bestell-
Nr. A 6929 oder 15 bis 30 ml vorverdiinntem Blut mit
Bestell-Nummern A 7054 und A 0561 verwendet
werden. Das Blut kann direkt in der oberen Kammer des
ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 Réhrchens
verdiinnt werden. Das ist flir Proben mit einem
Hamatokritwert oberhalb des Normalwerts angebracht.

2. Die Entfernung groBer Mengen von HISTOPAQUE®-
1077 mit dem mononukledren Band erhéht die
Granulozytenkontamination durch briggebliebene
Granulozyten, die unter der Grenzflache verbleiben
kénnen (Tabelle ).

Die Entfernung groer Mengen von Uberstand mit dem
mononukledren Band kann die Kontaminierung durch
Plasmaproteine begiinstigen.

4. Die Verwendung anderer als der empfohlenen Volumina
von verdiinntem oder Vollblut kann zu einer verringerten
Erholung flihren.

5. Zur Entfernung aller kontaminierenden Thrombozyten
kann ein zweites Zentrifugieren ein einem 4 bis 20 %
Saccharose-Gradienten durchgeflihrt werden, der iber
HISTOPAQUE®-1077  geschichtet  wird. Der
Saccharose-Gradient isoliert die Thrombozyten
wirkungsvoll, wéhrend die mononukleéren Zellen in die
HISTOPAQUE®-1077 Schicht eindringen.

6. Wenn das ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077
nicht auf Raumtemperatur gebracht wird, kann dies zu
einer eingeschrénkten Erholung der mononukleéren
Zellen flhren.

7. Es kann gelegentlich vorkommen, dass wéhrend der
Zentrifugierung eine Fritte verrutscht. In einem solchen
Fall sollte nicht versucht werden, den Réhrcheninhalt
abzugieBen, um mononukleare Zellen zu sammeln. Die
Fritte sorgféltig mit einer sterilen Zange entfernen oder
mit einer Pipette kippen und dann die mononukledren
Zellen auffangen.

8. Der Verfahrensabschnitt dieser Packungsbeilage
beschreibt die Trennung von mononukleéren Zellen mit
isotoner phosphatgepufferter Kochsalzlésung als
Verdinnungs- und Waschfliissigkeit. In vielen Fallen
werden balancierte  Salzldsungen oder ein
Zellkulturmedium wie RPMI-1640, erganzt durch
fetales Rinderserum, bevorzugt.

9. Fir jeden Durchlauf wird die Verwendung eines
“normalen” Patienten als Kontrolle empfohlen.
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Zur Ableitung der Einstellung der Umdrehungszahl

Ihrer Zentrifuge kann ein Nomogramm verwendet werden.
Ermittlung der erforderlichen Umdrehungszahl fiir 1.000

oder 800 x g fiir die Verfahren Nr. A 6929 / A 7054 / A 0561.

1. Den Radius (cm) vom Zentrum der Zentrifugenspindel
zum Ende des Testrohrchentragers messen. Diesen
Wert auf der Skala A markieren.

2. Die relative Zentrifugalkraft (d.h. 1.000 oder 800) auf
der Skala B markieren.

3. Miteinem Lineal eine gerade Linie zwischen den Punkten
der Skala A und B ziehen und diese Linie zur Skala C
verlangern. Der abgelesene Wert auf der Skala C ist die
Einstellung der Umdrehungszahl fir die Zentrifuge.

VERFAHREN:

1. Die gewlnschte Anzahl Zentrifugenréhrchen auf

Raumtemperatur bringen. Vor Licht schiitzen. Falls sich

vor dem Gebrauch HISTOPAQUE®-1077 oberhalb der

“Fritte” befindet, 30 Sekunden mit 1000 x g bei

Raumtemperatur zentrifugieren.

Roéhrchen mit einem Etikett versehen.

3. 3,0 bis 6,0 ml frisches defibriniertes oder
antikoaguliertes Vollblut in die obere Kammer jedes
vorgefiillten ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-
1077 Rohrchens geben, Bestell-Nr. A 6929.

ODER

15,0 bis 30,0 ml frisches defibriniertes oder
antikaguliertes Vollblut in die obere Kammer jedes
vorgefiillten ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077
Réhrchens geben, Bestell-Nr. A 7054 oder A 0561.

4. Mit 1000 x g unter Aufrechterhaltung von 18-26 °C

10 Minuten zentrifugieren.

ODER

Mit 800 x g unter Aufrechterhaltung von 18-26 °C
15 Minuten zentrifugieren.

5. Nach dem Zentrifugieren die Plasmaschicht mit einer
Pasteur-Pipette sorgféltig bis 0,5 cm innerhalb der
opaken Grenzflache aspirieren, die mononukleére Zellen
enthalt. Die Plasmaschicht ordnungsgeman entsorgen.

6. Das mononukledre Band vorsichtig mit einer Pasteur-
Pipette in ein sauberes Zentrifugenréhrchen tbertragen.

n



7. Das mononukledre Band durch Hinzugabe von 10 ml
isotoner phosphatgepufferter Kochsalzlésung oder
ausgewogener Salzlésung waschen und durch
behutsames Aspirieren mit einer Pasteur-Pipette
resuspendieren. Mit 250 x g unter Aufrechterhaltung von
18-26 °C 10 Minuten zentrifugieren.

8. Schritt 7 zwei Mal wiederholen, das Zellpellet in 5 ml
isotoner PBS resuspendieren.

9. Das mononukleare Zellpellet in einem fur die
Anwendung bei diesen Zellen geeigneten Medium
resuspendieren.

LEISTUNGSMERKMALE

Erythrozyten und Granulozyten sollten am Boden des
ACCUSPIN™ Réhrchens ein Pellet bilden. Mononukleére
Zellen sollten an der Grenzfliche zwischen dem
HISTOPAQUE®-1077 und dem Plasma ein Band bilden.

Die Tabelle unten zeigt die Ergebnisse einer Analyse
des mononukledren Zellbands von gesunden menschlichen
Blutproben, die gleichzeitig mit dem ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077 und dem HISTOPAQUE®-1077
getrennt wurden.

TABELLE |

ACCUSPIN™
SYSTEM-
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Mittelwert + SD Mittelwert + SD

% Erholung’ 70,0 133 536 89
% Lebensfahigkeit? 98,0 1,1 950 27
% Lymphozyten® 87,6 4,3 89,8 35
% Monozyten® 9,1 3,8 83 30
% Granulozyten® 3,0 2,7 2,3 1,8
% Erythrozyten® 50 2,0 50 2,0
% Thrombozyten® <50 2,0 <50 20

1. Anhand der Z&hlkammermethode wund dem
Differenzialblutbild der Wrightfarbung bestimmt.

2. Anhand desTrypan-Blau-Ausschlusstests bestimmt.

3. Anhand des Differenzialblutbilds der Wrightfarbung

mononukleérer Fraktionen bestimmt.

Falls sich die beobachteten Ergebnisse von den
erwarteten Ergebnissen unterscheiden, bitte den
technischen Kundendienst von Sigma-Aldrich versténdigen.
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HISTOPAQUE ist ein eingetragenes Warenzeichen von
Sigma Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA.

Sigma-Aldrich, Inc. gewahrleistet, dass ihre Produkte mit den
Angaben in dieser und anderen Sigma-Aldrich-Publikationen
Ubereinstimmen. Der Anwender entscheidet selbst lber die
Eignung des Produkts fir den jeweiligen Einsatzzweck. Es
koénnen zusétzliche Geschaftsbedingungen gelten. Weitere
Informationen zu den Verkaufsbedingungen finden Sie auf
der Riickseite der Rechnung oder des Lieferscheins.
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