SIGMA-ALDRICH’
LEUKOCYTE SEPARATION

(Eljaras szama: 1119)

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich HISTOPAQUE® - 1119 és a
HISTOPAQUE?® - 1077 nem steril preparatumok, amelyek a
mononukledris sejtek és a granulocitak hisztolégiai vizsgalathoz
szlikséges izolalasara javalltak. A HISTOPAQUE® - 1119
reagensek in vitro diagnosztikai felhasznalasra javalltak. Ez
az anyag tovabbi filterezés nélkiil nem alkalmas szeparalt
sejtek tenyésztésére. A  sejttenyészet-specifikus
HISTOPAQUE® - 1119 nem javallt in vitro diagnosztikai célra.

Az erre a célra hasznalt oldatok egy poliszukrozt és egy
sugdr at nem eresztd koézeget tartalmaznak. A
HISTOPAQUE®-1077 egy olyan oldat, melynek s(irliségét
1,077-re allitottak be. Amikor a vért a HISTOPAQUE®-1077-re
rétegezik és centrifugdlis erének teszik ki, a mononuklearis
sejtek a plazma HISTOPAQUE® kéztifazisban maradnak, mig
az eritrocitdk és a granulocitdk az aljara gravitalnak.
Megvalésithaténak tlinne egy olyan rendszer megtervezése,
mely altal a mieloid sorozatu sejtek is begyujthetéek
lennének egy Iépéses eljarasban. A HISTOPAQUE®-1119-et
e ceélbdl fejlesztették ki és English és Andersen
megfigyelésein alapul.'

A Sigma-Aldrich eljaras szerint egy dupla gradiens
képzédik az egyenlé térfogati HISTOPAQUE®-1077
HISTOPAQUE®-1119 f8lé rétegzésével. Az egész vért
6vatosan a fels6 HISTOPAQUE®-1077 kbzegre rétegzik.
Ezutan a cséveket 700 x g-on 30 percig centrifugaljak. A
granulocita sorozat sejtiei az 1077/1119 interfazisban
talalhatok, mivel a limfocitdk, az egyéb mononukleéris
sejtek és vérlemezkék a plazma/1077 interfazisban vannak.

REAGENS

HISTOPAQUE®-1119, Katalégus szam: 1119-1
Poliszukréz, 6,0 g/dl és natrium-diatrizoat, 16,7 g/dl.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A HISTOPAQUE®-1119 hitészekrényben (2-8 °C)
tarolandé. Fénytdl védjék. A reagens cimkéjén feltiintették a
lejarati id6t.

MEGROMLAS:

A zavaros megjelenés a termék megromlasat jelzi.
ELOKESZITES:

A HISTOPAQUE®-1119 hasznalatra kész. Hasznalat
elétt 18-26 °C-ra melegitendo.

Ha a felhasznalasi cél a szeparalt sejteknél utolagos
tenyészetet jelent, akkor a HISTOPAQUE®-1119-t sterilen
kell filterezni a sejtek szeparaldsa elétt. Azoknal az
alkalmazasoknal, amelyek megkévetelik a sterilitast, a
HISTOPAQUE®-1119 sterilt filtert kell el6zetesen hasznalni.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel t6rténé munka soran a
szokasos ovintézkedéseket be kell tartani. Mivel human
szarmazasu anyagokkal érintkeznek, az 6sszes reagenst és
berendezést kezeljék potencionalisan bio-veszélyesként. A
hulladékot az 6sszes helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti
szabaly figyelembevételével kell megsemmisiteni. A friss
kockazati, veszély vagy biztonsagi informéaciék az
anyagbiztonségi adatlapban talalhatok.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockézati és biztonsagi mondatai

. A HISTOPAQUE®1077-1 és 1119-1 oldatok
ARTALMASAK. Belélegezve és bdrrel érintkezve
tulérzékenységet okozhat (szenzibilizacié)! Megfelelé
védéruhazatot kell viselni. Célszerv: Vér.

Az Eurépai Unié kockazati és biztonsagi mondatai

A HISTOPAQUE®1077-1 és 1119-1 oldatok ARTALMASAK.
Belélegezve és blrrel érintkezve tllérzékenységet okozhat
(szenzibilizacio)! A keletkezé g6zt nem szabad belélegezni.
Megfeleld védoruhdzatot és véddkesztylit kell viselni. Baleset
vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(ijtését az M29-A2. sz. NCCLS
dokumentum szerint végezni. Semmilyen ismert médszer nincs,
mely teliesen biztositia, hogy a vérmintdk vagy a szévet ne
terjesszen fertézést. Ezért, minden vér szarmazékot vagy
szOvetet lehetségesen fertézonek kell tekinteni.

A 6 ml vénas vért tartositészermentes heparinban
vagy EDTA-ban gyuijtsék.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK:

HISTOPAQUE®-1077, katalégus szam: 1077-1, poliszukréz,
5,7 g/dl, és natrium-diatrizoat, 9,0 g/dl.

700 x g generalasara képes centrifuga (forgé kosaras rotor)

Centrifuga csévek, 15 ml-es miianyag, kipos

MEGJEGYZESEK:

1. Ha a felhasznalasi cél a szeparalt sejteknél utdlagos
tenyészetet jelent, akkor a HISTOPAQUE®-1119-t sterilen
kell filterezni a sejtek szepardldsa el6tt. Azoknél az
alkalmazasoknal, amelyek megkovetelik a sterilitast, a
HISTOPAQUE®-1119 sterilt filtert kell elézetesen hasznalni.
A termék kizardlag ,in vitro” haszndlatra késziilt. A
HISTOPAQUE® haszndlataval izolalt sejteket nem szabad
in vivo” eljarasoknal hasznalni.

2. 50 ml-es centrifuga csévek hasznalhatok. Madositsak
a megallapitott eljarast, 12 ml HISTOPAQUE®-1077,
12 ml HISTOPAQUE®-1119 és 24 ml egész vagy
higitott vér hasznélataval.

3. Bizonyos okokbdl szilkség lehet a vér 1:2 vagy 1:4
aranyu higitasara az abszollt sejtszam fliggvényében. A
gradiens tulterhelésének lehetésége fennall.

4. Keruljék a puderezett kesztylk haszndlatat. A kesztyu
puder aktivalia a monocitadkat és alacsonyabb
kitermelést okoz.

5. Kerlljék a polisztirol féle nagy koété muanyagok
haszndlatat. A polisztirol a centrifuga csé falahoz
kotheti a sejteket.

6. A gradienst kdzvetlenll hasznalat el6tt készitsék el. A
gradiens elére elkészitése difflzid el6fordulasat teszi
lehetévé és alacsony sejt visszanyerést eredményez.

7. A HISTOPAQUE®-1119 alarétegzése szintén
elfogadhaté gradienst produkal.

8. Egyéb antikoaguldnsok hasznalhaték, azonban az
antikoagulans kivalasztasa befolydsolhatja a sejt
visszanyerést. A vér Oregedésével a sejt visszanyerés
csokken.

9. Jelen kiadvany eljarasi része izoton foszfat pufferelt
séoldat haszndlatat alkalmazza oldészerként és
mosdfolyadékként. Egyéb reagensek (pl. magzati
szarvasmarha szérummal kiegészitett RPMI 1640
sejtkdzeg) is hasznalhatok.

10. A leirt eljards 6 ml egész vér sejt izolalasara javallt. A
térfogatok szlikség szerint névelheték vagy csokkenthetok.

11. A ,normdl” beteg hasznalata javasolt kontrollként
minden vizsgalatnal.

NOMOGRAM A RELATIV CENTRIFUGALIS EROK
MEGHATAROZASAHOZ:
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Nomogram hasznalhat6 a centrifuga fordulatszdmanak
beéllitdsahoz.

Hogyan vezessék be a 700 x g -hoz szlkséges
fordulatszamot az 1119. sz. eljaras soran.

1. Mérjék meg a centrifuga orséjanak kdzéppontjatél a
vizsgalati cs6 tartéjanak végéig a sugarat (cm)! Jeldljék
ezt az értéket az A skalan.

2. Jeldliék a relativ centrifugdlis erét (pl. 700) a B skalan.

3. \Vonalzéval hlizzanak egyenes vonalat az A és B
oszlopon lévé pontok kdzé, keresztezve a C oszlopot.
A C oszlopon leolvashatd érték a centrifuga
fordulatszam bedllitasa.

ELJARAS:

1. Tegyenek 3 ml HISTOPAQUE®-1119-t egy 15 ml-es
kupos centrifuga csébe.

Ovatosan rétegezzenek 3 ml HISTOPAQUE®-1077-t a
HISTOPAQUE®-1119-re.

3. Ovatosan rétegezzenek 6 ml egész vért a cs6, 2.
1épésbdl szarmazo felsé gradiensére.
4. Centrifugéljgk 700 x g-n 30 percig szobah6mérsékleten

(1826 °C). Alacsonyabb hémérsékleten (pl: 4 °C)
a centrifugalas sejt Osszetapadast és gyenge
visszanyerést eredményezhet.

1-HU

MEGJEGYZES: A 700 x g generalasahoz szikséges
fordulatszdm a kiadvanyban talalhaté nomogrammal
kiszamithato.

5. Ovatosan vegyék ki a centrifuga csoveket. Két
kuldnbozo atlatszatlan réteget kell megfigyelni (A és B
réteg az alabbi dbran).

6. Szivjék le és semmisitsék meg az A réteg 0,5 cm-t.
Vigyék &t a sejteket ebbdl a réteghdl a
»mononuklearis™ként megjeldlt csébe.
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7. Szividk le és semmisitsék meg a B réteg 0,5 cm-n

maradd folyadékot. Vigyék &t a sejteket ebbdl a

rétegbdl a ,granulocitak®-ként megjeldlt csébe.

Mossak a sejteket 10 ml izotdnos foszfat pufferelt

s6oldattal a csévekben. Centrifugéljak 10 percig 200 x g-n.

Tavolitsék el a szupernatanst és semmisitsék meg.

9. Flggesszék vissza a sejteket dvatosan szivva
Pasteur pipettaval.

10. Ismételjék meg a 8. és 9. |épéseket kétszer.

11. Figgesszék vissza a sejteket megfeleld térfogatu
izotonias foszfat pufferelt sboldatban.

Ezen a ponton sokféle vizsgalat elvégezhets. Az
eljarasokat egyéni megfontolas alapjan valasztjak ki.

©

TELJESITMENYJELLEMZOK

Az eritrocitak gémbdcskéket kell, hogy képezzenek a
centrifuga csé aljan. A granulocitdk savokat kell, hogy
képezzenek a HISTOPAQUE®-1119 és a HISTOPAQUE®-1077
kozotti hatérfellileten. A mononukledris sejtek savokat alkotnak a
HISTOPAQUE®-1077 és a plazma hatarfellilete kdzott.

Ha a medfigyelt eredmények eltérnek a vart
eredményektdl, kérjlk, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma-
Aldrich miiszaki szolgalataval.

IRODALOMJEGYZEK
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A HISTOPAQUE a Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, MO USA
bejegyzett védjegye.

A Sigma-Aldrich, Inc. garantélja, hogy termékei megfelelnek
az ebben és egyéb Sigma-Aldrich publikaciokban megjelent
informaciéknak. A vevé kételes meghatarozni, hogy az adott
felhasznélasra megfelel-e (megfeleinek-e) a termék(ek).
Tovabbi kikétések és feltételek alkalmazhatdk. Kérjik
megnézni a szamla vagy csomagoléanyag hatsé oldalat az
arusitas tovabbi kikotései és feltételei véget.
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Megrendelés: 800-325-3010 vagy hivjak
314-771-5750
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