SIGMA-ALDRICH’

ACCUSPIN™ TUBES
(Eljaras szama: AST-1)

Az Eurdpai Unié kockazati és biztonsagi mondatai

A HISTOPAQUE®-1077-1 oldatok ARTALMASAK.
Belélegezve és bdrrel érintkezve tulérzékenységet okozhat
(szenzibilizacid)! A keletkezd g6zt nem szabad belélegezni
Megfelel6 védéruhdzatot és védbkesztylit kell viselni.
Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

FELHASZNALASI JAVALLAT

ELJARAS

A Sigma-Aldrich ACCUSPIN™ Tubes limfocitak és
egyéb mononuklearis sejtek izolaldsara hasznalhaté. Az
ACCUSPIN™ Tubes in vitro diagnosztikai felhasznélasra
javallt.

A limfocitak és egyéb mononukledris sejtek (MNC)
egész vérb6l és csontvel6bdl HISTOPAQUE®-1077-tel
torténd kivalasztasa az elészér Boyum' dltal 1968-ban
leirt modszeren alapul. A szétvalaszté kozeg, a
HISTOPAQUE®-1077, egy nagy molekulasulyu poliszacharid
és natrium-diatrizoat, egy jédozott nem-ionos vegyulet vizes
oldata, melynek s(r(iségét 1,077+ 0,001-re allitottak be.

Az ACCUSPIN™ Tube-t specidlis két fulkésre
tervezték, melyeket egy porézus, nagy sdrliségi polietilén
valaszfallal (“Uvegkeverék”) valasztottak kulén. Az
ACCUSPIN™ Tube-hoz tovabbi HISTOPAQUE®-1077-t
adva, egy révid centrifugalas athelyezi a HISTOPAQUE® -t
az lvegkeverék ala. Tovabbi centrifugalaskor az egész vér
leszall az “Uvegkeveréken” keresztll és érintkezik a
HISTOPAQUE®-1077-tel. A nagyobb s(irliségli elemek a
HISTOPAQUE®-1077 térfogatat &thelyezi az “livegkeverék”
folé a vér dsszetevbinek tiszta szétvalasztasat eredményezve.
Az eritrocitdk aggregalddnak, a granulocitdk pedig enyhén
hiperténidsak lesznek névelve az Ulepedési aranyt és az
ACCUSPIN™ Tube aljan szemcséket eredményezve. A
limfocitdk és egyéb mononukledris sejtek (pl. monocitak) a
plazma-HISTOPAQUE®-1077 hatarfeliletben maradnak. A
mononukledris sejtek ilyen sirli sévja a felsé flilke tartalmanak
ledbntésével vagy pipettaval Osszegyljthets. Az eritrocita
szennyez6dés a flilkék kozotti valaszfallal kerilendd el.
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ACCUSPIN™ TUBES*
Nagy surliségl polietilén valaszfallal (“Uvegkeverék”)
szerelt polipropilén csévek.

SUGARZASSAL STERILIZALT, Katalogus szam:
A 1805 és A 2055

NEM STERIL, Katalégus szam: A 1930

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

Az ACCUSPIN™  Tubes szobah6mérsékleten
(18-26 °C) tarolandé. Ha a sugéarzassal sterilizalt cs6
(katalogus szam: A1805/A2055) integritasat megsértették
(pl. repedt vagy laza kupak), a sterilitds nem garantalt.
ELOKESZITES:

Az ACCUSPIN™ Tubes hasznélatra kész.
OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel térténé munka soran a
szokasos dvintézkedéseket 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 informaciok
az anyagbiztonsagi adatlapban talalhatok.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockézati és biztonsagi
mondatai

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

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begydjtését az M29-A2. sz. NCCLS
dokumentum szerint végezni. Semmilyen ismert modszer
nincs, mely teliesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szévet
ne terjesszen fert6zést. Ezért, minden vér szarmazékot vagy
szovetet lehetségesen fert6zének kell tekinteni.

Defibrinalt vagy antikoagulalt friss egész vér hasznalhato.
A legjobb eredmények érdekében, a vért 2 dran belil fel kell
dolgozni. Heparin vagy EDTA hasznalhaté antikoagulansként.
Az antikoagulans legyen tartésitészer-mentes.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS

ANYAGOK

HISTOPAQUE®-1077, katalégus szam: 1077-1

250-800 x g generéalaséra és 18-26 °C fenntartaséra képes
centrifuga (forgé kosaras rotor)

MEGJEGYZESEK:

1. Ha a felhasznalasi cél a szeparalt sejteknél utélagos
tenyészetet jelent, akkor a HISTOPAQUE®-1077-t sterilen
kell filterezni a sejtek szeparalasa el6tt. Azoknal az
alkalmazasoknal, amelyek megkévetelik a sterilitast, a
HISTOPAQUE®-1077 sterilt filtert kell el6zetesen
haszndlni. A termék kizarélag ,,in vitro” hasznalatra
késziilt. A HISTOPAQUE® hasznalataval izolalt sejteket
nem szabad ,,in vivo” eljarasoknal hasznalni.

2. Fontos az AST-1. sz. eljarashoz a 800 x g eléréséhez
szlikséges fordulatszdmot a centrifugan bedllitani. A
kovetkez6 nomogram hasznélhaté a fordulatszam
beallitashoz.

a. Meériék meg a centrifuga orséjanak kézéppontjatdl a
vizsgalati cs6 tartéjanak végéig a sugarat (cm)! Jeldljék
ezt az értéket a nomogram A skalajan (2. oldal).

b. Jeldljék a relativ centrifugdlis erét (pl. 800)
a B skalan.

c. Vonalzéval huzzanak egyenes vonalat az A és
B oszlopon lév6 pontok kozé, keresztezve a
C oszlopot. A C oszlopon leolvashaté érték a
centrifuga fordulatszam beallitasa.

3. Bizonyos okokbol szilkség lehet a vér 1:2 vagy 1:4
aranyu higitdsara az abszolut sejtszam flggvényében.
A gradiens tulterhelésének lehet6sége fennall.

4. Keriiljék a puderezett kesztylk hasznalatat. A keszty(
puder aktivdlia a monocitdkat és alacsonyabb
kitermelést okoz.

5. Egyéb antikoagulansok hasznalhatok, azonban az
antikoagulans kivalasztdsa befolydsolhatja a sejt
visszanyerést. A vér kordnak ndvekedésével a sejt
visszanyerések csokkennek.

6. A kiadvany eljarasi része lefrja a mononuklearis sejtek
szétvalasztasat foszfat pufferelt séoldatot hasznalva
oldészerként és mosdfolyadékként. Sok esetben, az
egyensulyban lévé séoldatok (pl. Hank féle) vagy a
magzati szarvasmarha szérummal kiegészitett
sejtkultura kdzeg (pl. RPMI 1640) javasoltak.

7. Higftott vér, 3-6 ml vagy 15-30 ml, hasznalhato6. A vér
kozvetlendl higithaté az ACCUSPIN™ Tubes (katalogus
szam: A1805 vagy A1930/A2055) fels6 fllkéjében. Ez
megfelel a normal feletti hematokritos mintakhoz.

8. A HISTOPAQUE®-1077 felesleges mennyiségének
eltavolitdsa a mononuklearis savval ndveli a granulocita
szennyez6dést a maradék granulocitaktél, mely a
mononuklearis hatérfeliletnél marad.

9. A szupernatans felesleges  mennyiségének
mononukledris savval torténd eltavolitasa el6segitheti a
plazma proteinek szennyez&dését.

10. A javasolttdl eltérd higitott vagy egész vér térfogatainak
hasznélata csékkentheti a visszanyerést.

11. Az bsszes szennyez§ vérlemezke eltavolitasdhoz a
HISTOPAQUE®-1077 folé rétegezett 4-20 % szukréz
gradiensben valé méasodik centrifugdlast lehet
végrehajtani. A szukroz gradiens hatékonyan izoldlja a
vérlemezkéket, mig a mononukledris sejtek athatolnak
a HISTOPAQUE®-1077 rétegen.

12. Ha a HISTOPAQUE®-1077 nem szobahémérsékletd,
akkor korlatozott mononuklearis sejt visszanyerés lehet.

13. Centrifugalas sordn az ideiglenes Uvegkeverék
kiszabadulhat. Ha ez t6rténik, ne probaljak a cs6 tartalmat
lednteni a mononukledris sejtek 6sszegyljtéséhez.
Helyette, évatosan tavolitsdk el az Uvegkeveréket steril
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csipesszel vagy billentsék meg az (vegkeveréket egy
pipettaval, majd gy(ijtsék 6ssze a mononuklearis sejteket.

14. A “normdl” beteg hasznalata javasolt kontrollként
minden vizsgélatnal.

NOMOGRAM A RELATIV CENTRIFUGALIS EROK
MEGHATAROZASAHOZ:
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ELJARAS:
1. Melegitsék a HISTOPAQUE®-1077-t szobahSmérséklettire.
Fénytdl védjék.

2. a. Pipettazzanak 3,0 ml HISTOPAQUE®-1077-t az
ACCUSPIN™  Tube (katalégus szam:
A 1680 vagy A 1805) felsé flilkéjébe.

VAGY

b. Pipettdzzanak 15,0 ml HISTOPAQUE®-1077-t az
ACCUSPIN™ Tube (katalogus szam: A 1930 vagy
A 2055) felsé flilkéjébe.

3. Centrifugdligk 800 x g-n 30 masodpercig
szobahémérsékleten. A HISTOPAQUE®-1077 most az
“Uvegkeverék” alatti fllkében van.

4. a. Szabadon ontsenek 3,0-6,0 ml friss defibrinalt
vagy antikoagulalt egész vért mindegyik
ACCUSPIN™ Tube felsd fllkéjébe (kataléogus
szam: A1805).

VAGY

b. Szabadon 6ntsenek 15,0-30,0 ml friss defibrinalt
vagy antikoagulalt egész vért mindegyik
ACCUSPIN™ Tube felsé fulkéjébe (katalédgus
szam: A1930 vagy A2055).

5. Centrifugdljak 800 x g-n 18-26 °C-on 15 percig.

6. Centrifugalds utan ovatosan szivjak le Pasteur
pipettaval a plazma réteget a mononuklearis sejteket
tartalmaz6 atlatszatlan hatarfelilet 0,5 cm-ig.
Megfelel6en semmisitsék meg a plazma réteget.

7. Ovatos vigyék at a mononukledris savot egy Pasteur
pipettaval egy tiszta centrifuga csébe.

8. Mossak a mononukleéris savot 10 ml izotonias PBS
vagy egyensulyban lévd sooldat hozzaadasaval és
fliggesszék vissza a sejteket évatosan szivva Pasteur
pipettaval. Centrifugdlijdk 250 x g-n 18-26 °C-on 10
percig.

9. Ismételjék meg a 8. lépést kétszer, a szemcsét Ujra
lebegtetve 5 ml izoténias PBS-sel.

10. Lebegtessék Ujra a mononukledris szemcsét megfeleld

kdzegben a sejtek alkalmazasan alapulva.

TELJESITMENYJELLEMZOK

Az eritrocitak és granulocitdk gdmbdcskéket kell, hogy
képezzenek az ACCUSPIN™ csé aljan. A mononukledris
sejtek sévokat alkotnak a HISTOPAQUE®-1077 és a plazma
hatarfeliilete kozott.




Az alabbi adatok mutatjak az egészséges vérmintakbol
a mononukledris sejtsavok elemzésének eredményeit,
melyeket HISTOPAQUE®-1077-tel izolaltak (1) ACCUSPIN™
Tubes-ban és (2) szokasos centrifuga csdvekben. A
levalasztasok parhuzamosan torténtek. A visszanyerést (%)
hemacitométerrel és Wright festés differencial szamitassal
hataroztak meg. Az életképességet (%) trypan kék festék
kirekesztéses vizsgdlattal hataroztdk meg. A vér
Osszeteviket (%) a mononukledris sejt frakcid Wright festés
differencial szamitasaval hataroztak meg.

ACCUSPIN™ Standard
Tube Centrifuga cs6
+SD +SD
(standard (standard
Atlag széras) Atlag  szoras)
Visszanyerés 70,0 13,3 53,6 8,9
Eletképesség 98,0 1,1 95,0 2,7
Limfocitak 87,6 43 89,8 3,5
Monocitak 9,1 3,8 8,3 3,0
Granulocitak 3,0 2,7 2,3 1,8
Eritrocitak 5,0 2,0 5,0 2,0
Vérlemezkék <5,0 2,0 <5,0 2,0

Ha a medfigyelt eredmények eltérnek a vart
eredményektdl, kérjlik, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma-
Aldrich m(iszaki szolgalataval.
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SIGMA-ALDRICH, INC.

Az ACCUSPIN a Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO USA
védjegye a HISTOPAQUE pedig a bejegyzett védjegye.

Sigma-Aldrich, Inc. garantdlja, hogy termékei
megfeleinek az ebben és egyéb Sigma-Aldrich
publikaciokban megjelent informacioknak. A vevd kételes
meghatarozni, hogy az adott felhasznalasra megfelel-e
(megfelelnek-e) a termék(ek). Tovabbi kikdtések és feltételek
alkalmazhatok. Kérjilk megnézni a szamla vagy
csomagoléanyag hatsé oldalat az arusitas tovabbi kikdtései
és feltételei véget.

Eljaras szama: AST-1
Korabbi felllvizsgalat: 2003-09
Atdolgozva: 2009-11

c E AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
E Egham, TW20 9BD Egyesiilt Kiralysag

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Muszaki szolgalat: 800-325-0250 vagy hivjak 314-771-3122

vagy e-mail: clintech@sial.com

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

Megrendelés: 800-325-3010 vagy hivjak: 314-771-5750

www.sigma-aldrich.com
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