SIGMA-ALDRICH’
LEUKOCYTSEPARERING

(Procedurnummer 1119)

AVSEDD ANVANDNING

Sigma-Aldrich HISTOPAQUE®-1119 och HISTOPAQUE®-
1077 &r en icke steril beredning som &r avsedd for isolering av
mononukledra celler och granulocyter for histologisk
undersdkning. HISTOPAQUE®-1119 reagenser ar avsedda for
"in vitro-diagnostik”. Utan ytterligare filtrering &r detta
material inte 1ampligt fér odling av separerade celler. Nar
det géller cellodling & HISTOPAQUE®-1119 inte avsedd for
in vitro-diagnostiska syften.

De Iosningar som anvands for detta &ndamal bestér av
en polysackaros och ett radiopakt medium. HISTOPAQUE®-
1077 ar en sédan l6sning, justerad till en densitet pa 1,077.
Nar blod skiktas p4 HISTOPAQUE®-1077 och utsatts for
centrifugalkrafter, kvarhalls mononukleara celler i plasma
HISTOPAQUE®-interfasen, medan erytrocyter och
granulocyter graviterar till botten. Det borde vara méjligt att
uppfinna ett system dar celler i myeloidserierna aven skulle
kunna skérdas med anvéndning av en procedur i ett steg.
HISTOPAQUE®-1119 utvecklades i detta syfte och ar
baserad pa observationer av English och Andersen.’

Enligt Sigma-Aldrichproceduren bildas en dubbel
gradient genom att skikta en lika volym HISTOPAQUE®-1077
6ver HISTOPAQUE®-1119. Helblod skiktas varsamt pa det
6vre HISTOPAQUE®-1077-mediet. Roren centrifugeras sedan
vid 700 x g i 30 minuter. Celler i granulocytserierna finns i
1077/1119-interfasen medan lymfocyter, andra mononukleéra
celler och trombocyter finns i plasma/1077-interfasen.

REAGENS

HISTOPAQUE®-1119, katalognummer 1119-1
Polysackaros, 6,0 g/dl och natriumdiatrizoat, 16,7 g/dl.

FORVARING OCH STABILITET:
Férvara HISTOPAQUE®-1119 i kylskdp (2-8°C).
Skydda mot ljus. Reagensens etikett visar utgangsdatum.

FORSAMRING:
Ett grumligt utseende anger férs&mring av produkten.

BEREDNING:

HISTOPAQUE®-1119 &r bruksfardig. Varm till 18-26°C
fore anvéndning.

Om de separerade cellerna &ven ska anvéndas for
odling maste HISTOPAQUE®-1119 sterilfiltreras innan
separeringen. For program dar det krévs sterilfiltrering
maste HISTOPAQUE®-1119 anvandas fore.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala férsiktighetsatgarder vid hantering av
laboratoriereagenser ska iakttas. Vid kontakt med
substanser av humant ursprung, behandla alla reagenser
och utrustning som en potentiell biorisk. Kassera avfall
enligt lokala lagar och bestdmmelser. Se Faktablad om
materialsékerhet for uppdaterad information om risker, faror
eller sékerhet.

Amerikanska risk- och sékerhetsbestdmmelser
HISTOPAQUE®-I6sningar 1077-1 och 1119-1 &r

FARLIGA. Kan orsaka sensibilisering vid inandning och

hudkontakt. Anvand lI&ampliga skyddsklader. Malorgan: Blod.

Risk- och sékerhetsbestémmelser enligt EU

HISTOPAQUE®-I6sningar 1077-1 och 1119-1 a&r
FARLIGA. Kan orsaka sensibilisering vid inandning och
hudkontakt. Undvik inandning av angor. Anvéand lampliga
skyddskldder och skyddshandskar. Vid olycksfall,
ilamaende eller annan paverkan, kontakta omedelbart
l&kare. Visa om mdjligt etiketten.

PROCEDUR

PROVTAGNING:

Provtagning bor utféras i enlighet med NCCLS
dokument M29-A2. Ingen kénd testmetod ger fullstdndig
garanti for att blodprov eller vavnad inte dverfor infektion.
Alla blodderivat eller vavnadsprov bdr darfér anses vara
potentiellt smittsamma.

Insamla 6 ml vendst blod i heparin eller EDTA som &r
fritt frdn konserveringsmedel.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE

MEDFOLJER:

HISTOPAQUE®-1077, katalognummer 1077-1, polysackaros,
5,7 g/dl, och natriumdiatrizoat, 9,0 g/dI.

Centrifug (med svangrotor) som kan generera 700 x g

Centrifugrdr, 15 ml, av plast, koniska

ANMARKNINGAR

Om de separerade cellerna aven ska anvandas for
odling maste HISTOPAQUE®-1119 sterilfiltreras
innan separeringen. For program dar det krdvs
sterilfiltrering maste HISTOPAQUE®-1119 anvéndas
fore. Denna produkt &r endast till for in vitro-
anvéndning. Celler som isolerats med HISTOPAQUE®
ska inte anvéndas i in vivo-procedurer.

2. 50 ml centrifugrér kan anvandas. Andra den angivna
proceduren genom att anvanda 12 ml HISTOPAQUE®-
1077, 12 ml HISTOPAQUE®-1119 och 24 ml helblod
eller utspatt blod.

3. Ibland kan det vara nédvéndigt att spada blod 1:2 eller
1:4, beroende pa absolut cellantal. Det finns en risk att
gradienten éverbelastas.

4. Undvik att anvanda pudrade handskar. Handskpuder
aktiverar monocyter och orsakar lagre avkastning.

5. Undvik att anvénda plaster med hég bindning, som
t.ex. polystyren. Polystyren kan binda celler till
centrifugrérets véaggar.

6. Bered gradienten omedelbart fére anvandning.
Beredning av gradienterna i férvag gér att diffusion kan
forekomma och resultera i dalig cellaterhdmtning.

7. Underlagg med HISTOPAQUE®-1119 ger ocksa en
acceptabel gradient.

8. Andra antikoagulanter kan anvandas, valet av
antikoagulant kan emellertid paverka cellaterhamtning.
Cellaterhamtningen minskar nar blod aldras.

9. Proceduravsnittet i detta produktblad anvénder
isotonfosfatbuffrad saltldsning som spadningsmedel
och tvéttvatska. Andra reagenser, som t.ex.
cellmedium RPMI 1640, kompletterat med fetalt
bovinserum, kan anvéandas.

10. Den beskrivna proceduren ar avsedd for isolering av
celler fran 6 ml helblod. Volymer kan Okas eller
minskas efter behov.

11.  Anvéandningen av ett prov fran en “normal” patient
rekommenderas som en kontroll fér varje kérning.

NOMOGRAM FOR BESTAMNING AV RELATIV
CENTRIFUGALKRAFT:
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Ett nomogram anvdnds fér att bestdmma
varvtalsinstéliningen for centrifugen.
S& hér faststélls det varvtal som krévs for att erhalla
700 x g for procedurnummer 1119.
Mat radien (cm) fran centrifugaxelns mitt till
provrérshéllarens ande. Markera detta vérde pa skala A.
2. Markera den relativa centrifugalkraften (t ex 700) pa
skala B.
3. Dra med hjélp av en linjal en rét linje mellan punkterna
pé kolumn A och B och vidare sa att den korsar kolumn
C. Avléasningen pa kolumn C &r varvtalsinstaliningen
for centrifugen.

PROCEDUR:
1. Tillsatt 3 ml HISTOPAQUE®-1119 till ett 15 ml koniskt
centrifugror.

2. Skikta varsamt 3 ml HISTOPAQUE®-1077 pa
HISTOPAQUE®-1119.

3. Skikta varsamt 6 ml helblod pa rorets 6vre gradient
fran steg 2.

4. Centrifugera vid 700 x g i 30 minuter vid
rumstemperatur (18-26°C). Centrifugering vid lagre
temperaturer, som t.ex. 4°C, kan resultera i
cellklumpning och dalig &terhamtning.

1-SE

OBS: Det varvtal som krévs fér att generera 700 x g
kan  berdknas med anvandning av
nomogrammet i detta produktblad.

5. Aviagsna forsiktigt centrifugroren. Tva tydliga, ogenomskinliga

skikt bér synas (skikt A och B i figuren nedan)

6. Aspirera vatska till inom 0,5 cm av skikt A och

kassera. Overfor celler fran detta skikt till ett rér som
markts “mononuklear”.
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|_ C - erytrocyter

7. Aspirera aterstdende vétska till inom 0,5 cm av skikt B
och kassera. Overfor celler fran detta skikt till ett ror
som mérkts “granulocyter”.

8. Tvatta cellerna genom tillsats av 10 ml
isotonfosfatbuffrad saltldsning till réren. Centrifugera
10 minuter vid 200 x g. Avlagsna supernatanten
och kassera.

9. Resuspendera cellerna genom varsam aspirering
med en Pasteur-pipett.

10.  Upprepa steg 8 och 9 tva ganger.
11. Resuspendera cellerna i
isotonfosfatbuffrad saltlésning.

lamplig  volym

Vid denna tidpunkt kan en mangd olika analyser
utféras. Procedurerna valjs enligt personliga 6nskemal.

PRESTANDAEGENSKAPER

Erytrocyter bér pelletera till botten av centrifugréret.
Granulocyter bér bilda band i interfasen mellan
HISTOPAQUE®-1119 och HISTOPAQUE®-1077.
Mononukleédra celler bér bilda band i interfasen mellan
HISTOPAQUE®-1077 och plasman

Om observerade resultat skilier sig fran forvantade
resultat, kontakta Sigma-Aldrich tekniska service for assistans.
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HISTOPAQUE é&r ett registrerat varumarke som tillhér
Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO USA

Sigma-Aldrich, Inc. garanterar att deras produkter
Overensstdmmer med informationen i denna och andra
Sigma-Aldrich-publikationer. Kunden maste avgoéra
produktens (produkternas) lamplighet fér deras speciella
anvéndning. Ytterligare villkor kan gélla. Se baksidan av
fakturan eller packsedeln for ytterligare férsaljningsvillkor.
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