SIGMA-ALDRICH’

ACCUSPIN™
SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077
(Procedurnummer A 6929 / A 7054 / A 0561)

AVSEDD ANVANDNING

Sigma-Aldrich ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-
1077 &r avsett fér anvandning for isolering av lymfocyter
och andra mononukledra celler. ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077 reagenser &r avsedda fér “in vitro-
diagnostik”.

Separation av lymfocyter och andra mononukledra
celler (MNC) fran helblod och benmérg med anvéndning av
HISTOPAQUE®-1077 ar baserat pad en metod som férst
beskrevs av Boyum' 1968. Separationsmediet,
HISTOPAQUE®-1077, ar en vattenhaltig 16sning av en
polysackarid och ett natriumdiatrizoat med hdg molekylvikt,
en jodiserad nonjonaktiv férening, justerad till en densitet
pa 1,077 + 0,001.

ACCUSPIN™.-roret &ar speciellt utformat med tva
kammare, skilda at av en pords, polyetylenbarriar med hég
densitet (“fritta”). Antikoagulerat helblod kan tillsattas rérets
6vre kammare utan risk fér blandning med HISTOPAQUE®-
1077 i den nedre kammaren under frittan. Vid centrifugering
sjunker helblodet genom “frittan” och kommer i kontakt med
HISTOPAQUE®-1077. Amnena med hégre densitet forflyttar
en volym HISTOPAQUE®-1077 &ver “frittan”, vilket ger en
tydlig separation av blodkomponenterna. Erytrocytaggregatet
och granulocyterna blir n&got hypertona, varvid deras
sedimenteringshastighet okar, vilket resulterar i pelletering
pa botten av ACCUSPIN™-réret. Lymfocyter och andra
mononukleédra celler, dvs. monocyter, forblir i plasma-
HISTOPAQUE®-1077-interfasen. Detta tata band av
mononukleéra celler kan uppsamlas genom att hélla av
innehallet i den dvre kammaren eller med hjélp av en pipett.
Erytrocytkontamination undviks tack vare barridren mellan
kamrarna.
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ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

REAGENS

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077,
katalognummer A 6929, A 7054 och A 0561

Ett stralsteriliserat polypropylenrér, forsett med en
polyetylenbarridr med hog densitet (“fritta”), aseptiskt fylit
med HISTOPAQUE®-1077.

HISTOPAQUE®-1077, polysackaros, 5,7 g/dl och
natriumdiatrizoat, 9,0 g/dl. Aseptiskt filtrerat. Densitet 1,077
vid 25 °C.

FORVARING OCH STABILITET:

Forvaras i kylskap (2-8 °C). Skydda mot ljus.
Forpackningens etikett visar utgangsdatum.
FORSAMRING:

Ett grumligt utseende anger férsémring av produkten.
BEREDNING:

ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077 reagenser
&r bruksfardiga. Varm till 18-26 °C fére anvandning.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala forsiktighetsatgarder 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
materialsakerhet for uppdaterad information om risker, faror
eller sékerhet.

Amerikanska risk- och sékerhetsbestdmmelser

HISTOPAQUE®-1077-1 lésningar ar FARLIGA. Kan
orsaka sensibilisering vid inandning och hudkontakt. Anvénd
lampliga skyddsklader. Mélorgan: Blod.

Risk- och sékerhetsbestdmmelser enligt EU

HISTOPAQUE®-1077-1 I6sningar & FARLIGA. Kan orsaka
sensibilisering vid inandning och hudkontakt. Undvik inandning
av angor. Anvand lampliga skyddsklader och skyddshandskar.
Vid olycksfall, illamaende eller annan paverkan, kontakta
omedelbart l&kare. Visa om mdjligt etiketten.

PROCEDUR

PROVTAGNING:

Provtagningen boér utféras i enlighet med NCCLS
dokument M29-A2. Ingen kénd testmetod ger fullstdndig
garanti for att blodprov eller vavnad inte éverfdr infektion. Alla
blodderivat eller vavnadsprov bér darfér anses vara
potentiellt smittsamma.

Defibrinerat eller antikoagulerat (EDTA eller heparin
utan konserveringsmedel) farskt helblod kan anvéndas. Fér
bésta resultat bér blodet behandlas inom 2 timmar.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE

MEDFOLJER:

Centrifugrdr for tvattning av mononukleéra celler.

Isotonfosfatbuffrad saltiésning (PBS) eller balanserad
saltiésning

Centrifug (med svéangrotor) som kan generera 100 till
1000 x g och bibehalla 18-26 °C

ANMARKNINGAR:

1. Tre til 6 ml férutspatt blod kan anvidndas med
katalognummer A 6929 eller 15 till 30 ml férutspatt blod med
katalognummer A 7054 och A 0561. Blod kan utspadas
direkt i den 6vre kammaren i ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077-rdret. Detta rekommenderas fér prov
med hematokriter 6ver normala vérden.

2. Avlagsnande av 6verflédiga mangder HISTOPAQUE®-
1077 med det mononukledra bandet &kar
granulocytkontaminationen fran resterande
granulocyter, som kan finnas kvar i den mononukleara
interfasen (tabell I).

3. Avlagsnande av 6verflédiga méngder supernatant med
det mononukleéra bandet kan frdmja kontamination av
plasmaproteiner.

4. Anvandning av andra volymer av férutspéatt blod eller
helblod dn de som rekommenderats, kan resultera i
minskad aterhamtning.

5. For att avlagsna alla kontaminerande trombocyter kan
en andra centrifugering i 4 till 20% sackarosgradient,
skiktad  o6ver HISTOPAQUE®-1077,  utféras.
Sackarosgradienten kommer effektivt att isolera
trombocyterna medan de mononukledra cellerna
penetrerar till HISTOPAQUE®-1077-lagret.

6. Underlatenhet att varma ACCUSPIN System-
HISTOPAQUE®-1077 till rumstemperatur kan innebara
begrénsad aterhamtning av mononukleara celler.

7. Frittan kan ibland kan rubbas under centrifugeringen.
Om detta intréaffar, forsok inte halla av rorets innehall for
att samla upp mononukleéra celler. Avlagsna i stéllet
forsiktigt frittan med steriliserad tang eller vicka pa
frittan med en pipett och samla sedan upp de
mononukleéra cellerna.

8. Proceduravsnittet i detta produktblad beskriver
separation av mononukledra celler med anvandning av
fosfatbuffrad saltldsning som spadningsmedel och
tvattvatska. Under manga forhallanden foredras
balanserade saltiésningar eller cellkulturmedium, som
t.ex. RPMI-1640, kompletterat med fetalt bovinserum.

9. Anvandningen av en “normal” patient rekommenderas
som en kontroll fér varje kérning.

NOMOGRAM FOR BESTAMNING AV RELATIV
CENTRIFUGALKRAFT:
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Ett nomogram anvands for att bestdmma
varvtalsinstallningen for centrifugen.

S& har faststélls det varvtal som kravs for att erhalla
1000 eller 800 x g for procedurnummer A 6929 / A 7054 /
A 0561.

1. Mat radien (cm) fran centrifugaxelns mitt fill
provrdrshallarens ande. Markera detta varde pa skala

A.

2. Markera den relativa centrifugalkraften (t.ex. 1000 eller

800) pa skala B.

3. Dra med hjélp av en linjal en rét linje mellan punkterna
pa kolumn A och B och vidare sa att den korsar kolumn

C. Avlasningen pa kolumn C ar varvtalsinstaliningen for

centrifugen.

PROCEDUR:

1. Varm o6nskat antal ror till rumstemperatur. Skydda mot

ljus. Om HISTOPAQUE®-1077 ar ovanfor “frittan” fore

anvandning, centrifugera vid 1000 x g i 30 sekunder vid

rumstemperatur.

Mark réret(en).

3. Hall fritt 3,0 till 6,0 ml farskt defibrinerat eller
antikoagulerat helblod i den 6vre kammaren i varje
forfyllt ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077-rdr,
katalognummer A 6929.

ELLER

Hall fritt 15,0 till 30,0 ml farskt defibrinerat eller
antikoagulerat helblod i den 6vre kammaren i varje
forfyllt ACCUSPIN™ System-HISTOPAQUE®-1077-rér,
katalognummer A 7054 eller A 0561.

4.  Centrifugera vid 1000 x g, medan 18-26 °C bibehalls, i

10 minuter.

ELLER

Centrifugera vid 800 x g, medan 18-26 °C bibehalls, i
15 minuter.

5. Efter centrifugering, aspirera varsamt det évre skiktet
med en Pasteur-pipett till inom 0,5 cm av den
ogenomskinliga interfasen som innehaller
mononukledra celler. Kassera plasmaskiktet pa
l&mpligt satt.

6. Overfor forsiktigt det mononukledra bandet med en
Pasteur-pipett till ett rent centrifugror.

7. Tvétta det mononukledra bandet genom att tillsatta
10 ml isoton-PBS eller balanserad saltlésning och
resuspendera cellerna genom varsam aspirering med
en Pasteur-pipett. Centrifugera vid 250 x g, medan
18-26 °C bibehalls, i 10 minuter.

8. Upprepa steg 7 tva ganger, resuspendera pelleten i
5 ml isoton-PBS.

9. Resuspendera den mononukledra pelleten i lampligt
medium, baserat pa tillampningen fér dessa celler.
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PRESTANDAEGENSKAPER

Erytrocyter och granulocyter bér pelletera till botten av
ACCUSPIN™-rgret. Mononukledra celler bér bilda band i
interfasen mellan HISTOPAQUE®-1077 och plasman

Tabellen nedan representerar resultaten fran analyser
av det mononukleéra bandet fran friska, humana blodprov,

som parallellseparerats med ACCUSPIN™ System-
HISTOPAQUE®-1077 och HISTOPAQUE®-1077.
TABELL |
ACCUSPIN™
SYSTEM-
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Medel  +SD Medel +SD
% aterhamtning’ 70,0 13,3 53,6 8,9
% lymfocyter® 87,6 4,3 89,8 3,5
% granulocyter® 3,0 2,7 2,3 1,8
% trombocyter® <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Faststéllt med hemacytometer och Wrights farg
differentialrakning.

2. Faststéllt med Trypanblatt fargexklusionstest.

3. Faststallt med Wrights féargdifferentialrdkning av
mononuklear fraktion.

Om observerade resultat skilier sig fran forvantade
resultat, kontakta Sigma-Aldrich tekniska service fér
assistans.
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HISTOPAQUE é&r ett registrerat varumérke 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 avgéra
produktens (produkternas) lamplighet for deras speciella
anvandning. Ytterligare villkor kan gélla. Se baksidan av
fakturan eller packsedeln fér ytterligare férsaljningsvillkor.
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