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SIGMA-ALDRICH’

ACCUSPIN™
SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077
(Eljaras szama: A 6929 / A 7054 / A 0561)

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich ACCUSPIN System-
HISTOPAQUE®-1077 limfocitak és egyéb mononukleéris
sejtek izolalasara hasznalhat6. Az ACCUSPIN System-
HISTOPAQUE®-1077 reagens in vitro diagnosztikai
felhasznélasra javallt.

A limfocitdk és egyéb mononukleéaris sejtek (MNC)
egész vérbdl és csontveldbdl HISTOPAQUE®-1077-tel torténd
kivalasztasa az el6szér Boyum' altal 1968-ban leirt modszeren
alapul. A szétvalasztd kozeg, a HISTOPAQUE®-1077, egy
nagy molekulasilyl poliszacharid és natrium-diatrizoat, egy
jodozott nem-ionos vegylilet vizes oldata, melynek
slir(iségét 1,077+ 0,001-re &llitottak be.

Az ACCUSPIN Tube-t specialis két flilkésre tervezték,
melyeket egy porézus, nagy slrliségl polietilen valaszfallal
(“lvegkeverék”) valasztottak kiilon. Antikoagulalt egész vér
adhat6 a cs6 felsé flilkéjében az Uvegkeverék alatti alsd
fllkében 1évé HISTOPAQUE®-1077-tel val6 dsszekeveredés
kockazata nélkil. Centrifugalaskor az egész vér leszall az
“livegkeveréken” keresztill és érintkezik a HISTOPAQUE®-
1077-tel. A nagyobb sfir(iségli elemek a HISTOPAQUE™
1077 térfogatat elmozditiak az “Uvegkeverék” f6lé és a vér
Osszetevlit egyértelmlen szétvalasztjdk. Az eritrocitak
aggregalodnak, a granulocitak pedig enyhén hipertonikusak
lesznek megndvelve az llepedési aranyukat és
gémbdcskéket képeznek az ACCUSPIN Tube aljan. A
limfocitak és egyéb mononukleéris sejtek, pl. monocitak a
plazma-HISTOPAQUE®-1077 hatarfellileten maradnak. A
mononuklearis sejtek ilyen slr( savja a fels6 fiilke
tartalmanak ledntésével vagy pipettaval 6sszegylijthetd. Az
eritrocita szennyez8dés elkerllhetd a fllkék kozotti
valaszfallal.

Centrifuga Plazma
ver_| N B
mm 1000 g - MNC
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10 perc | “{iveg-
“liveg- -] /‘ keverék”

— HISTOPLAQUE®-*4——

1077 e
| Vorosver-
u u sejtek

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPLAQUE®-1077

REAGENS

ACCUSPIN SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077, Katalogus

szam: A 6929, A 7054 és A 0561

Egy nagy stir(iségli polietilén valaszfallal (“livegkeverék”)

szerelt sugarzéassal sterilizalt polipropilén csévet

aszeptikusan téltenek HISTOPAQUE®-1077-tel.

A HISTOPAQUE®-1077 5,7 g/dl poliszukrézt és 9,0 g/di

natrium-diatrizoatot tartalmaz. Aszeptikusan sz{rt.

Siirlisége 1,077 25 °C-on.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:
Hiitészekrényben (2-8 °C) tarolandd. Fénytél védjék.

A doboz cimkéjén feltlintették a lejarati idét.

MEGROMLAS:

A zavaros megjelenés a termék megromlasat jelzi.
ELOKESZITES:

Az  ACCUSPIN  System-HISTOPAQUE®-1077

reagens hasznalatra kész. Hasznalat elétt 18-26 °C-ra
melegitendd.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel trtén6 munka soran a
szokasos ovintézkedéseket be kell tartani. Mivel human
szarmazasl anyagokkal érintkeznek, az dsszes reagenst és
berendezést kezeljék potencionalisan bio-veszélyesként. A
hulladékot az dsszes helyi, allami, tartoméanyi 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 thlérzékenységet okozhat
(szenzibilizacid)! Megfelelé véddruhazatot kell viselni.
Célszerv: Vér.

Az Eur6pai Uni6 kockazati és biztonsagi mondatai

A HISTOPAQUE®1077-1 oldatok ARTALMASAK.
Belélegezve és bérrel érintkezve tllérzékenységet okozhat
(szenzibilizacio)! A keletkezd gézt nem szabad belélegezni
Megfelel6 védéruhazatot és védbkesztylt kell viselni.
Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begyjtését az M29-A2. sz. NCCLS
dokumentum szerint végezni. Semmilyen ismert médszer
nincs, mely teljesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szdvet
ne terjesszen fert6zést. Ezért, minden vér szarmazékot vagy
szbvetet lehetségesen fert6zének kell tekinteni.

Defibrinalt vagy antikoagulalt (EDTA vagy tartositoszer-
mentes heparin) friss egész vér hasznalhat6. A legjobb
eredmények érdekében, a vért 2 6ran bellil fel kell dolgozni.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK

Centrifuga csdvek a mononuklearis sejtek mosasahoz.

Izotonias Phosphate Buffered Saline (PBS) vagy
egyensulyba lévé sooldat.

100-1000 x g generdlasara és 18-26 °C fenntartasara
képes centrifuga (forg6 kosaras rotor)

MEGJEGYZESEK:

1. 3-6 ml higitott vér hasznalhaté A6929. katalégus
szammal vagy 15-30 ml higitott vér A7054 és A0561
katalogus szammal. A vér kozvetlenil az ACCUSPIN
System-HISTOPAQUE®-1077 cs6 fels6 fiilkéjében
higithat6. Ez megfeleld a normal feletti hematokrites
mintakhoz.

2. A HISTOPAQUE®-1077 felesleges mennyiségének
mononuklearis savokkal valo eltavolitasa néveli a
granulocita szennyezédést a maradék granulocitakbol,
melyek a mononuklearis hatarsavnal maradhatnak meg
(1. tablazat).

3. A szupernatans felesleges  mennyiségének
mononuklearis savval torténd eltavolitasa elésegitheti a
plazma proteinek szennyez6dését.

4. A javasolttol eltéré térfogatl higitott vagy egész vér
hasznélata csokkentheti a visszanyerést.

5. Az Osszes szennyez§ vérlemezke eltavolitasahoz egy
4-20 % HISTOPAQUE®-1077-re rétegezett szukroz
gradiens masodik centrifuglasat lehet elvégezni. A
szukréz  grandiens  hatékonyan izolalja a
vérlemezkéket, mig a mononuklearis sejtek athatolnak
a HISTOPAQUE®-1077 rétegen.

6. Ha az ACCUSPIN System-HISTOPAQUE®-1077 nem
lesz szobahémérsékletdi, korlatozott mononukleéris sejt
visszanyerés lehetséges.

7. Centrifugdlas soran az ideiglenes Uvegkeverék
kiszabadulhat. Ha ez torténik, ne probaljagk a csé
tartalmat  lednteni a  mononuklearis  sejtek
0sszegy(jtéséhez. Helyette, 6vatosan tavolitsak el az
lUvegkeveréket steril csipesszel vagy billentsék meg az
Uvegkeveréket egy pipettaval, majd gyljtsék dssze a
mononuklearis sejteket.

8. A kiadvany eljarasi része leirja a mononuklearis sejtek
szétvélasztasat foszfat pufferelt séoldatot hasznalva
oldoszerként és mosofolyadékként. Sok korlilmény
esetén, egyensulyban 1év6 so6oldatok vagy magzati
szarvasmarha szérummal kiegészitett sejtkultira kzeg
(pl. RPMI-1640) javasolt.

9. A “normal” beteg hasznélata javasolt kontrollként
minden vizsgalatnal.

1-HU

NOMOGRAM A RELATIiV CENTRIFUGALIS EROK
MEGHATAROZASAHOZ:

Sugar Rpm

pi
(cm) g (fordulatszam)
30 T =
] 7000 ¥
5 6000 4500
25 5000 ¥
: 4000 4000
] 3000 3500
20 + I
19 2000 —+ I
18 3000 4
17 4 1500 T I
16 I
15 1000 - 2500 -
" R I
13 600 — +
12 o 500 - 2000
14 400 I
10 - 300 T
] T 1500 =~
9 — -
4 200 1400 —
8 150 T 1300
1 1200 —
77 100 1100
J 8+
6 7 60 + 1000 -
J 50 -+ 900 -
40 T
5 1 800 -
| 30 + 1
T 700 -
4 20 T 1
BT 600
10 +— T
3 L 500 —-
A B Cc

Nomogram hasznélhaté a centrifuga fordulatszamanak
beéllitasahoz.

Hogyan allapitsdk meg az 1000 vagy 800 x g-hez
szlikséges fordulatszamot az A6929 / A7054 / A0561 sz.
eljaras esetén.

1. Merjék meg a centrifuga orséjanak kdzéppontjatol a
vizsgalati csé tartdjanak végéig a sugarat (cm)! Jeldljék
ezt az értéket az A skalan.

2. Jeldliék a relativ centrifugalis er6t (pl. 1000 vagy 800) a
B skalan.

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

ELJARAS:

1. Melegitsék a kivant szama csovet szobahémérsékletre.

Fénytél védjék. Ha a HISTOPAQUE™1077 az

“Uvegkeverék” felett van hasznalat el6tt, akkor centri-

fugaljak 1000 x g-n 30 masodpercig szobahémérsékleten.

Lassak el cimkével a csove(ke)t.

3. Szabadon ontsenek 3,0-6,0 ml friss defibrinalt vagy
antikoagulalt egész vért mindegyik elére megtoltott
ACCUSPIN System-HISTOPAQUE®-1077 cs6 fels6
flilkéjébe (katalogus szam: A6929).

VAGY

Szabadon Ontsenek 15,0-30,0 ml friss defibrinalt vagy
antikoagulélt egész vért mindegyik elére megtoltott
ACCUSPIN System-HISTOPAQUE®-1077 cs6 fels6
fllkéjébe (katalogus szam: A7054 vagy A0561).

4. Centrifugaljak 1000 x g-n 18-26 °C-on 10 percig.
VAGY
Centrifugaljak 800 x g-n 18-26 °C-on 15 percig.

5. Centrifuglas utan oOvatosan sziviak le Pasteur
pipettaval a plazma réteget a mononukleéaris sejteket
tartalmazé  atlatszatlan hatarfeliilet 0,5 cm-ig.
Megfelel6en semmisitsék meg a plazma réteget.

6. Ovatos vigyék at a mononuklearis savot egy Pasteur
pipettaval egy tiszta centrifuga csébe.

7. Mossék a mononuklearis savot 10 ml izoténias PBS
vagy egyensUlyban lévé sooldat hozzaadasaval és
fliggesszék vissza a sejteket 6vatosan szivva Pasteur
pipettaval. Centrifugéljgk 250 x g-n 18-26 °C-on
10 percig.

8. Ismételiek meg a 7. lépést kétszer, a szemcsét Ujra
lebegtetve 5 ml izotonias PBS-sel.

9. Lebegtessék Gjra a mononuklearis szemcsét megfeleld
kdzegben a sejtek alkalmazasan alapulva.

n



TELJESITMENYJELLEMZOK

Az eritrocitak és granulocitak gombdcskéket kell, hogy
képezzenek az ACCUSPIN csé aljan. A mononukleéris
sejtek savokat alkotnak a HISTOPAQUE®-1077 és a plazma
hatarfeliilete kozott.

Az aldbbi tablazat mutatia a mononuklearis sejtsav
elemzésének eredményeit egészséges human vérmintabol
az ACCUSPIN System-HISTOPAQUE®1077-tel és
HISTOPAQUE"-1077-tel parhuzamosan levalasztva.

I. TABLAZAT
ACCUSPIN
SYSTEM-
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Atlag  -SD Atlag  £SD
(standard (standard
szoras) szoras)
% Visszanyerés' 70,0 13,3 53,6 8,9
% életképesség? 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® 50 2,0 5,0 2,0
% vérlemezkék® <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Hemacitométerrel és Wright festés differencial
szamitassal meghatarozva.

2. Trypan kék festék kirekesztéses vizsgalattal meghatarozva.

3. A mononuklearis frakcid Wright festés differencial
szamitassal meghatarozva.

Ha a medfigyelt eredmények eltérnek a vart
eredményektdl, kérjlik, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma-
Aldrich miszaki szolgélataval.
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A HISTOPAQUE a Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO USA
bejegyzett védjegye.

A Sigma-Aldrich, Inc. garantalja, hogy termékei megfelelnek
az ebben és egyéb Sigma-Aldrich publikaciokban megjelent
informéacidknak. A vevé kdteles meghatarozni, hogy az adott
felnasznélasra megfelel-e (megfelelnek-e) a termék(ek).
Tovabbi kikotések és feltételek alkalmazhatok. Kérjik
megnézni a szamla vagy csomagoloanyag hatsé oldalat az
arusitas tovabbi kikétései és feltételei veget.

Eljaras szama: A 6929 / A 7054 / A 0561
Korabbi fellilvizsgalat: 2003-04
Atdolgozva: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse

c € 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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