SIGMA-ALDRICH’
HISTOPAQUE®-1077

(Procedurnummer 1077)

AVSEDD ANVANDNING

Sigma-Aldrich HISTOPAQUE®-1077 ar avsett for
isolering av mononukleéra celler. HISTOPAQUE®-1077 &r
avsett for “in vitro-diagnostik”.

1968 beskrev Boyum' metoder fér isolering av
mononukledra celler fran cirkulerande blod och benmarg.

| allménhet anvénde dessa procedurer blandningar av
polysackarid och ett radiopakt kontrastmedium.
HISTOPAQUE®-1077 ar en l6sning av polysackaros och
natriumdiatrizoat, justerat till en densitet p& 1,077 + 0,001 g/ml.
Detta medium framjar snabb aterhdmtning av viabla,
mononukledra celler fran sma blodvolymer. HISTOPAQUE®-
1077-proceduren é&r l&mplig for att studera cellmedierad
lymfolys® och fér typning av humant lymfocytantigen (HLA).?
Det kan &ven anvéndas som ett initialt isoleringssteg fore
upprékning av T-, B- och null-lymfocyter.*

Antikoagulerat vendst blod skiktas pa HISTOPAQUE®-
1077. Under centrifugering samlas erytrocyter och
granulocyter genom polysackaros och sedimenterar
hastigt, varigenom lymfocyter och andra mononukleéra
celler forblir i plasma-HISTOPAQUE®-1077-interfasen.
Erytrocytkontamination &r obetydlig. De flesta frammande
trombocyter avldgsnas genom centrifugering vid lag
hastighet under tvéttningsstegen.

REAGENS

HISTOPAQUE®-1077, katalognummer 1077-1
Polysackaros, 5,7 g/dl och natriumdiatrizoat, 9,0 g/dl.
Aseptiskt filtrerat.

FORVARING OCH STABILITET:
Forvara HISTOPAQUE®-1077 i kylskap (2-8 °C).
Skydda mot ljus. Reagensens etikett visar utgangsdatum.

FORSAMRING:
Ett grumligt utseende anger férsdmring av produkten.

BEREDNING:
HISTOPAQUE®-1077 &r bruksfardig. Varm till 18-26 °C
fére anvandning.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala férsiktighetsatgérder 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 fér uppdaterad information om risker, faror
eller sékerhet.

Amerikanska risk- och sakerhetsbestammelser

HISTOPAQUE®-1077-1 l16sningar &r FARLIGA. Kan
orsaka sensibilisering vid inandning och hudkontakt.
Anvand lampliga skyddsklader. Malorgan: Blod.

Risk- och sakerhetsbestammelser enligt EU

HISTOPAQUE®-1077-1 l6sningar &r 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 lakare. 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 6verfor infektion.
Alla blodderivat eller vavnadsprov bdr darfér anses vara
potentiellt smittsamma.

Insamla venost blod i heparin eller EDTA som &r fritt fran
konserveringsmedel. For basta resultat bér blodet behandlas
inom 2 timmar. Se Anmérkning 2 och 3 i avsnittet “Procedur-
begransningar” for ytterligare information om stabilitet.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE

MEDFOLJER:

Centrifug (med svangrotor) som kan generera 400 x g

Isotonfosfatbuffrad saltiésning eller 1ampligt vavnadskultur-
medium

Centrifugrér, 15 ml, av plast, koniska

ANMARKNINGAR:

1. 50 ml centrifugrér kan anvandas. Andra den angivna
proceduren genom att anvanda 15 ml HISTOPAQUE®-
1077-1 och 15 ml helblod eller utspatt blod.

2. Ibland kan det bli nédvéndigt att spéda blod 1:2 eller 1:4,
beroende pa absolut cellantal. Det finns en risk att
gradienten dverbelastas.

3. Undvik att anvinda pudrade handskar. Handskpuder
aktiverar monocyter och orsakar lagre avkastning.

4. Undvik att anvénda plaster med hdg bindning, som t.ex.
polystyren. Polystyren kan binda celler till centrifugrorets
vaggar.

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

6. Procedur beskriver en separation av mononukledra
celler, med anvéndning av isotonfosfatbuffrad saltlésning
som spadningsmedel och tvattvatska. Under manga
férhallanden féredras balanserade saltlésningar som
t.ex. Hanks eller cellkulturmedium, som t.ex. RPMI 1640,
kompletterat med fetalt bovinserum.

7. Den renhet hos cellpopulationen, som erhallits med denna
procedur, kan bestdmmas med en Romanowsky-fargning
(t.ex. Wright-fargning) pa en film eller ett cytocentrifugerat
objektglas av material fran steg 10. Viabilitet kan
bestdmmas genom behandling med trypanblatt.

8. Om cellviabiliteten &r < 80 %, kan erséattning av
fosfatbuffrad saltidsning med ett vavnadskulturmedium,
som t.ex. RPMI 1640 forstarkt med fetalt bovinserum,
5% av den totala RPMI 1640-volymen, vara anvandbart.

9. Om T- och B-cellsupprakning skall utféras, bor blodet inte
lagras mer &n négra timmar.® Tillsats av blod till vissa
vavnadskulturmedier kan mojliggéra lagring upp till
72 timmar utan férandring av T- eller B-cellsvarden.®

10. Forutspéatt blod kan anvdndas med denna procedur.
Blod kan spédas med fosfatbuffrad saltiésning eller
annat lampligt medium, rekommenderad proportion 1
del blod till 1 del medium. Lika volymer HISTOPAQUE®-
1077 och blod bér anvéndas foér att optimera
mononuklear cellaterhamtning. Spadning ar 1amplig for
prov med hematokriter éver normala varden.

11. Avldgsnande av O6verflédiga méngder HISTOPAQUE®-
1077 med det mononukledra bandet Okar
granulocytkontamination fran resterande granulocyter,
som kan finnas kvar under den mononukleéra interfasen.

12. Avlagsnande av 6verflédiga méngder supernatant med
det mononukledra bandet kan framja kontamination av
plasmaproteiner och trombocyter.

13. Anvéndning av andra volymer av férutspétt blod eller
helblod &n de som rekommenderats, kan resultera i
minskad aterhamtning.

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

15. Underlatenhet att varma ACCUSPIN System-
HISTOPAQUE®-1077 till rumstemperatur kan medféra
begrénsad aterhamtning av mononukleéra celler.

16. Anvéndningen av prov fran en “normal” patient
rekommenderas som en kontroll fér varje kdrning.

NOMOGRAM FOR BESTAMNING AV RELATIV
CENTRIFUGALKRAFT:
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Ett nomogram anvénds fér att bestdmma

varvtalsinstallningen for centrifugen.
S& har faststalls det varvtal som krévs for att erhélla
400 x g fér procedurnummer 1077.
1. Mat radien (cm) frdn centrifugaxelns mitt till
provrérshéllarens &nde. Markera detta vérde pé skala A.
2. Markera den relativa centrifugalkraften (t.ex. 400) pa
skala B.
3. Dra med hjélp av en linjal en rét linje mellan punkterna
pa kolumn A och B och vidare s& att den korsar kolumn
C. Avlasningen pé kolumn C &r varvtalsinstallningen for
centrifugen.

PROCEDUR:

1. Till ett 15 ml koniskt centrifugror tillsatts 3,0 ml
HISTOPAQUE®-1077 och detta varms till rumstemperatur.

2. Skikta varsamt 3,0 ml helblod p& HISTOPAQUE®-1077.
Centrifugera vid 400 x g i exakt 30 minuter vid
rumstemperatur. Centrifugering vid lagre temperaturer,
som t.ex. 4 °C, kan resultera i cellklumpning och dalig
aterhamtning.

3. Efter centrifugering, aspirera varsamt det 6vre skiktet
med en Pasteur-pipett till inom 0,5 cm av den
ogenomskinliga interfasen som innehaller mononukleéra
celler. Kassera det dvre skiktet.

4. Overfor forsiktigt det ogenomskinliga skiktet med en
Pasteur-pipett till ett rent, koniskt centrifugror.

Centrifug Plasma
Blod — N\ Mononukleira
= 400 x g muy [ celler
> A
30 minuter
- Roda celler

HISTOPAQUE®-1077

5. Till detta ror tillsatts (steg 4) 10 ml isotonfosfatbuffrad
saltlésning och detta blandas genom varsam aspirering.

6. Centrifugera vid 250 x g i 10 minuter.

7. Aspirera och kasta supernatanten.



8. Resuspendera cellpelleten med 5,0 ml isotonfosfatbuffrad
saltlésning och blanda genom varsam aspirering med
en Pasteur-pipett.

9. Centrifugera vid 250 x g i 10 minuter.

10. Upprepa stegen 7, 8 och 9, kassera supernatanten och
resuspendera cellpelleten i 0,5 ml isotonfosfatbuffrad
saltlosning.

PRESTANDAEGENSKAPER

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

| en jamforelsestudie isolerades 42 parade
hepariniserade blodprov simultant p& Sigma-Aldrich
HISTOPAQUE®-1077 och en konkurrentprodukt enligt
respektive procedurer. Aterhamtning av lymfocyter
berdknades fran det ursprungliga antalet som skiktats pa
gradienterna, jamfért med antalet som syntes i
plasmagradientens interfas. Exklusion med trypanblatt
anvandes for att faststalla cellviabilitet. De tva produkterna
gav liknande resultat, vilket visas av féljande data:

) Viabilitet
Lymfocyter Aterhédmtning av (Trypan
i interfasen lymfocyter blatt)

HISTOPAQUE®-1077 84 + 14% 68+13% 98+4%
Konkurrentprodukt 83 + 14% 60+ 13% 98 +4%

Om observerade resultat skilier sig fran forvantade
resultat, kontakta Sigma-Aldrich tekniska service for
assistans.
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HISTOPAQUE ér ett registrerat varumérke som tillhdr 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 avgora
produktens (produkternas) lamplighet for deras speciella
anvandning. Ytterligare villkor kan galla. Se baksidan av
fakturan eller packsedeln fér ytterligare forsaljningsvillkor.
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