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% S Mit Hilfe unterschiedlicher Separationstechniken kénnen die Anreicherung von S&ugerzellen wesentlich komplexere
of bestimmte Partikel (DNA, RNA, Proteine, Organellen, Vesi- Separationsmedien bendtigt. Von Noble und Boyum wur-
kel, Micellen, Zellen etc.) definiert aus komplexen biolo- den bereits in den Jahren 1967 und 1968 Methoden zur
. gischen Gemischen (Zell- und Gewebehomogenaten, Blut, Separation mononukledrer Zellen aus Vollblut und Knochen-
(]
2o Urin und anderen Korperflissigkeiten) angereichert und mark beschrieben. Basierend auf diesen wissenschaftlichen
52
2 g anschlieBend selektiv untersucht werden. Pionierleistungen erfordern gerade heute zahllose Applika-
Nee Die Separation beruht dabei entweder auf den unterschied-  tionen der biomedizinischen Forschung und Routinediag-
— | lichen Sedimentationsgeschwindigkeiten verschiedener nostik hoch angereicherte, lebensféhige und funktionell intak-
= Partikel in einer Flissigkeit oder auf deren unterschiedlichen  te Zellpopulationen als Ausgangsmaterial. Die Separation
= g Dichten. So wird bei der Dichtegradientenzentrifugation solcher Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation hat
& g (auch als Banden-, Gleichgewichts- oder isopyknische sich dabei aufgrund der unkomplizierten und robusten
o Zentrifugation bezeichnet) das Prinzip genutzt, dass Partikel ~ Durchfihrbarkeit als weltweit meist verbreitete Methode
- einer bestimmten Dichte in einer umgebenden Losung mit erwiesen, deren Bedeutung auch weiterhin zunehmen wird.
2 gleicher Dichte ,schweben®.
§ Erste Anwendungen der Dichtegradientenzentrifugation Mit dem Produkt Leucosep® hat Greiner Bio-One das
e sind aus den friihen 1950er Jahren bekannt. Mit Hilfe ge- selbst gesteckte Ziel erreicht, die Dichtegradientenzentri-
— pufferter Saccharose-Gradienten erfolgte damals die Anrei-  fugation wesentlich zu optimieren und anwenderfreundlich
. cherung von Zellorganellen. Es ist unbestritten, dass unter zu gestalten.
% § anderem die mit diesen angereicherten Materialien gewon- Daneben wurde mit dem Produkt OncoQuick® das Appli-
) g nenen Erkenntnisse dazu beitrugen, den Grundstein der kationsspektrum der Dichtegradientenzentrifugation um die
2= modernen Molekularbiologie zu setzen. Beantwortung relevanter onkologischer Fragestellungen
Schnell stellte sich heraus, dass, vor allem aufgrund ihrer wesentlich erweitert.
I Empfindlichkeit gegentiber osmotischen Schwankungen,
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Leucosep®

Leucosep®

12 ml und 50 ml Leucosep® Rdhrchen

227 289
227 290

163 289
163 290

Leucosep®

Effiziente Separation von Lymphozyten und mononuk-
ledren Zellen aus peripherem Blut und Knochenmark

Eigenschaften:

m Anreicherung direkt m Keine Rekontamination
aus Vollblut mit Erythrozyten

m Vereinfachtes Beflllen m Kein Blockieren
durch Trennscheibe von Markermolekulen

m Durchflhrung der Sepa- m Mit Ficoll-Paque™
ration in 15 Minuten bei vorbeflllt erhaltlich

Unbeflllt erhaltlich

zur Verwendung

von Separationsmedien
nach Wahl des Anwenders

Raumtemperatur [
m Keine zusétzlichen

Laborgerate notwendig
m Abtrennung von

Erythrozyten und

Granulozyten

Leucosep® wurde zur optimierten Separation von Lymphozyten
und peripheren mononukledren Zellen (sog. PBMCs) aus huma-
nem Vollblut und Knochenmark entwickelt. Das besondere Merk-
mal von Leucosep® ist die pordse Trennscheibe, die in die Zentri-
fugenréhrchen aus hoch transparentem Polypropylen eingesetzt
ist. Die Trennscheibe besteht aus hochwertigem Polyethylen

und besitzt eine PorengroBe, die exakt auf den Einsatzzweck
zugeschnitten ist. Durch diese Trennscheibe entféllt das zeit-
aufwandige und miihselige Uberschichten des Probenmaterials.
Antikoaguliertes Blut oder Knochenmark kann einfach direkt aus
dem Blutentnahmerdhrchen in die Leucosep® Rdhrchen gegossen
werden. Eine Durchmischung mit dem Separationsmedium wird
durch die Trennscheibe verhindert. Wahrend der Zentrifugation

\\
&

Kat.-Nr. 163 288 163 289
Produktbeschreibung Leucosep® Leucosep®
Réhrchen mit  Rohrchen mit
Trennscheibe  Trennscheibe
Volumen [ml] 12 12
Separationsmedium + / beflllt mit -
Ficoll-Paque™
Steril + -
Probenvolumen 3 — 8 ml Blut 3 — 8 ml Blut
Stiick pro Box/Karton 50/500 50/500

Ficoll-Paque™ ist ein Warenzeichen von Amersham Biosciences

werden Lymphozyten und PBMCs aufgrund ihrer Dichte von
unerwinschten Erythrozyten und Granulozyten separiert und in
einer Interphase oberhalb des Separationsmediums angereichert.
Nach erfolgter Separation wird durch die Trennscheibe die
Rekontamination der angereicherten Zellfraktion mit Erythrozyten
und Granulozyten wahrend der Ernte vermieden.

Ganz gleich, ob die Separation mittels Ficoll-Paque™ oder einem
anderen Separationsmedium erfolgen soll, egal ob groBe oder
kleine Probenvolumina bearbeitet werden: Greiner Bio-One bietet
genau die passenden Leucosep® Rohrchen zur jeweiligen
Applikation.

Die Gebrauchsanleitung flr Leucosep® sowie weitere
Informationen finden Sie unter www.gbo.com/bioscience.

\\
&

163 290

227 289

227 288 227 290

Leucosep® Leucosep® Leucosep® Leucosep®

Roéhrchen mit Roéhrchen mit Roéhrchen mit Roéhrchen mit

Trennscheibe  Trennscheibe  Trennscheibe  Trennscheibe
12 50 50 50
- + / beflllt mit - -
Ficoll-Paque™
+ + = +
3 — 8 ml Blut 15-30 ml Blut 15 -30 ml Blut 15 — 30 ml Blut
50/500 25/250 25/300 25/300

www.gbo.com/bioscience 9(3
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Leucosep®

Gewebekultur

1 Zell- und
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Gebrauchsanleitung Leucosep®

Das Verfahren

LLeucosep® wurde zur optimierten Separation von
Lymphozyten und peripheren mononukleéaren Zellen

(sog. PBMCs) aus humanem Vollblut und Knochenmark
mittels Dichtegradientenzentrifugation entwickelt.

Das besondere Merkmal von Leucosep® ist die porése
Trennscheibe aus Polyethylen, die in die Zentrifugenréhr-
chen aus hoch transparentem Polypropylen eingesetzt
ist. Durch diese Trennscheibe entféllt das zeitaufwandige
und muhselige Uberschichten des Probenmaterials.
Antikoaguliertes Blut oder Knochenmark kann einfach
direkt aus dem Blutentnahmerdhrchen in die Leucosep®
Réhrchen gegossen werden. Eine Durchmischung

mit dem Separationsmedium wird durch die Trennscheibe
verhindert. Wéahrend der Zentrifugation werden Lympho-
zyten und PBMCs aufgrund ihrer Dichte von unerwinsch-
ten Erythrozyten und Granulozyten separiert und in

einer Interphase zwischen der Plasmafraktion und dem
Separationsmedium angereichert. Nach erfolgter Separation
wird durch die Trennscheibe die Rekontamination der
angereicherten Zellfraktion mit Erythrozyten und
Granulozyten wahrend der Ernte vermieden.

Vorbereitung

m Separationsmedium (z.B. Ficoll-Paque Plus™, Amersham
Biosciences, Dichte: 1,077 g/ml) auf Raumtemperatur (RT)
erwarmen, dabei vor Licht schitzen.

m Beflllen der Leucosep® Réhrchen mit Separationsmedium:
3 ml bei Verwendung der Réhrchen Kat.-Nr. 163 289 oder
163 290; 15 ml bei Verwendung der Réhrchen Kat.-Nr.
227 289 oder 227 290.

m Beflillte Rohrchen mit Schraubverschluss verschlieBen und
30 Sekunden bei 1000 x g und RT zentrifugieren. Das
Separationsmedium befindet sich nun unterhalb der Trenn-
scheibe.

m Bei Verwendung von Rdhrchen, die bereits mit Separations-
medium vorbeflllt sind (Kat.-Nr. 163 288 oder 227 288)
entfallen die vorgenannten Schritte. Die Rohrchen mUssen
lediglich vor der Benutzung auf RT erwarmt werden.

m Die Rdhrchen kdnnen nun mit antikoaguliertem Blut oder
Knochenmarksaspirat befullt werden. Eine Verdinnung des
Probenmaterials mit physiologischer Kochsalzlésung muss
nicht erfolgen, kann aber dazu beitragen, das Separations-
ergebnis zu verbessern. FUr Blut ist eine Verdinnung
von 1:2, fir Knochenmark von 1:4 empfehlenswert.

Ficoll-Paque™ ist ein Warenzeichen von Amersham Biosciences

914 www.gbo.com/bioscience

Arbeitsablauf

A

2) Vor der Zentrifugation

4) Ernte mit Hilfe einer Pasteur-
Pipette oder durch AusgieBen in
ein neues Zentrifugenréhrchen

3) Nach der Zentrifugation

1) Antikoaguliertes Probenmaterial (Blut oder Knochenmarks-
aspirat, ggfs. mit physiologischer Kochsalzlésung verdinnt)
direkt aus dem Blutentnahmeréhrchen vorsichtig in das
Leucosep® Rohrchen gieBen: 3 — 8 ml Probenmaterial bei
Verwendung der Réhrchen Kat.-Nr. 163 288, 163 289 oder
163 290; 15 — 30 ml Probenmaterial bei Verwendung der
Rdhrchen Kat.-Nr. 227 288, 227 289 oder 227 290.

2) 10 Minuten bei 1000 x g und RT oder 15 Minuten bei
800 x g und RT im Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugieren.

3) Folgende Schichtung von oben nach unten ergibt sich nach
der Zentrifugation: a) Plasma — b) angereicherte Zellfraktion
(Interphase aus Lymphozyten / PBMCs) — ¢) Separationsmedium
— d) Trennscheibe — e) Separationsmedium — f) Pellet
(Erythrozyten und Granulozyten). Die Plasmafraktion bis auf
eine Schichtdicke von 5 bis 10 mm abheben und verwerfen.

4) Ernte der angereicherten Zellfraktion (Lymphozyten/PBMCs)
mit Hilfe einer Pasteur-Pipette oder durch AusgieBen aus dem
Leucosep® Rdhrchen in ein frisches Zentrifugenrdhrchen. Eine
Rekontamination mit den abgereicherten Erythrozyten und
Granulozyten wird durch die Trennscheibe verhindert.

5) Wésche der angereicherten Zellfraktion (Lymphozyten/PBMCs)
mit 10 ml phosphatgepufferter Salzldsung (PBS), anschlieBend
10 Minuten bei 250 x g zentrifugieren.

6) Waschschritt zweimal wiederholen, dabei das Zellpellet mit
5 ml PBS resuspendieren.

Anmerkung

Biologische Proben und alle zur Blutentnahme erforderlichen
Nadeln oder Blutentnahmesets sind in Ubereinstimmung mit
den Methoden und Verfahrensweisen ihrer Bestimmung bzw.
mit denen der jeweiligen Einrichtung zu handhaben. Im Falle
einer Kontamination mit Blut oder anderen biologischen Proben
(z.B. durch Stichverletzung) missen umgehend geeignete
medizinische MaBnahmen ergriffen werden, da solches Material
immer als potenziell infektids mit HBV, HCV (Hepatitis), HIV
(AIDS) oder anderen Infektionserregern eingestuft werden muss.



OncoQuick®

OncoQuick®

227 250

OncoQuick®

Anreicherung disseminierter, zirkulierender Tumorzellen

aus peripherem Blut

Eigenschaften
m Zeitbedarf etwa 45 Minuten

m Reproduzierbare
Wiederfindung: > 70%

m Blutzellabreicherung um
bis zu 6 Logstufen

m Keine zusétzlichen
Laborgerate notwendig

m Kein Bedarf an
magnetischen Beads

m Kein Blockieren
von Markermolekulen

m Anreicherung direkt
aus Vollblut

OncoQuick® ist ein anwenderfreundliches, schnelles und effizientes
System zur Anreicherung zirkulierender Tumorzellen, die von einem
soliden epithelialen Tumor oder malignen Melanom in das Blut
gestreut werden. In OncoQuick® verbinden sich die Vorteile der
Zellseparation durch Dichtegradientenzentrifugation (schnell,
reproduzierbar und preiswert) mit Wiederfindungsraten, die mit
denen der Immunobead-Techniken vergleichbar sind.

OncoQuick® besteht aus einem sterilen 50 ml Polypropylen-
Roéhrchen mit einer porésen Trennscheibe, die oberhalb des
speziell entwickelten Separationsmediums eingeflgt ist. Bis zu

30 ml antikoaguliertes Vollblut werden direkt in das OncoQuick®
Réhrchen eingeflllt und zentrifugiert. Neben Erythrozyten und
Granulozyten erlaubt das Separationsmedium auch die weitgehen-
de Abreicherung von Lymphozyten und mononukledren Zellen.

Die disseminierten Tumorzellen werden in der Interphase ange-
reichert. Nach der Ernte erfolgt die Wéasche der angereicherten
Zellfraktion. AnschlieBend stehen die Tumorzellen samtlichen
gangigen diagnostischen Methoden zur Verfigung. OncoQuick®
wurde in Kooperation zwischen Hexal Gentech und Greiner
Bio-One entwickelt und ist ausschlieBlich zur Verwendung flr
Forschungszwecke bestimmit!

Genlech
Foachiings GomoH

&

Kat.-Nr. 227 255

Beschreibung OncoQuick® 50 ml Réhrchen mit Trennscheibe

und Separationsmedium

Steril +
Probenvolumen 15 — 30 ml Blut
Réhrchen pro Karton 4

+Elood

o

e

Washing

— Centrifugation —

Die Gebrauchsanleitung fir OncoQuick® sowie weitere
Informationen finden Sie unter www.gbo.com/bioscience.

&

227 250

und Separationsmedium

4L

15 — 30 ml Blut

10

* einmalig als Musterpackung zum Sonderpreis erhaltlich

www.gbo.com/bioscience

OncoQuick® 50 ml Réhrchen mit Trennscheibe

915
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