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Phytohamagglutinin
(Analysenreagenz)

VERWENDUNGSZWECK

Phytohdamagglutinin wird verwendet, um die Mitose von Lymphozyten in einem
Zellkultursystem zu stimulieren und zytogenetische Studien der Chromosomen
zu erleichtern.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG DES TESTS*>¢
Phytohdmagglutinin (PHA) ist der Freiname wéassriger Extrakte aus
den Samen bestimmter Pflanzen, vor allem aus Phaseolus spp. Urspringlich
wurde PHA aufgrund seiner starken Erythrozyten-agglutinierenden Wirkung?
zur Trennung von Leukozyten aus Vollblut verwendet. Spater fand man heraus,
dass durch PHA eine progressive Mitose von Lymphozyten in einer Gewebskultur
hervorgerufen wird*.

Nach den folgenden Erkenntnissen erwies sich PHA als allgemein
effektivstes und optimal geeignetes Stimulans fiir Lymphozyten von
zahlreichen Tierarten. Die weit verbreitete Popularitdt von Kulturen
aus peripherem Blut als Mittel zur Chromosomenanalyse ist zum
groBen Teil auf diese Eigenschaft zurtickzufiihren.

GRUNDLAGEN DES VERFAHRENS

Zur Durchfiuhrung dieses Verfahrens muss eine geeignete
Lymphozytenkultur angelegt werden, zu der PHA gegeben wird.
Dadurch wird die Mitose stimuliert, die in der Metaphase durch
Zugabe von Colcemid (Desacetyl-Methylcolchicin) zum Stillstand gebracht wird. In
dieser Phase sind die Chromosomen am deutlichsten erkennbar. Die Probe wird
mit hypotoner Losung behandelt. Dadurch schwellen die Zellen an, und durch die
Lyse der Erythrozyten kénnen die Chromosomen in angemessen fixierten und
gefarbten Praparaten auf Objekttragern identifiziert werden.

REAGENZ
INHALT DES KITS

Phytohdmagglutinin (Analysenreagenz)
HA15/R30852701

1 Flaschchen

BESCHREIBUNG, VORBEREITUNG UND EMPFOHLENE
LAGERUNGSBEDINGUNGEN
Siehe auch VorsichtsmaBnahmen.

8C
2C

Die Reaktivitat des lyophilisierten Materials bleibt mindestens bis zu
dem auf dem Flaschchenetikett angegebenen Datum erhalten, sofern es bei
2 - 8°C gelagert wird.

Phytohamagglutinin (Analysenreagenz)
Phytohdmagglutinin (Analysenreagenz) ist
ein lyophilisiertes Praparat eines wassrigen Extrakts
aus ausgewdhlten Saatbohnen der Sorte Phaseolus
spp. Jedes Flaschchen enthilt ca. 45 mg lyophilisiertes
Extrakt.

Jedes Fldaschchen lyophilisiertes PHA
sollte durch Zugabe von 5 ml steriler physiologischer
Kochsalzlosung mit einer sterilen Einweg-
Spritze zur subkutanen Injektion rekonstituiert
werden. Die Verwendung anderer Lésungen
kann zu Trubungen fihren. Der Verschluss
des Flaschchens sollte sterilisiert werden,
indem er mit Ather abgewischt wird. Die
Nadel sollte durch die Mitte des Stopfens gestochen
und bei der Rekonstitution senkrecht gehalten
werden.

PHYTO-
HAEMAGGLUTININ

Rekonstituiertes Material sollte bei 2 - 8°C gelagert
und innerhalb eines Monats verwendet werden.

VORSICHTSMASSNAHMEN

Nur zur Verwendung durch Fachpersonal.

Hinweise auf potentiell gesundheitsgefdhrdende Substanzen
entnehmen Sie bitte den Sicherheitsdatenblattern des Herstellers
und den Produktetiketten.

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

1. Wiederverwendbare Gerdte missen nach Gebrauch durch
geeignete Verfahren sterilisiert werden, vorzugsweise durch Autoklavieren bei
121°C, mindestens 15 Minuten lang. Einwegmaterialien missen autoklaviert
oder verbrannt werden.

2. Verschuttetes oder verspritztes potentiell infektioses Material
muss sofort mit saugféhigen Papiertiichern entfernt und die kontaminierten
Flachen mit einem herkémmlichen, bakterienabtétenden Desinfektionsmittel
oder 70%igem Alkohol gereinigt werden. Das zum Entfernen von Spritzern
verwendete Material (auch Handschuhe) muss als infektioser Abfall entsorgt
werden.

3. Nicht mit dem Mund pipettieren. Bei der Handhabung von
Proben oder bei der Testdurchfihrung Einweghandschuhe und
Schutzbrille tragen. Nach Beendigung des Verfahrens die Hande grindlich
waschen.

4. In Ubereinstimmung mit den GLP-Richtlinien gelten alle Proben
als potentiell infektiés und missen mit duBerster Vorsicht
gehandhabt werden.

WICHTIGE HINWEISE ZUR HANDHABUNG

1. Material, das Anzeichen einer bakteriellen Kontamination
aufweist, sollte verworfen werden. Bisweilen kommt es ohne
Bakterienwachstum zu einer leichten Triibung. Dadurch werden
die Eigenschaften von PHA nicht beeintrachtigt.

2. Aseptische Verfahren sind von entscheidender Bedeutung.

3. Das Reagenz nicht Uber das angegebene Verfallsdatum hinaus verwenden.

PROBENENTNAHME, TRANSPORT UND LAGERUNG

PROBENENTNAHME®

Der Erfolg einer zytogenetischen Analyse anhand von Vollblutkulturen
hangt von der Konzentration normal funktionstiichtiger Lymphozyten
zur Zeit der Probenentnahme ab. Da diese Konzentration durch
eine Infektion oder Medikamente beeinflusst werden kann, sollten Personen,
denen Proben fiir zytogenetische Studien entnommen werden, méglichst 7 Tage vor
der Blutentnahme fur die Tests keine Medikamente eingenommen haben. Ebenso
kann der Mitoseindex wahrend anergischer Phasen bestimmter Krankheiten
(z. B. Hodgkin-Krankheit, Sarkoidose usw.) betrachtlich, und in geringerem
MaRBe bei gesunden Frauen wahrend der letzten Phasen der
Schwangerschaft vermindert werden.

Blutproben fir Lymphozytenkulturen dirfen nicht mit
Konservierungsmitteln versetzt werden. Aseptische Verfahren sind
von entscheidender Bedeutung.

LAGERUNG DER PROBEN

Blutproben sollten unverziiglich getestet werden, sofern dies maoglich ist. Wenn
es unbedingt notwendig ist, kdnnen sie maximal 48 Stunden lang bei 2 - 8°C
gelagert werden.

TESTVERFAHREN

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Siehe Inhalt des Kits.

BENOTIGTE, JEDOCH NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN UND GERATE
1. Mikrokultur-Medium

Ausreichend fiir 25 Tests

100 ml Medium RPMI 1640

25 ml fetales Kélberserum

1,25 ml Glutamin (200 mmol/l)

1,25 ml Penizillin (5000 IE/ml)/Streptomycin (5000 pg/ml)

2,5 ml phenolfreies Heparin (1000 IE/ml)

Colcemid (Sigma Laboratories) 25 pg/ml Lésung.

75 mmol/I Kaliumchlorid-Lésung.

Essig-Alkohol. 1 Teil Eisessigsaure: 3 Teile Methanol (analysenreines Reagenz).
Giemsa oder 2% Essigsaure-Orzein.

Fixiermittel.

Glas-Objekttrager und Deckglaser.

Zentrifugierréhrchen aus Kunststoff.
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. Inkubator.

10. Tischzentrifuge.
11. Vortex-Mischer.
12. Lichtmikroskop.

TESTDURCHFUHRUNG"®

Bisher wurden Vollblut oder isolierte Leukozyten fiir zytogenetische
Studien verwendet. Die Verwendung von Vollblut ist jedoch
am einfachsten und am weitesten bei Routine-Studien verbreitet. Wie
bei jedem Zellkulturverfahren werden nur dann optimale Ergebnisse
erzielt, wenn addquate Bedingungen fir die Kultur geschaffen
werden. Serumzusédtze sollten vor Gebrauch untersucht werden, um
sicherzustellen, dass nur Chargen gewdhlt werden, die keine
inhibitorische Wirkung haben. Da der relative Gehalt an aktivem PHA
von Charge zu Charge leicht variieren kann, ist es moglicherweise
von Vorteil, 2 PHA-Konzentrationen zu testen.

A. Vorbereitung von Vollblut-Mikrokulturen
Schritt1 5 - 20 ml frisches Blut in phenolfreies Heparin entnehmen

und durch Umdrehen mischen.

Schritt2  Phytohdmagglutinin durch Zugabe von 5 ml steriler physiologischer
Kochsalzlésung mit einer sterilen Spritze rekonstituieren.

Schritt3  Mit einem aseptischen Verfahren das erforderliche Volumen
an Mikrokultur-Medium herstellen (5 ml pro Blutprobe).

Schritt4 Das Mikrokultur-Medium in entsprechend markierte sterile
Flaschchen mit Schraubverschluss pipettieren, und aseptisch
0,1 ml rekonstituiertes PHA hinzugeben. Unmittelbar vor dem Anlegen
der Kultur 0,4 ml heparinisiertes Blut mit einer sterilen Einwegspritze
hinzugeben.

Schritt5  Die Kulturen bei 37°C 72 Stunden lang inkubieren. Jedes Flaschchen taglich
durch Umdrehen mischen.

B. Ernte der Kulturen

Schritt1 Die Fldschchen mit Kultur 1,5 Stunden vor der Ernte aus
dem Inkubator nehmen.

Schritt2 0,15 ml Colcemid-L&sung (25 pg/ml) zu jeder Kultur geben.

Schritt 3 Vorsichtig mischen und wieder in den auf 37°C eingestellten Inkubator
stellen.

Schritt4  Die Kulturen aus dem Inkubator nehmen und in mit MaBeinheiten
versehenen Zentrifugierréhrchen aus Kunststoff Gberfihren,
auf denen Probendaten notiert sind.

Schritt5 Die Kulturen in einer Tischzentrifuge bei 500 x g 5 Minuten
lang zentrifugieren.

Schritt 6  Die Uberstehende Fliissigkeit groRtenteils entfernen und verwerfen.

Schritt7 Den Bodensatz in 6 - 8 ml Kaliumchlorid-Lésung, 75 mmol/l,

vorgewdarmt auf 37°C, resuspendieren und bei 37°C 10
Minuten lang inkubieren.

Schritt 8
Schritt 9

Wie in Schritt 5 beschrieben zentrifugieren und den Uberstand verwerfen.
Mit einer Pasteur-Pipette langsam 6 - 8 ml frisch zubereiteten
Essig-Alkohol zu dem Satz geben und dabei standig auf
einem Vortex-Mischer schiitteln. Das Fixiermittel zunéchst
tropfenweise hinzufiigen, dann langsam traufeln, damit die

Zellen so wenig wie moglich geschadigt werden und sich méglichst wenig

Klumpen bilden.

Schritt 10 Bei 2 - 8°C 10 Minuten lang stehenlassen.

Schritt 11 Leicht zentrifugieren, tberstehende Flissigkeit wie oben
beschrieben entfernen, und langsam weitere 5 ml Essig-
Alkohol hinzuftigen, um den Satz zu resuspendieren.

Schritt 12 Schritt 11 noch zweimal wiederholen, und schlieRlich in
0,5 ml Essig-Alkohol resuspendieren. Diese Zellsuspension
zur Untersuchung auf Objekttrdger auftragen. Es muss
darauf geachtet werden, dass die Zellen nicht hin- und
herbewegt werden.

C. Vorbereitung der Objekttrager

Schritt1  Die Objekttrager missen vollkommen sauber sein. Ein geeignetes

Reinigungsverfahren besteht darin, die Objekttréger tber Nacht in

Chromséure einzuweichen, wonach sie mindestens eine halbe Stunde

lang unter flieBendem Wasser gespiilt und mit einem Glasertuch poliert

werden sollten.

Schritt2 1 bis 2 Tropfen resuspendiertes Zellpréparat in die Mitte eines Glas-
Objekttragers auftragen und ausbreiten lassen.

Schritt3  Uberschiissiges Fixiermittel mit Filterpapier von den Randern des
Objekttragers abwischen.

Schritt4  Sobald die ersten Newton-Ringe erscheinen, vorsichtig blasen, damit der
Objekttrager in der Endphase schneller trocknet.

Schritt5  Mit Giemsa oder 2% Essigsaure-Orzein farben und fixieren.

Fixierte, gefarbte und eingebettete Objekttrager sind bei richtiger
Lagerung unbegrenzt haltbar. Durch Scannen mit schwacher
VergroBerung, Ablesen mit starker VergroBerung und anschlieBende
Mikrophotographie werden letztendlich Karyogramme erstellt, die
bis ins Detail untersucht und mit Fallberichten abgelegt werden
konnen.

ERGEBNISSE

QUALITATSKONTROLLE

Einige Faktoren, darunter Ursprung der Probe, Kulturbedingungen
und Auswahl der Reagenzien kénnen das Ergebnis beeinflussen.
Es wird empfohlen, mit jeder neuen Reagenziencharge parallel Referenzmaterial
mit bekannter, geeigneter Aktivitat zu testen, bevor die Charge fiir Routinetests
verwendet wird.

GRENZEN DES VERFAHRENS

Der genaue Mechanismus der Lymphozytentransformation ist
noch nicht vollstandig erforscht; daher kommt es manchmal zu
unerklédrlichen technischen Fehlern. Da Serumfaktoren bisher
nicht identifiziert sind, kdnnen sie zu Interferenzen fihren, doch
bleibt eine mikrobielle Kontamination der Zellkultursysteme die
haufigste Fehlerquelle. Daher muss das Verfahren fiir Lymphozyten-
kultursysteme genauestens befolgt werden, wenn sie regelméRig
erfolgreich sein sollen. Optimale Ergebnisse hdngen sowohl von
der Auswahl der Kulturbedingungen als auch der Reagenzien ab,
die einen guten Mitoseindex liefern. Daher sind auch das Screening
von Serumzusdtzen vor Gebrauch, die Titrierung von PHA und
die Kenntnis der Patientenvorgeschichte und deren Auswirkungen auf
die Lymphozytenreaktion niitzlich.

KLINISCHE ANWENDUNGEN

Die modale Chromosomenzahl des Menschen betrdgt 46. Humane
Chromosomen sind nach GréRe und Zentromerposition in Gruppen
eingeteilt worden (Denver-Klassifikation”). Chromosomenaberrationen
stehen im Zusammenhang mit einer Reihe kongenitaler Krankheiten,
wie z. B. Down-Syndrom (typischerweise mit einem zusé&tzlichen
kleinen Autosom) und Syndromen, die mit unbestimmter Sexualitat verbunden
sind (Turner-Syndrom, Klinefelter-Syndrom und andere Syndrome mit Anomalien
der Geschlechtschromosomen). Eine erworbene Chromosomenanomalie
kann im Falle einer chronischen myeloischen Leukdmie in einem Teil der
Leukozyten (Philadelphia-Chromosom) nachgewiesen werden, und der
Behandlungsfortschritt kann anhand dieses Markers mitverfolgt werden.
Wenn die Toleranzgrenze bei einer Strahlentherapie erreicht ist, kommt es zu
einer deutlichen Zunahme des Anteils an Zellen mit seltsamer
Chromosomenstruktur. Das Erscheinen dieser Zellen wurde bisher
als Dosierungsrichtlinie verwendet.
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