
 Phytohämagglutinin (Analysenreagenz)
 Phytohämagglut in in (Analysenreagenz)  ist  

ein lyophilisiertes Präparat eines wässrigen Extrakts 
aus ausgewählten Saatbohnen der Sorte Phaseolus 
spp. Jedes Fläschchen enthält ca. 45 mg lyophilisiertes 
Extrakt.

 J e d e s  F l ä s c h c h e n  l y o p h i l i s i e r t e s  P H A  
sollte durch Zugabe von 5 ml steriler physiologischer 
Kochsalz lösung mit  einer steri len Einweg-
Spritze zur subkutanen Injektion rekonstituiert 
werden. Die Verwendung anderer Lösungen 
kann zu Trübungen führen. Der Verschluss 
des Fläschchens sol lte steri l is iert  werden,  
indem er  mit  Äther  abgewischt  wird.  Die  
Nadel sollte durch die Mitte des Stopfens gestochen 
und bei der Rekonstitution senkrecht gehalten 
werden.

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

VorsichtsmAssnAhmen
Nur zur Verwendung durch Fachpersonal.

H i n w e i s e  a u f  p o t e n t i e l l  g e s u n d h e i t s g e f ä h r d e n d e  S u b s t a n z e n  
entnehmen Sie bitte den Sicherheitsdatenblättern des Herstellers  
und den Produktetiketten.

SICHERHEITSVoRKEHRuNgEN
1. W i e d e r v e r w e n d b a r e  g e r ä t e  m ü s s e n  n a c h  g e b r a u c h  d u r c h  

geeignete Verfahren sterilisiert werden, vorzugsweise durch Autoklavieren bei 
121°C, mindestens 15 Minuten lang. Einwegmaterialien müssen autoklaviert 
oder verbrannt werden.

2. Verschüttetes oder verspritztes potentiell  infektiöses Material  
muss sofort mit saugfähigen Papiertüchern entfernt und die kontaminierten 
Flächen mit einem herkömmlichen, bakterienabtötenden Desinfektionsmittel 
oder 70%igem Alkohol gereinigt werden. Das zum Entfernen von Spritzern 
verwendete Material (auch Handschuhe) muss als infektiöser Abfall entsorgt 
werden.

3. Nicht  mit  dem Mund p ipett ieren.  Bei  der  Handhabung von  
Proben oder bei der Testdurchführung Einweghandschuhe und  
Schutzbrille tragen. Nach Beendigung des Verfahrens die Hände gründlich 
waschen.

4. In Übereinstimmung mit den gLP-Richtlinien gelten alle Proben  
a ls  potent ie l l  in fekt iös  und müssen mit  äußerster  Vors icht  
gehandhabt werden.

WICHTIgE HINWEISE ZuR HANDHABuNg
1. M a t er i a l ,  d a s  An z e i ch en  e i n er  b a kt er i e l l en  Ko n t a mi n a t i o n  

aufweist,  sol lte verworfen werden. Bisweilen kommt es ohne 
Bakterienwachstum zu einer leichten Trübung. Dadurch werden  
die Eigenschaften von PHA nicht beeinträchtigt.

2. Aseptische Verfahren sind von entscheidender Bedeutung.

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

ProBenentnAhme, trAnsPort UnD LAGerUnG

PRoBENENTNAHME6

Der Erfolg einer zytogenetischen Analyse anhand von Vollblutkulturen 
hängt von der Konzentration normal funktionstüchtiger Lymphozyten 
zur Zeit  der Probenentnahme ab.  Da diese Konzentration durch  
eine Infektion oder Medikamente beeinflusst werden kann, sollten Personen, 
denen Proben für zytogenetische Studien entnommen werden, möglichst 7 Tage vor 
der Blutentnahme für die Tests keine Medikamente eingenommen haben. Ebenso 
kann der Mitoseindex während anergischer Phasen bestimmter Krankheiten 
(z. B. Hodgkin-Krankheit, Sarkoidose usw.) beträchtlich, und in geringerem  
M a ß e  b e i  g e s u n d e n  F r a u e n  w ä h r e n d  d e r  l e t z t e n  P h a s e n  d e r  
Schwangerschaft vermindert werden.

B l u t p r o b e n  f ü r  L y m p h o z y t e n k u l t u r e n  d ü r f e n  n i c h t  m i t 
Konservierungsmitteln versetzt werden. Aseptische Verfahren sind  
von entscheidender Bedeutung.
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(Analysenreagenz)
VerwenDUnGszweck
Phytohämagglutinin wird verwendet, um die Mitose von Lymphozyten in einem 
Zellkultursystem zu stimulieren und zytogenetische Studien der Chromosomen 
zu erleichtern.

zUsAmmenfAssUnG UnD erLäUterUnG Des tests3,5,6

Phytohämagglutinin (PHA) ist der Freiname wässriger Extrakte aus  
den Samen bestimmter Pflanzen, vor allem aus Phaseolus spp. ursprünglich 
wurde PHA aufgrund seiner starken Erythrozyten-agglutinierenden Wirkung2 

zur Trennung von Leukozyten aus Vollblut verwendet. Später fand man heraus, 
dass durch PHA eine progressive Mitose von Lymphozyten in einer gewebskultur 
hervorgerufen wird4.

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

GrUnDLAGen Des VerfAhrens
Z u r  D u r c h f ü h r u n g  d i e s e s  V e r f a h r e n s  m u s s  e i n e  g e e i g n e t e 
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 Lösung behandelt. Dadurch schwellen die Zellen an, und durch die 
Lyse der Erythrozyten können die Chromosomen in angemessen fixierten und 
gefärbten Präparaten auf objektträgern identifiziert werden.

reAGenz

INHALT DES KITS
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BESCHREIBuNg, VoRBEREITuNg uND EMPFoHLENE 
LAgERuNgSBEDINguNgEN
Siehe auch Vorsichtsmaßnahmen.

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

LAgERuNg DER PRoBEN
Blutproben sollten unverzüglich getestet werden, sofern dies möglich ist. Wenn 
es unbedingt notwendig ist, können sie maximal 48 Stunden lang bei 2 - 8°C 
gelagert werden.

testVerfAhren

MITgELIEFERTE MATERIALIEN
Siehe inhalt des kits.

BENöTIgTE, JEDoCH NICHT MITgELIEFERTE MATERIALIEN uND gERÄTE
1. Mikrokultur-Medium

 Ausreichend für 25 Tests
• 100 ml Medium RPMI 1640
• 25 ml fetales Kälberserum
• 1,25 ml glutamin (200 mmol/l)
• 1,25 ml Penizillin (5000 IE/ml)/Streptomycin (5000 µg/ml)
• 2,5 ml phenolfreies Heparin (1000 IE/ml)

2. Colcemid (Sigma Laboratories) 25 µg/ml Lösung.

3. 75 mmol/l Kaliumchlorid-Lösung.

4. Essig-Alkohol. 1 Teil Eisessigsäure: 3 Teile Methanol (analysenreines Reagenz).

5. giemsa oder 2% Essigsäure-orzein.

6. Fixiermittel.

7. glas-objektträger und Deckgläser.

8. Zentrifugierröhrchen aus Kunststoff.

9. Inkubator.

10. Tischzentrifuge.

11. Vortex-Mischer.

12. Lichtmikroskop.

TESTDuRCHFÜHRuNg1,6

Bisher wurden Vollblut oder isolierte Leukozyten für zytogenetische 
S t u d i e n  v e r w e n d e t .  D i e  V e r w e n d u n g  v o n  V o l l b l u t  i s t  j e d o c h 
am einfachsten und am weitesten bei Routine-Studien verbreitet. Wie  
bei jedem Zellkulturverfahren werden nur dann optimale Ergebnisse 
erz ie l t ,  wenn adäquate Bedingungen für  d ie  Kultur  geschaffen  
werden. Serumzusätze sollten vor gebrauch untersucht werden, um 
s icherzuste l len ,  dass  nur  Chargen  gewähl t  werden,  d ie  ke ine 
inhibitorische Wirkung haben. Da der relative gehalt an aktivem PHA 
von Charge zu Charge leicht variieren kann, ist es möglicherweise  
von Vorteil, 2 PHA-Konzentrationen zu testen.

A. Vorbereitung von Vollblut-mikrokulturen

schritt 1 5 - 20 ml frisches Blut in phenolfreies Heparin entnehmen  
und durch umdrehen mischen.

schritt 2 Phytohämagglutinin durch Zugabe von 5 ml steriler physiologischer 
Kochsalzlösung mit einer sterilen Spritze rekonstituieren.

schritt 3 Mit einem aseptischen Verfahren das erforderliche Volumen  
an Mikrokultur-Medium herstellen (5 ml pro Blutprobe).

schritt 4 Das Mikrokultur-Medium in entsprechend markierte sterile 
Fläschchen 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.

schritt 5 Die Kulturen bei 37°C 72 Stunden lang inkubieren. Jedes Fläschchen täglich 
durch umdrehen mischen.

B. ernte der kulturen

schritt 1 Die Fläschchen mit Kultur 1,5 Stunden vor der Ernte aus  
dem Inkubator nehmen.

schritt 2 0,15 ml Colcemid-Lösung (25 µg/ml) zu jeder Kultur geben.

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

schritt 4 Die Kulturen aus dem Inkubator nehmen und in mit Maßeinheiten 
versehenen Zentrifugierröhrchen aus Kunststoff überführen,  
auf denen Probendaten notiert sind.

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

schritt 6 Die überstehende Flüssigkeit größtenteils entfernen und verwerfen.

schritt 7 Den Bodensatz in 6 - 8 ml Kaliumchlorid-Lösung, 75 mmol/l, 
vorgewärmt  auf  37°C ,  resuspendieren  und  be i  37°C  10  
Minuten lang inkubieren.

schritt 8 Wie in Schritt 5 beschrieben zentrifugieren und den Überstand verwerfen.

schritt 9 Mit einer Pasteur-Pipette langsam 6 - 8 ml frisch zubereiteten 
Ess ig-Alkohol  zu  dem Satz  geben und dabei  ständig  auf  
einem Vortex-Mischer schütteln. Das Fixiermittel zunächst 
tropfenweise hinzufügen, dann langsam träufeln, damit die  
Zellen so wenig wie möglich geschädigt werden und sich möglichst wenig 
Klumpen bilden.

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

schritt 11 Leicht  zentr i fugieren,  überstehende Flüssigkeit  wie oben 
beschrieben entfernen,  und langsam weitere 5 ml  Ess ig- 
Alkohol hinzufügen, um den Satz zu resuspendieren.

schritt 12 Schr itt  11 noch zweimal  wiederholen,  und schl ießl ich in  
0,5 ml Essig-Alkohol resuspendieren. Diese Zellsuspension  
zur  untersuchung  auf  objekt t räger  auf t ragen.  Es  muss  
darauf  geachtet  werden,  dass  d ie  Zel len n icht  h in-  und  
herbewegt werden.

c. Vorbereitung der objektträger

schritt 1 Die objektträger müssen vollkommen sauber sein. Ein geeignetes 
Reinigungsverfahren besteht darin, die objektträger über Nacht in 
Chromsäure einzuweichen, wonach sie mindestens eine halbe Stunde 
lang unter fließendem Wasser gespült und mit einem gläsertuch poliert 
werden sollten.

schritt 2 1 bis 2 Tropfen resuspendiertes Zellpräparat in die Mitte eines glas-
objektträgers auftragen und ausbreiten lassen.

schritt 3 Überschüssiges Fixiermittel mit Filterpapier von den Rändern des 
objektträgers abwischen.

schritt 4 Sobald die ersten Newton-Ringe erscheinen, vorsichtig blasen, damit der 
objektträger in der Endphase schneller trocknet.

schritt 5 Mit giemsa oder 2% Essigsäure-orzein färben und fixieren.

Fixierte, gefärbte und eingebettete objektträger sind bei richtiger 
L a g e r u n g  u n b e g r e n z t  h a l t b a r .  D u r c h  S c a n n e n  m i t  s c h w a c h e r 
Vergrößerung, Ablesen mit starker Vergrößerung und anschließende 
Mikrophotographie werden letztendlich Karyogramme erstellt, die  
bis ins Detai l  untersucht und mit Fal lberichten abgelegt werden  
können.

erGeBnisse

QuALITÄTSKoNTRoLLE
Einige Faktoren, darunter ursprung der Probe, Kulturbedingungen  
und Auswahl der Reagenzien können das Ergebnis beeinflussen.  
Es wird empfohlen, mit jeder neuen Reagenziencharge parallel Referenzmaterial 
mit bekannter, geeigneter Aktivität zu testen, bevor die Charge für Routinetests 
verwendet wird.

Grenzen Des VerfAhrens
Der  genaue  Mechan ismus  der  Lymphozytentrans format ion  i s t  
noch nicht vol lständig erforscht;  daher kommt es manchmal zu  
unerk lär l i chen  techn ischen  Feh lern .  Da  Serumfaktoren  b i sher  
nicht identifiziert sind, können sie zu Interferenzen führen, doch  
bleibt eine mikrobiel le Kontamination der Zel lkultursysteme die  
häufigste Fehlerquelle. Daher muss das Verfahren für Lymphozyten-
kultursysteme genauestens befolgt werden, wenn sie regelmäßig 
erfolgreich sein sol len.  optimale Ergebnisse hängen sowohl von  
der Auswahl der Kulturbedingungen als auch der Reagenzien ab,  
die einen guten Mitoseindex liefern. Daher sind auch das Screening 
von Serumzusätzen vor  gebrauch,  d ie  T i tr ierung von PHA und 
die Kenntnis der Patientenvorgeschichte und deren Auswirkungen auf  
die Lymphozytenreaktion nützlich.

kLinische AnwenDUnGen
Die modale Chromosomenzahl des Menschen beträgt 46. Humane 
Chromosomen sind nach größe und Zentromerposition in gruppen 
eingeteilt worden (Denver-Klassifikation7). Chromosomenaberrationen 
stehen im Zusammenhang mit einer Reihe kongenitaler Krankheiten, 
wie z.  B.  Down-Syndrom (typischerweise mit einem zusätzl ichen  
kleinen Autosom) und Syndromen, die mit unbestimmter Sexualität verbunden 
sind (Turner-Syndrom, Klinefelter-Syndrom und andere Syndrome mit Anomalien 
der geschlechtschromosomen). Eine erworbene Chromosomenanomalie 
kann im Falle einer chronischen myeloischen Leukämie 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  
e iner  deut l ichen Zunahme des Antei ls  an Zel len mit  se ltsamer 
Chromosomenstruktur. Das Erscheinen dieser Zellen wurde bisher  
als Dosierungsrichtlinie verwendet.
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