BSL2-003 szamu munkafolyamat dokumentalasa

A vizsgdlat azonositd kddja:

A vizsgdlat ddtuma:

A vérminta kédja:

Kéd

A munkafolyamat lépései

végrehajtas

igen

nem

N/A

Megjegyzés

5.01

Vérminta szétosztdsa 50 ml-es Falcon-centrifuga-
csovekben; centrifugalas 2500 rpm-mel 15 percig

5.02

A vérplazma 6sszegy(ijtése, a maradék vér (alakos
elemeket) dupldjara higitasa fiziologias sdoldattal

5.03

10 ml Ficoll oldatra (Ficoll Paque) 20 ml vérminta
rarétegzése pipettorral

5.04

Centrifugdlas 2500 rpm-el 20 percig; ezt kdvetGen a
mononukledris sejteket tartalmazo gy(ir(i atpipettazasa
Uj centrifugacsébe

5.05

A centrifugacsovenként 6sszegyjtott 30 ml
folyadékhoz 20 ml fizioldgias séoldat hozzdadasat
(higitas) kovetden centrifugalas 1500 rpm-mel 10
percig

5.06

A sejtpellet felszuszpendalasa 20 ml fizioldgias
séoldattal, majd centrifugalas 1500 rpm-mel 10 percig

5.07

Az 5.06-0s mosasi |épés megismétlése

5.08

A csapadék felszuszpendélasa 10 ml fiziologias
sbéoldattal, majd sejtszdam meghatarozas

5.09

A sejtek el@sz(irése prefilter oszlopon (nylon mesh),
majd a sejtek centrifugalasa 1500 rpm-mel 10 percig

5.10

A sejtek felszuszpendalasa A puffer + CD14 microbeads
oldattal

511

A gyongyokkel 6sszekevert sejtszuszpenzid inkubélasa
jégen 20 percig

5.12

A magneses gyongyok kimosdasa 5 ml A pufferrel;
centrifugdlas 10 percig 1500 rpm-el; majd a sejtek
felvétele 5 ml A pufferben

5.13

A magneses oszlop (MACS LS) beillesztése a
quadroMACS késziilékbe, majd az oszlop el6mosasa 3
ml A pufferrel

5.14

Az 5 ml sejtszuszpenzio felvitele az oszlopra, az atfolyd
sejtek gy(ijtése centrifugacsébe

5.15

Az oszlop mosasa 3x3 ml A pufferrel; az atfolyo sejtek
egybegyljtése centrifugacsébe

5.16

A magneses mez&bdl az oszlop eltdvolitdsa; eludlas 5
ml A pufferrel kiilon tiszta centrifugacsébe.

5.17

A sejtszam meghatdrozas Birker kamraval

5.18

A sejtek lecentrifugalasa 10 percig 1500 rpm-mel, a
sejtek felvétele 1 ml tapfolyadékban (RPMI-1640)

5.19

Az elszeparalt sejtek szétosztdsa sejttenyésztd
flaskakba vagy azonnali feldolgozdasa

Az 5.08-as lépésben meghatdrozott PBMC sejtek szama:

Az 5.17-es lépésben meghatdrozott monocita sejtek szdma:

A vizsgélat eredményének rovid értékelése:

A vizsgdlatot végezte:

A vizsgalatot ellendrizte:




