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1. Tartalma

A huméan monocitak izolalasa a Miltényi Biotec cég altal kidolgozott protokoll felhasznélasan
alapszik. Ez a sejt szeparalo eljaras a Miltényi Biotec altal forgalmazott kitek és technoldgidk
adaptalasaval torténik. Az itt felvazolt munkautasitasok lehet6vé teszik a human periférias

vermintakbdl CD14 pozitiv monocitak biztonsagos kinyeréset és tisztitasat.
2. Hatélya

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC) dolgozéira vonatkozik,
akik engedellyel rendelkeznek a DE OEC BMBI-BSL2 laboratorium hasznalatara.

3. A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

3.1 Anyagok

Kiindulési biolégiai minta: Vérado Alloméasrdl szarmazo friss vérkészitmény (buffy coat; 50-100

ml-es kiszerelés)

Sejttenyésztd tapfolyadék: 10% FBS tartalmi RPMI-1640 tapfolyadek (Hyclone)
CD14 microbeads (Miltenyi; huméan monocitak szeparalasara)

Ficoll Paque (GE Healthcare)

Fiziol6gias séoldat

A puffer: PBS (pH 7.2) + 0.5% BSA + 2 mM EDTA

3.2 Eszkozok

Eppendorf centrifuga

QuadroMACS magneses sejtszeparator készulék (Miltenyi)
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MACS LS oszlop (Miltenyi)

50 ml-es Falcon milanyag centrifugacsovek

T25-06s sejttenyészto flaska

Prefilter oszlop (Pre-Separation Filters; Miltenyi)

Burkerkamra

Pipettor (5, 10 és 25 ml-es egyszer hasznalatos steril miianyag hegyekkel)
4. A vizsgalathoz hasznalt mintak el6készitése

A Véradd alloméasrél kapott vérmintak zart zacskdban érkeznek, ezeket beérkezést kovetéen
azonnal fel lehet dolgozni, illetve lehetdség van néhany dran at tarolni 6ket a BSL2
laboratériumban talalhatd 4 fokos hiitészekrényben. A BSL2 laboratdriumba bekerult
vérpreparatumot a feldolgozas el6tt vagy kdzben tilos kivinni, illetve mas laboratériumban

tarolni.

A monocitak szeparalasahoz sziikséges oldatokat elére el kell késziteni és a BSL2 laboratérium 4
fokos hiitéjében kell tarolni. Minden preparalt oldat és tapfolyadék esetében jelezni kell, hogy ki

készitett az oldatot és a lejarati id6t is fel kell tiintetni.
5. A vizsgélat Iépései

5.01. A human vérmintakat steril fiilke alatt kell kinyitni és szét kell 6ket onteni 50 ml-es steril

Falcon-centrifugacsovekben; centrifugélas 2500 rpm-mel 15 percig szobahémérsékleten.

5.02. A vérplazmat ideiglenes milanyag taroloba ontjiik, a maradék vért (alakos elemeket)

duplajara kell higitani fizioldgias séoldattal az eredeti Falcon centrifuga

csovekben.
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5.03. Vérmintak rétegzese Ficoll oldatra: 10 ml Ficoll oldatra (Ficoll Paque) 20 ml vérmintéat kell

lassan, Gvatosan rarétegezni pipettor segitségével.

5.04. Centrifugalas 2500 rpm-el 20 percig majd ezt kovetden az €16 mononuklearis sejteket

tartalmazo gyiri atpipettazasa Uj centrifugacsébe.

5.05. A centrifugacsdvenként 6sszegyiijtétt 30 ml folyadékhoz 20 ml fiziol6gias séoldat
hozzaadéasat (higitas) kovetoen centrifugalas 1500 rpm-mel 10 percig.

5.06. A csapadékot (a lecentrifugalddott sejtiiledeket) fel kell szuszpendalni 20 ml fizioldgias
sooldattal, majd lecentrifugéalni 1500 rpm-mel 10 percig.

5.07. Az 5.06-0s mosasi 1épés megismeétlése.

5.08. A csapadek felszuszpendalésa 10 ml fizioldgias sooldattal, majd a sejtszam meghatarozésa
Birkerkamras szdmolassal. Opcionalisan 1 millié sejtet félre lehet tenni aramlasi citometrias

analizishez (a félretett sejtek tarolasa: a BSL2 laboratorium 4 fokos hiitészekrényében).

5.09. A sejtek elésziirése benedvesitett prefilter oszlopon (nylon mesh), majd a sejtek

centrifugalasa 1500 rpm-mel 10 percig.

5.10. A sejtek felszuszpendalasa 80 ul A puffer + 20 ul CD14 microbeads oldattal (107 sejtszam
esetén). Kisebb sejtszamnal célszerli aranyosan csokkenteni az A puffer és a mikro-gyongyok

mennyiségét.
5.11. A gyongyokkel 6sszekevert sejtszuszpenzid inkubalasa jégen (4 Celsius fokon) 20 percig.

5.12. A sejtekhez nem kotédott magneses gyongyok kimosasa 5 ml A pufferrel; centrifugélas 10

percig 1500 rpm-mel; majd a sejtek felvétele 5 ml A pufferben.

5.13. A magneses oszlop (MACS LS) beillesztése a quadroMACS késziilékbe, majd az oszlop

elémosasa 3 ml A pufferrel.
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5.14. Az 5 ml sejtszuszpenzid felvitele az oszlopra, az atfolyo sejtek gyiijtése centrifugacsébe.
5.15. Az oszlop mosasa 3x3 ml A pufferrel; az atfolyo sejtek egybegytijtése centrifugacsobe.
5.16. A pozitiv sejtek szeparalasa: a magneses mez6bol az oszlopot el kell tavolitani; elualas 5
ml A pufferrel torténik, a pozitiv sejtek gyujtése kulon tiszta centrifugacsébe.

5.17. A sejtszdm meghatarozas Biirker kamréval, opcionalisan hozzavetéleg 1-1 millid sejtet
félre lehet tenni aramlasi citometrias és RNS vizsgalatokhoz.

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

5.18. Az elszeparélt sejtek (ekkor mar tiszta monocita populdcid) szétosztisa sejttenyésztd
flaskakba (1.5x 10° sejt/ml).

5.19. Az igy létrejétt monocita sejtpopuldcié tenyésztése 3-5 napig torténhet a BSL2
laboratérium primer sejtek szdméra dedikalt CO. inkubatordban (opciondlisan a monocitak
kiilonféle citokinekkel kezelhet6k a kiilonféle iranyd sejtatalakitas elosegitése céljabol). A vérbol
izolalt monocitékat szigorGan tilos mas sejttenyésztd laboratorium inkubatoraban tarolni és
néveszteni.

6. Ertékelés

A kisérlet eredményeként meg kell hatérozni, hogy hany milli6 monocitéat sikertlt kinyerni egy-
egy vérkészitménybo6l. Tovabba fontos megallapitani, hogy a szétvélogatott sejtek mennyire
életképesek, illetve mennyire alkotnak tiszta sejtpopuléaciot. Ennek vizsgalatara a leghatékonyabb
modszer az &ramlési citometrias elemzés. Ezzel a modszerrel lehetévé valik annak a
meghatarozasa, hogy a sejtek hany szédzaléka CD14 pozitiv (a CD14 a human monocitak
legfontosabb sejtfelszini markere).

7. Dokumentélas

A vizsgalat 1épéseirdl jegyzokonyvet kell késziteni, mely tartalmazza mindazokat az adatokat és
informaciokat, ami a szeparalési kisérlet reprodukalaséhoz sziikséges. Kiilon kiemelendd, hogy a

jegyzékonyvben a datumot pontosan fel kell tiintetni, illetve sziikséges dokumentélni a buffy
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coat kodjat is. Tovabba a jegyz6konyvnek tartalmaznia kell, hogy hany ml vérmintabol indult ki
a vizsgalat és fel kell tlintetni, hogy hany millié monocitat sikerdlt izolalni (mekkora lett a
hozam). Ha a monocitak a BSL2 laborban tovabbtenyésztésre keriilnek, akkor precizen
dokumentalni kell, hogy hany tenyészt6 flaskaban, s milyen kondiciok mellett torténik a sejtek
tovabbtenyésztése.

8. Munkavédelmi, higénés rendszabalyok

A BSL2 laborat6érium altalanos szabalyai ennél a munkafolyamatnal is érvényesek, s szigordan
betartandok. A steril sejttenyészt6 fiilkék hasznalatat es tisztitdsat a BSL2-005 szamu leirasban

kulon részletesen ismertetjuk.

A 6-0s pontban ismertetett Iépések tdlnyomo részét steril fulke alatt kell elvégezni. Ez az jelenti,
hogy a vérmintat csak a steril fllke alatt szabad kibontani és szétonteni centrifugacsdvekbe.
Tovébba a steril fllke alatt kell dolgozni a quadroMACS készulékkel is. A quadroMACS
készilleket a fulkébe valo behelyezés és kivetel sordn gondosan le kell mosni 70%-os etanollal.
Természetesen a sejtszamolas, az aramlasi citometrias analizis és a sejtek centrifugalasa a fulkén
kivul torténik. Ezekben az esetekben viszont a sejteket zart centrifugacsdvekben kell tarolni, s

ugyelni kell arra, hogy a fiilkébdl kikeriil6 csovek kiilseje szennyez6dést ne tartalmazzon.

Az egész proceddra sorén keletkez6 szennyezett zacskot, sejtekkel szennyezett centrifuga-
csoveket, magneses oszlopokat, pipetta hegyeket a fllke mellett elhelyezett zarhat6 badellaba
kell kidobni. A badellakon fel van tiintetve hogy ’biohazard’, ezekhez a takarité személyzet nem
nyulhat, ha megteltek légmentesen le kell zarni 6ket. Az eljaras soran keletkeznek olyan
folyadék (pl. a magneses oszlop mosasa soran) melyek viszonylag tomény potencialisan
veszeélyes sejtszuszpenziot tartalmaznak, ezek kdzvetlenil nem keriilhetnek a badellakba hanem

elséként Clorox-ot tartalmazo taroloedenyekbe keriilnek.
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Az 5-0s pontban bemutatott tisztitas 1épéseit figyelmesen kell végrehajtani (kdzben lehetbleg ne
beszélgessink, telefonaljunk) kilonosképpen arra kell vigyazni, hogy ne szennyezdjon be a
steril flke, a sejteket vagy vért tartalmazo folyadékkal. Ha véletlentil mégis racseppen a
bioldgiai anyagot tartalmazé folyadék a fiilke felliletére vagy oldaléra, akkor azonnal fert6tlenité
szerrel (SprayIn-TEVA/Mikozid AF Liquide) le kell kezelni a szennyezett feltletet, majd
eltavolitani a szennyezést és tobbszor gondosan attisztitani a kontaminalt teriletet. A monocitak
izolalasa soran kotelez6 az elbirt védofelszerelés hasznalat: a BSL2 laboratérium hasznalatra
dedikalt fehér kopenyt kell viselni, tovabba minden miivelet soran gumikesztytit kell hordani. Ha
a munka soran a kesztyii biologiai szennyezddéssel kontaminalodik, akkor azonnal 1j kesztytit
kell felvenni. Az eljaras soran az elso6 a legkritikusabb Iépés (amikor a vért szétontjlk centrifuga

csovekbe), ennél a 1épésnél célszerii két kesztylt felvenni.




