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1. Tartalma

A humén endothél sejtek izolalasa a Debreceni Egyetem 2-es Belklinika &ltal kidolgozott

protokoll felhasznalasan alapszik. Az itt felvazolt munkautasitasok lehetévé teszik a human

koldokzsindr mintakbol endothél sejtek biztonsagos kinyerését.

2. Hatélya

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

3. A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

3.1 Anyagok

Kiindulasi bioldgiai minta: friss human kéldokzsinor

Medium 199 (Sigma, M 2154)

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

Hanks’s Balanced solution, Sigma (H 9394) (-Ca, -Mg, HCO3)

Collagenase, Sigma (C 9407); 100 mg steril, sziirt (0,22 um) 100 ml Medium 199-ben;

tarolas -20°C-on

70%-os etanol

Sejttenyésztd tapfolyadék Osszetétele:

- Medium 199 (Sigma)

- 10% Bovine serum (Csertex)

- 2% Hepes buffer (1 M, H 0887)

- 1% Penicillin (Sigma) & Streptomycin (P 4333)
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- 1% L-glutamine (G 7513)
- 1% Amphoterincin (A 2942)

3.2 Eszkdzok

kanulok

steril ollé

steril csipesz
steril papirvatta
steril sebészfonal

Pipettor (5, 10 és 25 ml-es egyszer hasznalatos steril miianyag hegyekkel)

15-20 ml-es Falcon milanyag centrifugacsdvek

Eppendorf centrifuga

T25-0s sejttenyészto flaska

37 °C-os termosztat

4. A vizsgélathoz hasznalt mintak el6készitése

A Heim Pal Gyermekkdrhazbdl, illetve a Debreceni Egyetem Szilészeti Klinikajarol érkezett
koldokzsindr mintdk steril PBS-ben érkeznek, melyeket beérkezést kovetden azonnal fel kell
dolgozni, illetve lehet6ség van néhany Oran at szobahémérsékleten tarolni 6ket. A BSL2
laboratériumba bekerilt mintakat a feldolgozas kdzben tilos kivinni, illetve mas laboratoriumban

tarolni.
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Az endothél sejtek izolalasahoz sziikséges tapfolyadékokat BSL2 laboratorium 4 fokos hiit6jében
kell tarolni, az oldatokat elére el kell késziteni. Minden preparalt oldat és tapfolyadek esetében

jelezni kell, hogy ki készitette az oldatot és a lejarati id6t is fel kell tiintetni.
5. A vizsgalat 1épései

5.01. A friss huméan koéldokzsindr mintakat PBS-ben tartjuk izolaléasig, a munkat steril fllkében
kell végezni.

5.02. Megtisztogatjuk a zsinor kiilsé részeit 70%-0s etanollal. A vénaba kanult vezetiink, majd a
behelyezett kanil vastagitott része folott steril fonallal kotjuk el.

5.03. Ezt kovetéen atmossuk a vénat 20-40 ml steril PBS-sel, majd leveg6t is atfajhatunk rajta,
hogy az 6sszes PBS-t kimossuk a vénabol. Ezutan behelyeziink egy kaniilt a zsinér masik végébe
is.

5.04. A kovetkezd 1épésben ismét dtmossuk a vénat, 20-40 ml Hanks’ oldattal, majd szintén
atfjunk rajta levegot is, hogy az 6sszes Hanks’ oldatot eltavolitsuk a vénabol.

5.05. A megtisztitott koldokzsinor vénaba 4-7 ml Collagenase-t téltlink, majd a kantilhdz tartozé
kupakokkal lezarjuk a koldokzsinor két végét, és 12 percre 37°C-0s COz-inkubatorba helyezzUk.

5.06. A 12 perc leteltét kovetéen a vénat 20 ml Medium 199-cel atmossuk, és steril Falcon
centrifugacsobe gyijtjiik a koldokzsinor falarol leemésztett sejteket tartalmazé folyadékot.

5.07. Az igy Osszegylijtott sejteket centrifugaljuk 20 percig, 1000 rpm-mel, 25°C-on.

5.08. Centrifugalast kovetden az Osszegyljtott sejtekrol leszivjuk a feliiliszot, a pelletet 5 mli

tdpfolyadékban felszuszpendaljuk és egy T25-0s sejttenyészt6 flaskaba szélesztjiik.

5.09. Az igy izolalt endothél sejtvonalak tenyésztése a BSL2 laboratérium primer sejtek szamara
dedikalt CO> inkubatoréban torténik. A human koldokzsinorbol izolalt sejteket szigoruan tilos

mas sejttenyésztd laboratorium inkubatordban tarolni és ndveszteni.
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6. Ertékelés

A tovébbiakban immunhisztokémias festéssel (pl. Von Willebrand faktor), illetve aramlasi
citometrias elemzéssel kiilonb6z6 endothél sejtekre jellemzé sejtfelszini markerek segitségével
bizonyitjuk be, hogy az altalunk izolalt sejtek, valoban endothél sejtek. Ezt kvetden a sejteket a
BSL2 sejtlaborban elhelyezett inkubatorban tenyésztjiik ¢és hasznaljuk fel kiilonboz6
kisérletekben.

7. Dokumentélas

A vizsgalat 1épéseir6l jegyz6konyvet kell késziteni, mely tartalmazza mindazokat az adatokat és
informaciokat, ami az izolalds reprodukaldsdhoz szlikséges. Kiilon kiemelendd, hogy a
jegyzokonyvben a datumot pontosan fel kell tlintetni. Az endothél sejtek a BSL2 laborban
tovabbtenyesztésre kerlilnek, igy precizen dokumentalni kell, hogy hany tenyészté flaskaban, s
milyen kondiciok mellett torténik a sejtek tovabbtenyésztése.

8. Munkavédelmi, higiénés rendszabalyok

A BSL2 laboratorium altalanos szabalyai ennél a munkafolyamatndl is érvényesek, s szigoran
betartanddk. A steril sejttenyésztd fiilkék hasznalatat és tisztitasat a BSL2-005 szamu leirdsban

kulon részletesen ismertetjuk.

Az izolalasi folyamat dsszes ismertetett 1épését steril fulke alatt kell elvégezni. Az izolalashoz
hasznalt eszk6zoket a fulkébe vald behelyezés és kivétel soran gondosan le kell mosni 70%-0s
etanollal. Természetesen a sejtek centrifugalasa a fulkén kival torténik. Ezekben az esetekben
viszont a sejteket zart centrifugacsévekben kell tarolni, s tgyelni kell arra, hogy a fiilkébdl

kikeriilé csovek kiilseje szennyezddést ne tartalmazzon.

Az egész proceddra soran keletkezo sejtekkel szennyezett centrifugacséveket, pipetta hegyeket a
filke mellett elhelyezett zarhatd badellaba kell kidobni. A badellakon fel van tiintetve, hogy
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’biohazard’, ezekhez a takaritdé személyzet nem nyulhat, ha megteltek légmentesen le kell zarni

Oket.

Kulondsképpen arra kell vigyazni, hogy ne szennyez6djon be a steril fulke a sejteket vagy vért
tartalmazé folyadékkal. Ha véletlen mégis racseppen a bioldgiai anyagot tartalmazé folyadék a
fllke feluletére vagy oldalara, akkor azonnal fert6tlenitd szerrel (Sprayln-TEVA/Mikozid AF
Liquide) le kell kezelni a szennyezett fellletet, majd eltavolitani a szennyezést és tobbszor
gondosan attisztitani a kontaminalt tertiletet. Az endothél sejtek izolalasa soran kotelez6 az el6irt
védofelszerelés hasznalata: a BSL2 laboratorium hasznélatra dedikalt fehér kdpenyt kell viselni,
tovabba minden miivelet soran gumikesztytit kell hordani. Ha a munka sordn a kesztyli biologiai
szennyezddéssel kontaminalodik, akkor azonnal ) keszty(it kell felvenni. Az eljaras soran az
elsé a legkritikusabb 1épés (amikor a vértdl megtisztitjuk a koldokzsinort), ennél a 1épésnél

célszerli két kesztytit felvenni.




