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I. SCOPO E APPLICAZIONE

La presente SOP si riferisce al campionamento e biobancaggio delle cellule mononucleate da sangue periferico (PMBCs),
che costituiscono ’oggetto di studi di laboratorio di diversa natura in ambito neurologico (per es. studi biochimici,
funzionali, di genetica molecolare, differenziazione iPSCs). La presente SOP ¢ stata redatta sulla base delle procedure in
uso nei diversi IRCCS descritte dagli stessi nel corso di una indagine preliminare e di procedure descritte nella letteratura.
E seguita una revisione della prima versione della SOP da parte dei singoli IRCCS. Infine ¢ stata svolta una operazione

di sintesi delle varie osservazioni provenienti dagli IRCCS che ha portato alla versione definitiva.

II. PROTOCOLLO

Prelievo venoso da effettuare preferibilmente da vena antecubitale.

Fascia oraria per prelievo venoso: indifferente.

Digiuno del paziente prima del prelievo: non necessario.

Provette per prelievo di sangue: litio eparina (tappo verde) oppure EDTA (tappo viola). La scelta del tipo di provetta ¢

influenzata dal previsto utilizzo delle PMBCs.

Volume di sangue da prelevare: preferibilmente 10 mL.

Tempo tra prelievo e processazione: max 6 ore, idealmente entro 1 ora.




Temperatura del sangue tra prelievo e processazione e durante processazione: T ambiente.

Procedura

1. Invertire 2-3 volte delicatamente la provetta di sangue e trasferire il sangue in una provetta da centrifuga (per es.

provetta Falcon da 50 mL).

2. Nella provetta da centrifuga diluire il sangue con eguale volume (rapporto 1:1) di PBS o soluzione fisiologica (NaCl
0,9%).

3. Preparare una provetta da centrifuga da 50 mL e versarvi un volume (v. sotto*) di gradiente di densita (Histopaque
1700 o Ficoll-Paque o Lympholyte) portato a temperatura ambiente. (*Per determinare il volume di gradiente di densita:

il rapporto tra sangue diluito e gradiente deve essere compreso tra 1:1 e 2:1).

4. Depositare lentamente (eventualmente goccia a goccia mediante pipetta Pasteur) il sangue diluito sul gradiente di

densita evitando di disturbare la superficie.

5. Centrifugare: per es. 500 x g, 30 minuti. Disattivare freno (freno 0).

6. Al termine della centrifugazione, il contenuto della provetta apparira stratificato. Utilizzando una pipetta Pasteur o una
pipetta sierologica sterile, prelevare 1’anello opalescente (costituito dalle PBMCs) che si trova nell’interfaccia tra il plasma
ed il gradiente, e trasferirlo in una provetta da centrifuga da 15 mL contenente 6-10 mL di PBS oppure 10 mL di DMEM
con 15% di FBS. Prima del prelievo dell’anello delle PBMCs si possono eventualmente aspirare con cautela, con una
pipetta Pasteur o una pipetta P1000, i 2/3 dello strato superiore (contenente il plasma), facendo attenzione ad evitare di
causare un movimento dell’anello delle PBMC:s.

7. Capovolgere delicatamente la provetta per lavare le cellule.

8. Centrifugare.

9. Rimuovere il surnatante.

10. Aggiungere 5-10 mL di PBS oppure 10 mL di DMEM con 15% di FBS.

11. Capovolgere delicatamente la provetta per lavare le cellule.

12. Centrifugare.

13. Rimuovere il surnatante.

Alternativa ai puntida 6 a 13



A. Utilizzando una pipetta Pasteur o una pipetta sierologica sterile, prelevare 1’anello opalescente (costituito dalle
PMBCs) che si trova nell’interfaccia tra il plasma ed il gradiente, e trasferirlo in una provetta da centrifuga da 50 mL
portandola a 50 mL con sol. fisiologica.

B. Centrifugare.

C. Scartare meta del sopranatante.

D. Diluire con sol. fisiologica portando a volume di 50 mL.

E. Centrifugare.

F. Rimuovere il surnatante.

14. Risospendere il pellet in 1-3 mL di PBS o sol. fisiologica.

15. In una nuova provetta di PP da 0,5 mL, trasferire 10 uL di sospensione cellulare e 10 uL di trypan blue 0,4% (rapporto
1:1). Pipettare 10 uL di sospensione cellulare diluita in una camera di conta (per es. Countless Cell Counting Chamber
Slides per Countless Automated Cell Counter, Invitrogen). Eseguire la conta delle cellule.

16. Calcolare il volume necessario di medium di congelamento dopo avere identificato, in base al numero di cellule, le
aliquote necessarie per il biobancaggio (2-5 x 10° PBMCs per aliquota).
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17. Trasferire i corrispondenti volumi in provette di PP per crioconservazione.

18. Aggiungere alle provette sol. fisiologica (1 mL), centrifugare, eliminare il surnatante.

19. Risospendere il pellet cellulare in medium per il congelamento (per es. FBS con 10% DMSO, 1 mL per provetta;

alternative: DMEM high-glucose con o senza FBS, StemPro-34 SFM, tutti addizionati di DMSO 10%).

20. Riporre le provette a -80°C per 24-48 ore in contenitore da congelamento cellulare (per es. Nalgene Mr. Frosty o

analoghi), poi trasferirle in azoto liquido. I punti 19-20 consentono di biobancare, e poi scongelare, cellule vitali.

21. Alternativamente ai punti 19-20: una volta eliminato il surnatante della centrifugazione del punto 18, congelare il

pellet cellulare a -80°C. In questo modo si ottengono pellet cellulari per saggi proteici o per estrazione di acidi nucleici.
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