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2. ZIELSETZUNG

Zusammenstellung aller relevanten Standardarbeitsanweisungen (SOPs) inklusive
Probenbegleitbogen (PBB) zur standardisierten und qualitatskontrollierten Sammlung,
Prozessierung, Lagerung und Dokumentation des Basismaterialsets von humanen
Bioproben von SARS-CoV-2 infizierten Patient*innen und entsprechenden Kontrollen im
Rahmen der NAPKON-Studie.



3. UBERSICHT BIOPROBENSAMMLUNG

Entnahme von Bioproben + Dokumentation von assoziierten Daten im Labor-Informations-Management-System (LIMS)

Hinweis zur Ethik: Jegliche Entnahme von Bioproben im Rahmen der NAPKON-Studie ist nur zuldssig sofern eine unterschriebene Patient*innen-
Einwilligung hierfir vorliegt.

a) Blut
Probenart Volumen Verarbeitung Aliquotierung/Lagerung bei -80°C bzw. in Sicherheitshinweise
Stickstoff in 2D-codierten Cryorohrchen (s. auch Kapitel 4)
Serum 4,9 ml | Zentrifugation e Serum: max. 8x0,3 ml e Schutzstufe 2
Gewinnung von Serum e PSA*
Citrat-Blut 4,3 ml | Zentrifugation e Plasma: max.7x0,3 ml * Sicherheitswerkbank
Auf vollstandige Gewinnung von Plasma Klasse 2 empfohlen
Befiillung achten! * Aerosolbildung
Heparin-Blut 9ml | Isolierung von PBMCs, |e Plasma: max. 16 x 0,3 ml (nur bei Heparin- oder vermeiden (z. B. bei
Alternativ: Gewinnung von Plasma EDTA-Blut) Zentrifugation)
2. Réhrchen EDTA- (nur bei Heparin- oder |e PBMCs isolieren und Zellzahl einstellen auf
Blut 9 ml oder BD EDTA-Blut) 10x10° Zellen/ml = Aliquotanzahl variiert je
CPT-Heparin 8 ml nach Zellzahl; max. 4 x 0,5 ml
EDTA-Blut 4,9 ml Zentrifugation e Plasma: max. 8 x0,3 ml
Gewinnung von e Zellulare Bestandteile (Buffy coat): 2 x 0,5 ml
e Plasma
e Zellen = Buffy coat
PAXgene® RNA-Blut | 2,5ml | Keine e Direktes Einfrieren der Rohrchen nach Lagerung
Abnahme direkt in von mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur
RNA-R6hrchen (RT)
Auf vollstindige
Befiillung achten!

#PSA = Personliche Schutzausriistung (Schutzkittel, Einmalhandschuhe Nitril, Schutzbrille/Gesichtsschild, Mundschutz (bei Umgang mit respiratorischen Proben mind. FFP2))



b)

Sonstige Bioproben

Probenart Volumen Verarbeitung Aliquotierung/Lagerung bei -80°C bzw. in Sicherheitshinweise
Stickstoff in 2D-codierten Cryoréhrchen (s. auch Kapitel 4)
Oropharyngealab- 1 Abstrich | Keine Oro- und Nasopharyngealabstrich: Direktes Schutzstufe 2
strich/Nasopharyn- Einfrieren in 2,0 ml Cryoréhrchen mit PSA (Mundschutz,
gealabstrich® oder Speichel DNA/RNA Shield™ mind. FFP2?)
(s. unten) [bei Intensivpa- Sicherheitswerkbank
tient*innen BAL oder ENTA Klasse 2 verwenden
(s. unten) im Rahmen Aerosolbildung
diagnostischer Eingriffe] vermeiden (z_ B. bei
Speichel 1 Salivette® | Keine Direktes Einfrieren der Salivette® Zentrifugation)
Bronchoalveolare Lavage ca.5-10 ml | Zentrifugation BALF: max.5x 1,6 ml
(BAL)® Gewinnung von BAL-Zellen: Zellzahl einstellen auf
(bei Intensivpatient*innen) e Uberstand 2x10° Zellen/ml| = Aliquotanzahl variiert je
e Zellen nach Zellzahl; max. 6 x 0,3 ml
Trachealsekret (ENTA)® 2 ml Versetzen mit ENTA: max. 3x 1,6 ml
(bei Intensivpatient*innen) 6 ml DNA/RNA
Shield™
Urin® 10 ml Zentrifugation Uberstand: max. 10 x 0,5 ml Schutzstufe 2
Gewinnung von Sediment: 1 x 0,5 ml PSA
e Uberstand Sicherheitswerkbank
e Sediment Klasse 2 empfohlen
Aerosolbildung
vermeiden (z. B. bei
Zentrifugation)

° wird max. 1x pro Woche abgenommen

! filtering face piece 2




4. HINWEISE ZUM UMGANG MIT BIOPROBEN VON SARS-COV-2

POSITIV-GETESTETEN PATIENT*INNEN

Zum Umgang mit biologischen Arbeitsstoffen, wie humanen Bioproben, sind die
Regelwerke Biostoffverordnung (BioStoffV), Infektionsschutzgesetz, Arbeitsschutzgesetz
und Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA 400) malgeblich. Vom
Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) wurde am 26.05.2020 ein aktualisierter
Beschluss veroffentlicht, der die Eingruppierung des neuartigen SARS-CoV-2 Virus sowie
Empfehlungen zu nicht gezielten Tatigkeiten (Labordiagnostik, Lagerung) und gezielten
Tatigkeiten fur positiv getestete Bioproben behandelt.

Bitte stimmen Sie das angemessene Vorgehen in lhrer Einrichtung mit ihrem/ihrer
zustidndigen Beauftragten fiir die biologische Sicherheit ab, da lokale Abweichungen von
den unten aufgefiihrten Vorgaben moglich sind.

Es gilt zu beachten: das Virus SARS-CoV-2 wurde aus Praventionsgriinden vorldufig der
Risikogruppe 3 zugeordnet.

o Nicht gezielte Tatigkeiten im Rahmen der Labordiagnostik von SARS-CoV-2, ausgehend
vom Untersuchungsmaterial, z. B. die Probenvorbereitung und -aufbereitung, die
Inaktivierung zur Durchfiihrung molekularbiologischer Techniken (PCR) sowie die
Verwendung von positiv getestetem Untersuchungsmaterial (ohne Vermehrung oder
Anreicherung der Viren) als Referenzmaterial zur Erprobung alternativer SARS-CoV-2-
Nachweis- und Testverfahren, kénnen unter den Bedingungen der Schutzstufe 2
durchgefiihrt werden. Vorzugsweise sollte mit inaktivierten Proben gearbeitet werden.

o Alle Tatigkeiten, die zur Freisetzung von SARS-CoV-2 fiihren kénnen, z. B. das Offnen
von ProbengefdRen mit respiratorischem Material (Abstriche, Sputum, BAL, etc.) sind
in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchzufiihren. Dabei sind Schutzkittel und

geeignete Schutzhandschuhe zu tragen. AtemschutzmafRnahmen (mindestens FFP2-
Schutzmasken) und das Tragen von Schutzbrillen oder Gesichtsschilden werden im
Rahmen der Primardiagnostik empfohlen und sind anzuwenden bei der
Weiterverwendung von  positiv  getestetem  Untersuchungsmaterial als
Referenzmaterial zur Erprobung alternativer SARS-CoV-2 Nachweisverfahren.

o Die Tatigkeiten haben durch fachkundige Beschaftigte zu erfolgen, die auch zur
sicheren Handhabung zum Tragen der personlichen Schutzausristung unterwiesen
sind.

o Nach der Arbeit ist eine Desinfektion und Entsorgung moglicherweise kontaminierter
Oberflachen, Materialien oder der personlichen Schutzausriistung so umzusetzen, das
eine Verschleppung und Exposition der Beschaftigten oder Dritter mit dem SARS-CoV-2
ausgeschlossen ist. Die Moglichkeit eine flir SARS-CoV-2 reservierte



Sicherheitswerkbank oder eine andere rdaumliche Trennung von anderen
Arbeitsbereichen vorzusehen kann in diesem Zusammenhang sinnvoll sein.

o Gerzielte Tatigkeiten nach §5 BioStoffV mit dem SARS-CoV-2, wie z.B. dessen
Vermehrung, Verfahren zur Anreicherung von infektiésen nicht-inaktivierten Viren, die
Verwendung von SARS-CoV-2 infizierten Zellkulturen und Proben, welche bereits
angereichertes Virus enthalten, sind in Laboratorien der Schutzstufe 3 durchzufiihren.

Quelle: Ausschuss fur Biologische Arbeitsstoffe — ABAS, Beschluss 1/2020 in aktualisierter
Fassung vom 26.05.2020

Eine Ubersicht zum aktuellen Stand im Umgang mit SARS-CoV-2-Proben ist der Webseite
des German Biobank Node (GBN) zu entnehmen:

http://www.bbmri.de/covid-19/arbeiten-mit-sars-cov-2-proben/
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5. VORBEREITUNG ENTNAHME-KITS NAPKON-STUDIE

Sofern am jeweiligen Standort Entnahme-Kits fiir die NAPKON-Studie vorab
zusammengestellt werden sollen, kann dies anhand folgender Ubersicht erfolgen.

Alternativ zu den hier angegebenen Blutentnahmerdhrchen (Monovetten) von Sarstedt ist
auch die Verwendung vergleichbarer Blutentnahmerdhrchen, z. B. Vacutainer von Becton
Dickinson (BD) o. &. zulassig.

a) Zusammenstellen der benotigten Verbrauchsmaterialien (ausfiihrliche
Informationen siehe aktuelle Version der Bestelllibersicht)

Verbrauchsmaterial Hinweis/Abbildung (kann abweichen!)

Folientiite fiir alle benétigten Beschriften: ,,NAPKON-Studie” (ggf.
Verbrauchsmaterialien und ggf. Unterlagen | Erganzung der jeweiligen Plattform)
1x Serum-Monovette 4,9 ml (Verschluss :
weiB, EU Farbcode; Bestellnr. 04.1934, ' “%-_-
Sarstedt)

Bildquelle: [1]
1x Citrat-Monovette 4,3 ml (Verschluss :
griin, EU Farbcode; Bestelinr. 04.1922, T & Coagulation
Sarstedt) = :

Bildquelle: [2]
1x Heparin-Monovette 9 ml (Verschluss
orange, EU Farbcode; Bestellnr. 02.1065, -

== g

Sarstedt) —— = Li-Meparin
Hinweis: Sollten fiir die Aufreinigung der Bildquelle: [3]
PBMCs andere Réhrchen verwendet
werden (z. B. EDTA-Monovette 9 ml, CPT
8 ml, s. unten), entfillt diese Monovette!
1x EDTA-Monovette 4,9 ml (Verschluss rot,
EU Farbcode; Bestellnr. 04.1931, Sarstedt) ,!___F ,‘3 ,EW-A .K" .

Bildquelle: [4]
1x BD Vacutainer™ CPT™ Preparation
Tubes with Sodium Heparin 8 ml @ e
(Bestellnr. 362780, Becton Dickinson) ' Wl 8 B
Hinweis: Sollten fiir die Aufreinigung der Bildquelle: (]
PBMCs andere Rohrchen verwendet
werden (z. B. Heparin- oder EDTA-
Monovette 9 ml, s. oben), entfillt dieses
Rohrchen!
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Verbrauchsmaterial

Hinweis/Abbildung (kann abweichen!)

1x BD PAXgene®-Rohrchen 2,5 ml

g - : - %
(Bestellnr. 762165, Becton Dickinson) K H N .-~
g =2 r =
Bildquelle: [6]
1x Luer-Adapter® )
(Bestellnr. 367300, Becton Dickinson) "
Bildquelle: [7]
1x Membran-Adapter®
(Bestellnr. 14.1112, Sarstedt)
Bildquelle: [8]
1x Vacutainer Einmalhalter®
(Bestellnr. 364815, Becton Dickinson)
Bildquelle: [9]
Luer-Adapter + Membran-Adapter +
Vacutainer Einmalhalter®
L ¥
§ sofern Monovetten (Sarstedt) zur ﬁ
Blutentnahme verwendet werden, sind die :
Adapter fiir BD-R6hrchen (PAXgene®, CPT) -
zu verwenden S
®.
e
%
Bildquelle: [10]
Blutkultur-Adapter LongNeck mit
montiertem Membran-Adapter
(Bestellnr. 14.1207, Sarstedt); alternativ
zuldssig zur Kombination aus Luer-Adapter
+ Membran-Adapter + Vacutainer Bildquelle: [11]
Einmalhalter
1x Urin-Monovette 10 ml s
(Bestellnr. 10.252, Sarstedt)
: ~
Bildquelle: [12]
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Verbrauchsmaterial Hinweis/Abbildung (kann abweichen!)

1x Urinbecher
(Bestellnr. 75.562.105, Sarstedt) i

Bildquelle: [13]

Salivette® (entféllt bei Entnahme eines
Oro- oder Nasopharyngealabstrichs)
(Bestellnr. 51.1534, Sarstedt)

Bildquelle: [14]

Sterile Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer in
Blistern ohne Medium fiir Oro- oder

Nasopharyngealabstrich Bildquelle: [15]
(Bestellnr. 502CS01, Hain Lifescience)

1 ml verschlieBbares Rohrchen gefiillt mit | Fiir Oro- oder Nasopharyngealabstrich
0,9%iger Kochsalzlésung

2D-codierte 2,0 ml Cryoréhrchen gefiillt Fiir Oro- oder Nasopharyngealabstrich
mit 0,4 ml DNA/RNA Shield™ (Bestellnr.
R1100-50 o. R1100-250, Zymo Research)

Fir Intensivpatient*innen zusatzlich: Fiir Gewinnung von Trachealsekret
15 ml-Zentrifugenrohrchen gefiillt mit 6 mi
DNA/RNA Shield™ (entfillt bei Entnahme
von Bronchoalveoldrer Lavage)

b) Rohrchen mit entsprechenden Proben-ID-Etiketten bekleben

Die nachfolgende Benennung der Bioprobenarten, die auf den Proben-ID-Etiketten
angegeben sind, bezieht sich auf die verwendeten Bezeichnungen im LIMS des Deutschen
Zentrums fur Herz-Kreislauf-Forschung (DZHK).

e 1x Serum-Ro6hrchen mit Etikett ,Serum”

e 1x Citrat-Rohrchen mit Etikett , Citrat”

e 1x Heparin-/EDTA 9 ml-/CPT-R6hrchen mit Etikett ,Heparin fiir PBMC"/,,EDTA fiir
PBMC“/,,CPT fur PBMC”

e 1x EDTA-R6hrchen 4,9 ml mit Etikett ,,EDTA Vollblut”

e 1x BD PAXgene®-Réhrchen mit Etikett ,,PAX-Gene”

e Urin-Monovette mit Etikett ,Urin“. Das Etikett fur die Urin-Monovette aufen an
die Packung tackern (nach Offnen sonst unsteril).

e 1Ix Salivette® mit Etikett ,Speichel” (entfdllt bei Entnahme eines Oro- oder
Nasopharyngealabstrichs)
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Nur bei Intensivpatient*innen:
o Gefal(e) (z. B. 50 ml Zentrifugen-Réhrchen) mit Bronchoalveoldrer Lavage mit
Etikett ,,BAL” (entfallt bei Entnahme von Trachealsekret)
e 15ml Zentrifugen-Rohrchen gefillt mit DNA/RNA Shield™ mit Etikett
»Trachealsekret” (entfallt bei Entnahme von Bronchoalveolarer Lavage)

c) Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation iiber ein LIMS maoglich ist:
Ausdrucken der notwendigen Unterlagen und Etikettieren
e Ausdrucken aller relevanten PBB (s. Anlage)
e Aufdie Folientiite (s. Kap. 5a) sowie die KIT-ID-Felder der PBB Papier-Etiketten mit der
gleichen KIT-ID aufkleben
e Auf die Proben-ID-Felder der PBB und auf die Entnahmeréhrchen die entsprechenden
Etiketten mit der gleichen Proben-ID aufkleben (ein Etikett fiir das
Entnahmerdhrchen, Papier-Etiketten fir die PBB)
e 1x Hauspostumschlag mit der Adresse der Studienassistenz beschriften und ebenfalls
beilegen (fur PBB, die an die Studienassistenz zuriickgeschickt werden sollen)

13



6. STANDARDARBEITSANWEISUNGEN (SOPS)

Nachfolgend werden alle fir die Bioprobensammlung im Rahmen der NAPKON-Studie
erforderlichen SOPs aufgeflhrt:

e Blutgewinnungund -verarbeitung zu Serum, Plasma, zelluldaren Bestandteilen (Buffy
coat) und PBMCs sowie RNA-stabilisiertem Blut (PAXgene®)

e Oropharyngealabstrich oder Nasopharyngealabstrich oder Speichel, im Falle von
Intensivpatient*innen Bronchoalveoldre Lavage (BAL) oder Trachealsekret (ENTA)

e Uringewinnung und -verarbeitung

14



NAPKON-Studie

Standardarbeitsanweisung

10.2020/V2.0

Blutentnahme und -verarbeitung

NAPKON-SOP-01: Blutentnahme und -verarbeitung

Dokumentenkategorie:

Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit:

ab Freigabe

Anderungshinweis:

S. 18: Hinweis Nachteil Vacutainer gestrichen und Erganzung
Abkiirzung PBMC

S. 18, 20, 35, PBB 1B, 6B, 7B, Flow Chart S. 9:
Plasmagewinnung bei CPT-R6hrchen gestrichen

S. 20, 22: PAXgene® Erganzung Hinweis vollstandige Befillung
S. 21, PBB 2B: Erganzung Dokumentation Ruhezeit in
unveranderter Kérperhaltung vor Blutentnahme

S. 21: Erganzung Hinweis Arterielle Blutentnahme

S. 21, PBB 1B, 3B, Flow Chart S. 2: Anpassung Reihenfolge
Blutentnahme

S. 21: Erganzung Zulassigkeit vergleichbarer
Blutentnahmerdhrchen von BD o. a.

S. 22, A3 S. 4: Anpassung Textabschnitt Befiillung Vacutainer-
Systeme an Entnahmereihenfolge

S. 24, Flow Charts S. 4ff.: Erganzung Hinweis Einsatz der
Bremse bei Zentrifugation

S. 24ff., 29, 32, Flow Charts S. 4-7: Zwischenlagerung bis
Aliquotierung gestrichen, Ergdanzung maximal erlaubter
Zeitraum bis zum Einfrieren

S. 24 ff. 29f., 32f., 37, Flow Charts S. 4-7, 9: Erganzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 26, Flow Chart S. 6: Anpassung Vorgehen Buffy coat

S. 27: Erganzung Hinweis weitere Methoden PBMC-Gewinnung
und Empfehlung PBMC-Reinigung mittels Variante 1 oder 2

S. 30, 33, 37, Flow Charts S. 7, 9: Anpassung Aliquote PBMCs

S. 30, 34, 37: Erganzung Hinweis Einhaltung Zellzahl/ml und
Dokumentation im LIMS

S. 32: Schritt 15 Ergdnzung ,,ohne Bremse”

S. 35: Erganzung maximal erlaubter Zeitraum bis zur
Zentrifugation

S. 35, Flow Chart S. 9: Korrektur 1. Zentrifugationsschritt
erfolgt mit Bremse

S. 36, Flow Chart S. 9: Anpassung Zentrifugationsdauer Schritte
9,12,15
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Standardarbeitsanweisung

10.2020/V2.0

Blutentnahme und -verarbeitung

S. 36: Modifikation Abbildung 5

S. 38, Flow Chart S. 8: Anpassung Vorgehen RNA-Blut und
Ergdnzung maximal erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren
PBB 2B: Erganzung Abfrage Visiten-Nr. und parenterale
Ernahrung

PBB 4B-6B, 8B: Ergdanzung Abfrage Auffalligkeiten Probe
PBB 2S: Erganzung Hinweis ,,Bioprobe je nach Auswahl”

Anlagen:

Al: Handbuch CPT

A2: Handbuch Leucosep™

A3: Vorgehen Blutentnahme im Rahmen der NAPKON-Studie
A4: Herstelleranleitung SepMate™

PBB 1B-9B ,,Blut”

Flow Chart zur Blutentnahme: Vorbereitung

Flow Chart zur Blutentnahme

Flow Chart zur Blutverarbeitung Serum

Flow Chart zur Blutverarbeitung Citrat-Plasma

Flow Chart zur Blutverarbeitung EDTA-Plasma

Flow Chart zur Probenverarbeitung von Heparin- oder EDTA-Blut zu
Plasma und PBMCs

Flow Chart zur Probenverarbeitung RNA-R6hrchen PAXgene®
Flow Chart zur Probenverarbeitung von BD-CPT zu PBMCs
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Blutentnahme und -verarbeitung

1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf von Blutentnahmen und die

Weiterverarbeitung der Blutproben unter standardisierten Bedingungen innerhalb der

NAPKON-Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

Monovetten

Vacutainer

PAXgene® RNA Tube

PBMC

BD CPT

PBB
RNA/DNA
RT

Xg

min

ml

Blutentnahmeréhrchen  nach  diesem  System  (z. B.
Monovette®) entsprechen dem Aufbau einer Spritze. Durch
Herausziehen des Stempels entsteht ein Unterdruck, der die
Blutentnahme beschleunigt (Aspirationssystem).

Innerhalb des ProbengefaRes dieses Typs (z. B. Vacutainer®)
herrscht ein Unterdruck. Wird es auf den mit der
Punktionskantile verbundenen Adapter gesteckt, wird durch
diesen Unterdruck das Blut angesaugt.

Blutentnahmerohrchen, das ein Additiv enthdlt, das die
intrazellulare RNA stabilisiert und damit die Standardisierung
von Genexpressionsanalysen ermdéglicht. Die RNA wird bereits
im  Blutentnahmeréhrchen wahrend der Blutentnahme
stabilisiert.

peripheral blood mononuclear cell (mononukledre Zellen des
peripheren Blutes)

Becton Dickinson Cell Preparation Tube;
Blutentnahmerohrchen mit integriertem FICOLL™-Gradienten
zur Gewinnung von PBMCs.

Probenbegleitbogen
Ribonukleinsaure/Desoxyribonukleinsaure
Raumtemperatur
Zentrifugationsgeschwindigkeit in g
Minuten

Milliliter
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EDTA Ethylendiamintetraessigsaure: Komplexbildner

Heparin Gerinnungshemmer

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phophate buffered saline)
Hamolyse Zerstorung von Erythrozyten und Freisetzung intrazellularer

Bestandteile

ZVK Zentraler Venenkatheter

3. Geltungsbereich

Fiir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fiir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Lokale SOPs zur Blutentnahme

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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6. Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

6.1. Benotigte Materialien
Blutentnahmerdhrchen (ggf. bereitgestellt im Entnahme-Kit)

Probenart Volumen Verwendung fiir Verarbeitung

Zentrifugation;

Serum 4,9 ml Biomarkeranalysen Gewinnung von
Serum
Citrat-Blut Zentrifugation;
Auf vollstindige 4,3 ml Gerinnungsanalysen Gewinnung von
Befiillung achten! Plasma
Heparin-Blut Gewinnung vor'\
. Plasma (nur bei
Alternativ: Heparin- oder
2. Réhrchen EDTA- 9ml Zellulare Immunologie EDTA-Blut);
Blut oder BD CPT : ’
Heparin Isolierung von
PBMCs
Plasma: Klinische Chemie, Zentrifugation;
EDTA-Blut 4,9 ml Metabolomics, Protgomics, etc. Gewinnung von
Buffy coat: Gewinnung Plasma und
genomischer DNA Buffy coat
PAXgene®
RNA-Blut 25ml RNA-Isolation, Keine

Auf vollstiandige
Befiillung achten!

Expressionsanalysen

6.2. Benotigte Dokumente

e Etiketten mit Proben-ID fiir Blutréhrchen (Serum, Citrat, Heparin oder 2. EDTA 9 ml
oder CPT, EDTA 4,9 ml und PAXgene®)
Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation lber ein LIMS moglich ist:
e Aktuellste Version des PBB ,Blut“ mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)
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6.3. Arbeitsanleitung

6.3.1. Blutentnahme
Grundsatzlich gilt: Jegliche Gewinnung von Bioproben muss sich an den Richtlinien der

,Guten wissenschaftlichen Praxis“ orientieren!

1. Patient*innenvorbereitung

Parameter NAPKON-Studie

Dauer von Nahrungs- und Bitte im LIMS dokumentieren
Flissigkeitskarenz (Nichternheit)

Tageszeit der Blutentnahme Bitte im LIMS dokumentieren
Ruhezeit in unveranderter Falls moglich: 5-10 min

Korperhaltung vor Blutentnahme Bitte im LIMS dokumentieren

Korperhaltung bei Blutentnahme Sitzend oder liegend moglich
Bitte im LIMS dokumentieren

2. Blutentnahme

Parameter NAPKON-Studie
Dauer der Blutstauung vor Blutentnahme | Nach Mdoglichkeit maximal 1 Minute, 6ffnen
sobald Nadel in Vene und Blut flie3t!

Arterielle Blutentnahme Nicht zuldssig!

Blutentnahme aus zentralem Zulassig

Venenkatheter (ZVK) Bitte im LIMS dokumentieren
Probenreihenfolge bei Blutentnahme Reihenfolge: Serum = Citrat = Heparin

(entfallt bei CPT oder 2. EDTA-R6hrchen 9 ml)
- EDTA - CPT (entfallt bei Heparin- oder 2.
EDTA-Rohrchen 9 ml) 2 RNA-Blut

Die Blutentnahme hat gemaR den lokalen giiltigen Arbeitsanweisungen zu erfolgen. Liegt
keine solche vor ist anhand von Dokument NAPKON-SOP-01_Anlage 3 vorzugehen.

Neben den Blutentnahmerdhrchen (Monovetten) von Sarstedt ist auch die Verwendung
vergleichbarer Blutentnahmeréhrchen, z.B. Vacutainer von Becton Dickinson (BD)
0. d. zuldssig.
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Folgendes ist bei der Befiillung der Blutréhrchen zu beachten:

Reihenfolge der Befiillung, wie oben beschrieben, einhalten. Es ist sehr wichtig die
Blutrohrchen vollstindig zu befiillen, insbesondere bei Citrat-, CPT- und PAXgene®-
Réhrchen!

Verwendung von Monovetten-Systemen: Fiillen Sie die Monovetten durch gleichmaRigen Zug
am Stempel (ibermaBiger Unterdruck und damit zu schnelles EinflieRen kann Hamolyse
bedingen!). Der Stempel kann nach vollstandiger Befiillung unter leichtem Druck abgeknickt
werden. Anschliefend wird die Monovette nach einer leichten Linksdrehung vom Multi-
Adapter abgezogen, 2-3-mal um 180° geschwenkt (Luftblase muss komplett durchlaufen) und
dann aufrecht in einen Stander gestellt (entsprechend der Ausrichtung nachher bei der

Zentrifugation).

Befiillung der Vacutainer-Systeme (CPT (BD), PAXgene®):
Falls fiir die Blutentnahme ein Monovetten-System verwendet wird, missen fiir das Beflllen
der Vacutainer Rohrchen auf die Kanlile der Sarstedt Membran Adapter, der Vacutainer Luer

Adapter und der Vacutainer Einmalhalter aus Kunststoff aufgesetzt werden (s. Abbildung 1).

CPT-Rohrchen in Vacutainer Einmalhalter einflihren und ca. 8 ml Blut sammeln (Rickfluss und
Kontakt des Rohrcheninhalts mit dem Stopper vermeiden). Réhrchen nach dem Befiillen
2-3-mal um 180° schwenken (nicht schitteln!) und bei RT aufrecht in den Stander stellen.

Optimal: innerhalb von 2 h weiterverarbeiten.

PAXgene® RNA Vacutainer-Rohrchen in Vacutainer Einmalhalter einfiihren, nach der
vollstandigen(!) Befiillung (ca. 2,5 ml, schwarze Markierung am Réhrchen) ca. 8-10x Giber Kopf
schwenken. Bei RT 2 h aufrecht stehend lagern bis zum Einfrieren bei -20°C und nach 24 h

finale Lagerung bei -80°C.

22



7\
\

Standardarbeitsanweisung .
Blutentnahme und -verarbeitung

10.2020/V2.0

o Vor der Befiillung des Paxgene Réhrchens den Butterfly mit Adapter versehen (siehe Abb. A, B)

Abb. A und B:
Einzelne Komponenten (A), zusammengestecktes System (B):
Adaptersystem fiir die Abnahme von Blut in Kombination von Sarstedt und BD-System (Safety-Multifly-Set, Membran-
Adapter Sarstedt, Einweghalter).
1. und 2. Membran-Adapter (1.) und Einweghalter (2.) auf Safety-Multifly-Set (Sarstedt) stecken.
3. Erst nach Punktion und Aufsetzen des Adapters darf die Nadel des Adapter-Systems in das Vacutainer
PAXgene Blutrdhrchen eingefiihrt werden. (Bei vorherigem Einfiihren entweicht das Vakuum aus dem
Blutréhrchen).

Abbildung 1: Adaptersystem fiir die Abnahme von Blut in Kombination von Sarstedt- und BD-Systemen
(Bildquelle: [16])
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6.3.2. Anweisung zur Weiterverarbeitung der Blutproben

Die Empfehlungen zur Verarbeitung von Citrat-Blut zu Plasma basieren auf einer SOP der
KORA Fit-Studie.

Die Empfehlungen zur Verarbeitung von EDTA-Blut (Plasma und Zellen), RNA-Blut und Serum
basieren auf einer SOP der Nationalen Kohorte e. V.

Die Angaben zur Verarbeitung von PBMC mittels Ficoll basieren auf der SOP der ,Immune
Monitoring Unit“ des Institutes fur Virologie; Helmholtz-Zentrum Miinchen/TU Minchen.

Es gilt: Je schneller die Verarbeitung nach der Blutentnahme erfolgt, umso besser
(Empfehlung: 1-2 Stunden)! Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse, sofern nicht

anders angegeben.

6.3.2.1. Serum

a. Serum-Monovette wird nach der Blutentnahme 2-3-mal um 180° geschwenkt
(Luftblasen missen vollstandig durchlaufen)

b. Stehende Lagerung bei RT bis zur schnellstmoglichen Weiterverarbeitung und
Versand ins Labor/Biobank >  wichtig: Koagulationszeiten nach
Herstellerangaben einhalten (mind. 30 min) bei stehender Lagerung!

c. Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme

o Zentrifugation bei 2000 x g, 15 min, RT

d. Transfer des Serums mittels z. B. steriler Einwegpipette ohne Berihren des
Blutkuchens in ein 15 ml Zentrifugen-Réhrchen (z. B. Falcon® Tube); Rohrchen
nach Befillen fest verschlieBen und Serum durch 2-3-maliges schwenken (nicht
schitteln!) gut mischen

e. Aliquotierung und Einfrieren moglichst direkt nach Zentrifugation = Aliquotierung
in max. 8 x 0,3 ml in 2D-codierte 0,5 ml Cryordéhrchen

f. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verkniipfen mit
Primdrproben-1D

g. Schnellstmogliches Einfrieren bei <-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme
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6.3.2.2. Citrat-Blut
a. Natrium-Citrat-Monovette wird nach der Blutentnahme 2-3-mal um 180°
geschwenkt (Luftblasen missen vollstandig durchlaufen)
b. Stehende Lagerung bei RT bis zur sofortigen Weiterverarbeitung
c. Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme
o Zentrifugation bei 2000 x g, 15 min, RT
d. Von der zentrifugierten Natrium-Citrat-Monovette maximales Volumen an Plasma
ohne Berihrung der Buffy coat Schicht z. B. mittels steriler Einweg-Pasteurpipette
in ein 15 ml Zentrifugen-Réhrchen (z. B. Falcon® Tube) abnehmen; R6hrchen nach
Beflillen fest verschlieRen und Plasma durch 2-3-maliges schwenken gut mischen
e. Aliquotierung und Einfrieren moglichst direkt nach Zentrifugation - Aliquotierung
in max. 7 x 0,3 ml in 2D-codierte 0,5 ml Cryordéhrchen
f. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit
Primarproben-ID
g. Schnellstmogliches Einfrieren bei £-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme
6.3.2.3. EDTA-Blut
I. Plasma
a. EDTA-Monovette wird nach der Blutentnahme 2-3-mal um 180° geschwenkt
(Luftblasen missen vollstdandig durchlaufen)
b. Stehende Lagerung bei RT bis zur schnellstmoglichen Weiterverarbeitung und
Versand ins Labor/Biobank
o Optimal: Weiterverarbeitung innerhalb von 1-2 h
c. Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme
o Zentrifugation bei 2000 x g, 15 min, RT
d. Von der zentrifugierten EDTA-Monovette maximales Volumen an Plasma ohne

Berlihrung der Buffy coat Schicht z. B. mittels steriler Einweg-Pasteurpipette in ein

15 ml Zentrifugen-Réhrchen (z. B. Falcon® Tube) abnehmen; Rohrchen nach
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Befiillen fest verschlieBen und Plasma durch 2-3-maliges schwenken gut mischen
e. Aliquotierung und Einfrieren moglichst direkt nach Zentrifugation = Aliquotierung
in max. 8 x 0,3 ml in 2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen
f. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit
Primarproben-ID

g. Schnellstmogliches Einfrieren bei <-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme

- PLASMA 55 %

ARRREN AN

‘ BUFFY COAT<1%

1 (weiRe Blutzellen und Blutplattchen)
- ROTE BLUTZELLEN 45 %

Abbildung 2: EDTA-Plasma nach Zentrifugation
(Bildquelle: [17])

Il. Zelluldre Bestandteile (Buffy coat)

a. Lagerung der zellularen Bestandteile bis zur Weiterverarbeitung: 4°C bzw.
Eiswasser

b. Nach Abnahme des Plasmas (s. 0.) moglichst direktes Einfrieren der zelluldren
Bestandteile. Dazu die Zellen der Buffy coat-Schicht inkl. einem geringen Anteil der
oberen und unteren Schichten (Plasma und Erythrozyten) mittels z. B. steriler
Einwegpipette abheben (ca. 1-1,5 ml) und in ein neues 15 ml Réhrchen liberfihren.
Die Zellen durch vorsichtiges Mischen mittels Einwegpipette homogenisieren (2-3-
mal auf und abpipettieren); lberfihren von 2x0,5ml in 2D-codierte 0,5 ml
Cryordhrchen

c. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknlpfen mit
Primdrproben-1D

d. Schnellstmogliches Einfrieren bei <-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme
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6.3.2.4. PBMC-Reinigung (Vollblut aus unterschiedlichen R6hrchentypen zuldssig)

Bitte je nach verwendeter Variante entsprechende Standards/Arbeitsanleitungen
beachten! Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse, sofern nicht anders angegeben.

Als Alternative zu den Leucosep™-Rohrchen (Variante 2) kann auch das SepMate™-System
(STEMCELL Technologies) nach Herstellerangaben verwendet werden. Die Anleitung des
Herstellers ist der Anlage A4 zu entnehmen. Es sollten moglichst keine weiteren Methoden
zur Anwendung kommen (vorherige Absprache mit Bioprobenkern erforderlich, wenn doch
geplant).

Empfehlung fiir geiibte Labore bzw. Biobanken: PBMC-Reinigung liber Ficoll-Gradienten

(Variante 1) oder mittels Leucosep™- bzw. SepMate™-Réhrchen (Variante 2) durchfiihren
fiir die zusatzliche Generierung von Plasma-Aliquoten.

Fir alle Varianten gilt:

Kontrolliertes Einfrieren durch Verwendung von Einfrierhilfen, wie z. B. Mr. Frosty oder
Biocision CoolCell (-1°C pro Minute)
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A) Variante 1: Aufreinigung mittels Ficoll-Gradienten (aus Heparin- oder EDTA-

Monovetten)

Reagenzien (Beispiele fur geeignete Medien):

e 9 ml Heparin- oder EDTA-Monovette mit Vollblut

e Medium: RPMI 1640 medium (Gibco, cat. no. 61870010) erganzt mit 1 % PenStrep
(Gibco, cat. no. 15140122) und 2-10 % FCS

e Ficoll Trenn-Lésung: Dichte 1.077 g/ml, Aufbewahren bei RT in Dunkelheit!

e Live/Dead Farbeldsung: Trypan Blue (Sigma-Aldrich, cat.no. 9359-250ML) in PBS
verdiinnt (1:4)

e Einfriermedium: 10 % DMSO in FCS, frisch hergestellt, bis Benutzung bei 4°C lagern

e Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, cat.no. D4540)

e Fetales Kalberserum (FCS, Biochrom AG, cat.no. S0115)

e Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, cat. no. 14190094): pH 7.45

Durchfihrung unter sterilen Bedingungen (Werkbank):

1. Heparin-Monovette oder EDTA-Monovette wird nach der Blutentnahme 5-mal um
180° geschwenkt (Luftblasen miissen vollstandig durchlaufen)

2. Lagerung ausschlieBlich bei RT

3. Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme

o Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT

4. Abnehmen der Plasmaschicht bis ca. 0,5 cm oberhalb der Leukozytenschicht, z. B.
mittels steriler Einweg-Pasteurpipette und tberfiihren in ein 15 ml Zentrifugen-
Réhrchen

5. Zentrifugation des Plasmas bei 2000 x g, 15 min, RT

6. Abnehmen des Plasmas, z.B. mittels steriler Einweg-Pasteurpipette und

Uberfihren in ein 15 ml Zentrifugen-Rohrchen
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7.

10.
11.

12.

13.

14.

Réhrchen nach Befiillen fest verschlieBen und Plasma durch 2-3-maliges
schwenken gut mischen

Zeitnahe Aliquotierung in max. 16 x 0,3 ml-Aliquote in 2D-codierte 0,5 ml
Cryorohrchen

Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verkniipfen mit
Primarproben-ID

Schnellstmogliches Einfrieren bei £-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme

Restlichen Inhalt der Monovette (aus 4., Plasma wurde entnommen) in ein leeres
Zentrifugen-Rohrchen tberflihren und mit PBS auf 35 ml auffillen

In einem weiteren leeren Zentrifugen-Réhrchen (50 ml) 15 ml raumtemperierten
Ficoll vorlegen

Langsames Auffiillen des Rohrchens mit dem verdiinnten Heparin- oder EDTA-Blut
aus 11. Beachten: Schichten sollten nicht vermischt werden.

Zentrifugation 800 x g, 20 min, RT, ohne Bremse

~t——  PBS-Schicht (a)

Periphere mononukledre Blutzellen (PBMC)
und basophile Granulozyten (b)

=+ Ficollschicht

\/L Erythrozyten/Granulozyten

Abbildung 3: 50 ml Zentrifugen-Réhrchen nach Zentrifugation
(Bildquelle: [17])
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15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

Abnehmen des Uberstands bis ca. 0,5 cm oberhalb der Leukozytenschicht, z. B.
mittels steriler Einweg-Pasteurpipette, Uberstand verwerfen

Abnehmen der Leukozytenschicht (Abbildung 3, (b)) und Ubertrag in ein neues
50 ml Zentrifugen-Rohrchen

Auffillen mit PBS auf 45 ml

Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT

Uberstand verwerfen

Resuspendieren des Pellets mit 10 ml PBS

Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT

Uberstand  verwerfen, erneutes resuspendieren in  Medium  zur
Zellzahlbestimmung

Bestimmung der Zellzahl

Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT

Uberstand verwerfen, erneutes resuspendieren in Einfriermedium auf eine
Konzentration von 10x108/ml. Wichtig ist die Dokumentation der tatsichlichen
Zellzahl pro Aliquot im LIMS.

Aliquotieren in max. 4 x0,5 ml mit einer Konzentration von 10x10° Zellen/ml
(= 5x108 Zellen pro Aliquot) in 2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen = mindestens
2 Aliguote mit angegebener Konzentration beflllen, ggf. Volumen pro Aliquot
reduzieren! Wichtig ist die Einhaltung der vorgegebenen Zellzahl/ml!
Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-ID und verkniipfen mit
Primarproben-ID

Langsames Einfrieren der Zellen durch die Verwendung von Einfrierhilfen, wie z. B.
CoolCell® Cell Freezing Containers (Biocision) oder Mr. Frosty (Nalgene),
Zwischenlagerung fur max. 14 Tage bei -80°C moglich, Langzeitlagerung in N:

Gasphase
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B) Variante 2: Aufreinigung mittels Leucosep™-Roéhrchen (Leucosep™ Centrifuge Tubes,

Greiner Bio-One) — alternativ.  Verwendung des SepMate™-Systems nach

Herstellerangaben méglich (STEMCELL Technologies)

Reagenzien (Beispiele fir geeignete Medien):

9 ml Heparin- oder EDTA-Monovette mit Vollblut

Leucosep™-Rohrchen, 50 ml (Greiner Bio-One)/alternativ: Leucosep™-Rohrchen,
50 ml, befiillt mit Ficoll (Greiner Bio-One)

Medium: RPMI 1640 medium (Gibco, cat. no. 61870010) erganzt mit 1 % PenStrep
(Gibco, cat. no. 15140122) und 2-10 % FCS

Ficoll Trenn-Lésung: Dichte 1.077 g/ml (entfallt bei Benutzung befullter
Leucosep™-Rohrchen), Aufbewahren bei RT in Dunkelheit!

Live/Dead Farbelosung: Trypan Blue (Sigma-Aldrich, cat.no. 9359-250ML) in PBS
verdiinnt (1:4)

Einfriermedium: 10 % DMSO in FCS, frisch hergestellt, bis Benutzung bei 4°C lagern
Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, cat.no. D4540)

Fetales Kalberserum (FCS, Biochrom AG, cat.no. S0115)

Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, cat. no. 14190094): pH 7.45

Durchfihrung unter sterilen Bedingungen (Werkbank):

1.

Heparin-Monovette oder EDTA-Monovette wird nach der Blutentnahme 5-mal um
180° geschwenkt (Luftblasen miissen vollstandig durchlaufen)
Lagerung ausschlieRlich bei RT
Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme

o Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT
Abnehmen der Plasmaschicht bis ca. 0,5 cm oberhalb der Leukozytenschicht, z. B.
mittels steriler Einweg-Pasteurpipette und Uberfihren in ein 15 ml Zentrifugen-
Réhrchen

Zentrifugation des Plasmas bei 2000 x g, 15 min, RT
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6.

10.
11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

Abnehmen des Plasmas, z. B. mittels steriler Einweg-Pasteurpipette und Uberfiihren
in ein 15 ml Zentrifugen-Réhrchen

Rohrchen nach Befiillen fest verschlieRen und Plasma durch 2-3-maliges schwenken
gut mischen

Zeitnahe Aliquotierung in max. 16 x0,3 ml-Aliquote in 2D-codierte 0,5 ml
Cryorohrchen

Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verkniipfen mit
Primarproben-ID

Schnellstmogliches Einfrieren bei £-80°C, max. 4 h nach Blutentnahme

Restlichen Inhalt der Monovette (aus 4., Plasma wurde entnommen) in ein leeres
Zentrifugen-Rohrchen tberflihren und mit PBS auf 35 ml auffillen

50 ml Leucosep™-Zentrifugen-Réhrchen mit 15 ml Ficoll-Loésung flllen (Schritte 12.
und 13. entfallen bei Verwendung vorbefiillter Leucosep™-Rohrchen)
Zentrifugation 700 x g, 1 min, RT

Langsames Auffillen des Leucosep™-Zentrifugen-Rohrchens mit dem verdiinnten
Heparin- oder EDTA-Blut aus 11.

Zentrifugation 800 x g, 15 min, RT, ohne Bremse

Abnehmen des Uberstands bis ca. 0,5 cm oberhalb der Leukozytenschicht, z. B.
mittels steriler Einweg-Pasteurpipette, Uberstand verwerfen

Abnehmen der Leukozytenschicht (Abbildung 4, 3) b)) und Ubertrag in ein neues

50 ml Zentrifugen-Roéhrchen
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18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.

27.

Arbeitsablauf

-

- —

—_—

F .8
=

2) Vor der Zentrifugation

3) Nach der Zentrifugation 4) Emte mit Hilfe einer Pasteur-
Pipette oder durch AusgieBen in
ein neues Zentrifugenrohrchen

Abbildung 4: Arbeitsablauf Leucosep™-Réhrchen vor (2) und nach (3)l
Zentrifugation (Bildquelle: [18])
Auffillen mit PBS auf 45 ml
Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT
Uberstand verwerfen
Resuspendieren des Pellets mit 10 ml PBS
Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT
Uberstand verwerfen, erneutes resuspendieren in Medium zur Zellzahlbestimmung
Bestimmung der Zellzahl
Zentrifugation bei 300 x g, 10 min, RT
Uberstand verwerfen, erneutes resuspendieren in Einfriermedium auf eine
Konzentration von 10x10%/ml. Wichtig ist die Dokumentation der tatsichlichen
Zellzahl pro Aliquot im LIMS.
Aliquotieren in max. 4x0,5ml mit einer Konzentration von 10x10%/ml

(= 5x108 Zellen pro Aliquot) in 2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen = mindestens
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2 Aliquote mit angegebener Konzentration befiillen, ggf. Volumen pro Aliquot

reduzieren! Wichtig ist die Einhaltung der vorgegebenen Zellzahl/ml!

28. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit

Primarproben-ID

29. Langsames Einfrieren der Zellen durch die Verwendung von Einfrierhilfen, wie z. B.

CoolCell® Cell Freezing Containers (Biocision) oder Mr. Frosty (Nalgene),

Zwischenlagerung fir max. 14 Tage bei -80°C moglich, Langzeitlagerung in N

Gasphase
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C) Variante 3: Aufreinigung mittels CPT-R6hrchen (BD Vacutainer™ CPT™ Preparation

Tubes with Sodium Heparin)

Reagenzien (Beispiele fur geeignete Medien):

e Vollblut in 8 ml CPT-R6hrchen (Becton Dickinson)

e Medium: RPMI 1640 medium (Gibco, cat. no. 61870010) erganzt mit 1 % PenStrep
(Gibco, cat. no. 15140122) und 2-10 % FCS

e Live/Dead Farbeldsung: Trypan Blue (Sigma-Aldrich, cat.no. 9359-250ML) in PBS
verdiinnt (1:4)

e Einfriermedium: 10 % DMSO in FCS, frisch hergestellt, bis Benutzung bei 4°C lagern

e Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, cat.no. D4540)

e Fetales Kalberserum (FCS, Biochrom AG, cat.no. S0115)

e Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, cat. no. 14190094): pH 7.45

Durchfiihrung unter sterilen Bedingungen (Werkbank):

1. CPT-R6hrchen wird nach der Blutentnahme 5-mal um 180° geschwenkt
2. Lagerung ausschlieBlich bei RT bis zur Weiterverarbeitung
3. Vor Beginn der Zentrifugation CPT-Réhrchen nochmals 5-mal vorsichtig um 180°
schwenken (invertieren, NICHT schiitteln!)
4. Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Blutentnahme
o Zentrifugation bei 1650 x g, 20 min, RT
5. Abnehmen der Plasmaschicht (Abbildung 5, (3) Plasma) bis ca. 0,5 cm oberhalb der

Leukozytenschicht und verwerfen
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Abbildung 5: Arbeitsablauf CPT-R6hrchen vor (1) und nach (3) Zentrifugation
(Bildquelle: [17])

6. Abnehmen der Leukozytenschicht (Abbildung 5, (3) Lymphocytes and monocytes)
und transferieren in ein neues 50 ml Zentrifugen-Réhrchen (die Gelbarriere des
CPT-Rohrchens bleibt intakt).

7. Auffullen mit PBS auf 50 ml

8. Zentrifugation bei 300 x g, 10 Minuten, RT

9. Uberstand verwerfen

10. Resuspendieren des Pellets mit 10 ml PBS

11. Zentrifugation bei 300 x g, 10 Minuten, RT

12. Uberstand  verwerfen, erneutes resuspendieren in  Medium  zur
Zellzahlbestimmung

13. Bestimmung der Zellzahl

14. Zentrifugation bei 300 x g, 10 Minuten, RT

15. Uberstand verwerfen, erneutes resuspendieren in Einfriermedium auf eine
Konzentration von 10x10%/ml. Wichtig ist die Dokumentation der tatsichlichen

Zellzahl pro Aliquot im LIMS.
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16. Aliquotieren in

max. 4x0,5ml mit einer Konzentration von 10x10%/ml

(= 5x108 Zellen pro Aliquot) in 2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen = mindestens

2 Aliquote mit angegebener Konzentration befillen, ggf. Volumen pro Aliquot

reduzieren! Wichtig ist die Einhaltung der vorgegebenen Zellzahl/ml!

17. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit

Primarproben-ID

18. Langsames Einfrieren der Zellen durch die Verwendung von Einfrierhilfen, wie z. B.

CoolCell® Cell

Freezing Containers (Biocision) oder Mr. Frosty (Nalgene),

Zwischenlagerung fir max. 14 Tage bei -80°C moglich, Langzeitlagerung in N;

Gasphase
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6.3.2.5.

7.

a.

RNA-Blut (PAXgene®)

Sofort nach der Blutentnahme das PAXgene® Blood RNA-R6hrchen 8-10-mal leicht
schwenken.

Das PAXgene® Blood RNA-Rohrchen fiir mindestens 2 Stunden aufrecht bei RT
stehen lassen.

Das PAXgene® Blood RNA-R6hrchen aufrecht lagern.

Réhrchen niemals in einem Styropor-Stander einfrieren, da das zum Zerbrechen
der Roéhrchen fiihren kann; stattdessen: Pappstander/Kunststoffboxen verwenden
Schnellstmogliches Einfrieren bei -20°C, max. 4 h nach Blutentnahme

Nach 24 Stunden Lagerung des Rohrchens bei -20°C Gberfiihren auf -80°C fir die

Langzeitlagerung.

Verhalten bei Abweichungen

Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

8.

Anlagen

Al: Handbuch CPT

A2: Handbuch Leucosep™

A3: Vorgehen Blutentnahme im Rahmen der NAPKON-Studie

A4: Herstelleranleitung SepMate™

PBB 1B-9B ,Blut”

Flow Chart zur Blutentnahme: Vorbereitung

Flow Chart zur Blutentnahme

Flow Chart zur Blutverarbeitung Serum

Flow Chart zur Blutverarbeitung Citrat-Plasma

Flow Chart zur Blutverarbeitung EDTA-Plasma

Flow Chart zur Probenverarbeitung von Heparin- oder EDTA-Blut zu Plasma und PBMCs
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Flow Chart zur Probenverarbeitung von BD-CPT zu PBMCs

Flow Chart zur Probenverarbeitung RNA-R6hrchen PAXgene®
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Oropharyngealabstrich

NAPKON-SOP-02: Oropharyngealabstrich

Dokumentenkategorie:

Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit:

ab Freigabe

Anderungshinweis:

S. 43: Erganzung Hinweis FFP2

S. 43f., Flow Chart S. 10: Erganzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 45, Flow Chart S. 10: Erganzung Vorgehen
bei Abstrichtupfern ohne Sollbruchstelle

S. 45: Erganzung Dokumentation im LIMS

S. 45, Flow Chart S. 10: Ergdnzung maximal
erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren

Anlagen:

PBB 1S-3S ,Sonstige Bioproben”
Flow Chart zur Gewinnung eines Oropharyngealabstrichs
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1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu die Gewinnung eines Oropharyngealabstrichs

unter standardisierten Bedingungen innerhalb der NAPKON-Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

Tonsillen Lymphatische Organe im Bereich von Mundhéhle und
Rachen

DNA/RNA Shield™ Stabilisierungsldsung fir Nukleinsauren (DNA und RNA) in
biologischen Proben

PBB Probenbegleitbogen

RT Raumtemperatur

ml Milliliter

Sek. Sekunden

3. Geltungsbereich

Fiir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fiir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Keine

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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Oropharyngealabstrich

6.

6.1.

Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

Benotigte Materialien

Verbrauchsmaterial (Beispiele fur geeignete Medien):

6.2.

Sofern

6.3.
6.3.1.

e 1 mlverschlieBbares Rohrchen (z. B. Greiner)

e 0,9%ige Kochsalzlésung

e Sterile Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer in Blistern ohne Medium (z. B. Kat. Nr.
502CS01, Hain Lifescience, www.hain-lifescience.de)

o 2D-codiertes 2,0 ml Cryoréhrchen

e DNA/RNA Shield™

Einmalhandschuhe, Mundschutz (mind. FFP2), Laborkittel, Schutzbrille (ggf. Visier)

Benodtigte Dokumente

Etikett mit Proben-ID fiir Oropharyngealabstrich
aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation Gber ein LIMS moglich ist:
Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben” mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

Arbeitsanleitung

Vorbereitung

Pro Patient*in ein 1 ml verschlieBbares Rohrchen mit 0,9%iger Kochsalzlésung
befiillen und bei RT lagern (ggf. bereitgestellt im Entnahme-Kit).

Sterilen Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer in Blistern ohne Medium bereitlegen

Pro Patient*in wird ein 2D-codiertes 2,0 ml Cryoréhrchen mit 0,4 ml DNA/RNA
Shield™ gefiillt (ggf. bereitgestellt im Entnahme-Kit)

Von einer vorherigen Mundspuilung vor der Probenahme ist abzusehen.
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6.3.2.

v ® N o

10.

11

Durchfiihrung

Einweghandschuhe, Kittel und Mundschutz anziehen. Den/die Studienteilnehmer*in
auf dem Blutentnahmestuhl platzieren. Darauf achten, dass der Kopf bequem auf dem
Kopfpolster ruht.

Ein mit 0,9%iger Kochsalzlosung vorgefilltes 1 ml Rohrchen 6ffnen.

Das mit 0,4 ml DNA/RNA Shield™ vorgefullte 2D-codierte 2,0 ml-Cryoréhrchen wird
aufgeschraubt.

Die Verpackung eines Abstrichtupfers wird am unteren Ende gedffnet und der Tupfer
am Stielende festgehalten.

Tupferspitze (max. das vordere Drittel) ca. 3 Sek. lang in das Roéhrchen mit
Kochsalzlésung tauchen. Dann die Tupferspitze leicht am R&éhrcheninnenrand
ausdriicken, wobei darauf geachtet werden muss, dass der Tupfer dabei nirgends
anst6Rt und kontaminiert wird.

Studienteilnehmer*in 6ffnet den Mund weit.

Mundhohle mit einer Lampe beleuchten.

Nur wenn notig: Zunge mit Holzspatel herunterdricken.

Der/die Studienteilnehmer*in muss ,aaaahhh“ sagen, damit die Zunge unten liegt und
sich das Gaumensegel hebt. Manche Studienteilnehmer*innen kénnen die Zunge
willentlich nach hinten und unten ziehen.

Tupfer einflihren, ohne dabei die Lippen, Mundschleimhaut oder Uvula zu berihren.

. Tupfer unter leichtem gleichmaRBigem Druck Uber die linke und rechte Tonsille

streifen, dabei den Tupfer vorsichtig drehen (siehe Abbildung 6). Zudem sollte ein
Abstrich von der Rachenhinterwand entnommen werden. Wahlweise kann der
Abstrich auch vom Gaumensegel genommen werden. Beim Zuriickziehen des Tupfers
sollte die Berlihrung anderer Oberflaichen wie der Wangenschleimhaute sowie die

Speichelaufnahme vermieden werden.
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Abbildung 6: Vorgehen bei einem Oropharyngealabstrich (Bildquelle: [19])

12. Der Tupferstiel wird nun an der Sollbruchstelle (1 cm lber der Tupferspitze) durch
Knicken Uber den Réhrchenrand abgebrochen, sodass die Spitze in das mit DNA/RNA
Shield™ vorgefillte Cryorohrchen fallt. Abstrichtupfer ohne Sollbruchstelle miissen
mithilfe einer sterilen Schere bzw. eines Clippers auf eine Ldnge von ca. 3 cm (inkl.
Watte) gekiirzt und ins vorgefiillte Cryordhrchen tGberfihrt werden. Cryoréhrchen fest
verschlieRRen.

13. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-ID und verkniipfen mit
Primarproben-ID

14. Kurzfristige Lagerung bei 4°C im Kihlschrank moglich; dann schnellstmdgliches

Einfrieren bei -80°C, max. 4 h nach Entnahme des Abstriches.

7. Verhalten bei Abweichungen

Bei Wiirg - oder Brechreiz, Erbrechen oder Schmerzen:
Abbruch der Probenahme und Vermerk im LIMS. Mit Einverstindnis des/der

Studienteilnehmers*Studienteilnehmerin ist ein weiterer Versuch gestattet.
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Verweigerung des/der Patienten*Patientin:

Vermerk im LIMS

8. Anlagen

e PBB 1S-3S ,Sonstige Bioproben”

e Flow Chart zur Gewinnung eines Oropharyngealabstrichs
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NAPKON-SOP-03: Nasopharyngealabstrich

Dokumentenkategorie: Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit: ab Freigabe

S. 50: Erganzung Hinweis FFP2

S. 50f., Flow Chart S. 11: Erganzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 52: Erganzung Dokumentation im LIMS

S. 52, Flow Chart S. 11: Erganzung Vorgehen
bei Abstrichtupfern ohne Sollbruchstelle

S. 52, Flow Chart S. 11: Erganzung maximal
erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren

Anderungshinweis:

Anlagen:
PBB 1S-3S ,,Sonstige Bioproben”

Flow Chart zur Gewinnung eines Nasopharyngealabstrichs
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1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf der Gewinnung und Aufarbeitung

eines tiefen Nasopharyngealabstrichs unter standardisierten Bedingungen innerhalb der

NAPKON-Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

DNA/RNA Shield™

PBB
RT
ml

Sek.

3. Geltungsbereich

Stabilisierungsldsung fir Nukleinsauren (DNA und RNA) in

biologischen Proben
Probenbegleitbogen
Raumtemperatur
Milliliter

Sekunden

Fir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Keine

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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Nasopharyngealabstrich

6.

Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

6.1. Benotigte Materialien

Verbrauchsmaterialien (Beispiele fiir geeignete Medien):

6.2.

Sofern

6.3.

6.3.1.

e 1 mlverschlieBbares Rohrchen (z. B. Greiner)

e 0,9%ige Kochsalzlésung

e Sterile Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer in Blistern ohne Medium (z. B. Kat. Nr.
502CS01, Hain Lifescience, www.hain-lifescience.de)

o 2D-codiertes 2,0 ml Cryoréhrchen

e DNA/RNA Shield™

Einmalhandschuhe, Mundschutz (mind. FFP2), Laborkittel, Schutzbrille (ggf. Visier)

Benodtigte Dokumente

Etikett mit Proben-ID fiir Nasopharyngealabstrich
aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation lGber ein LIMS moglich ist:
Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben” mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

Arbeitsanleitung

Vorbereitung

Pro Patient*in ein 1 ml verschlieBbares Rohrchen mit 0,9%iger Kochsalzlosung
beflillen und bei RT lagern (ggf. bereitgestellt im Entnahme-Kit).

Sterilen Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer in Blistern ohne Medium bereitlegen

Pro Patient*in wird ein 2D-codiertes 2,0 ml Cryoréhrchen mit 0,4 ml DNA/RNA
Shield™ gefiillt (ggf. bereitgestellt im Entnahme-Kit).

Sollte der/die Patient*in an einer Hamophilie leiden oder Blutverdiinner (z. B.

Aspirin, Marcumar, Marcuphen, etc.) einnehmen ist besondere Vorsicht beim
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Nasopharyngealabstrich

6.3.2.

Nasopharyngealabstrich geboten. Eine Verletzung der Nasenschleimhaut ist
unbedingt zu vermeiden!

Der/die Patient*in sollte wahrend der Probenentnahme sitzen oder liegen.

Die Probenentnahme ist in der Regel schmerzfrei, jedoch ist der tiefe
Nasopharyngealabstrich sehr unangenehm und fiihrt zu starkem Tranenfluss.

Vom Naseputzen vor der Entnahme des Nasopharyngealabstrichs ist abzusehen, um

Aerosolbildung zu vermeiden.

Durchfiihrung

Einweghandschuhe, Kittel und Mundschutz anziehen.

Ein mit 0,9%iger Kochsalzlosung vorgefiilltes 1 ml Rohrchen 6ffnen.

Das mit 0,4 ml DNA/RNA Shield™ vorgefillte 2D-codierte 2,0 ml-Cryoréhrchen wird
aufgeschraubt.

Die Verpackung eines Abstrichtupfers wird am unteren Ende gedffnet und der Tupfer
am Stielende festgehalten.

Tupferspitze (max. das vordere Drittel) ca. 3 Sek. lang in das Roéhrchen mit
Kochsalzlésung tauchen. Dann die Tupferspitze leicht am R&éhrcheninnenrand
ausdriicken, wobei darauf geachtet werden muss, dass der Tupfer dabei nirgends
anst6Rt und kontaminiert wird.

Das Probenmaterial wird von einem Nasenloch entnommen, indem der Tupfer tief in
Richtung des Ohrlappchens eingefiihrt, in der Tiefe 2-3-mal rotiert und dann wieder

zurlickgezogen wird (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Vorgehen bei einem tiefen Nasopharyngealabstrich (Bildquelle: [20])
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7. Der Tupferstiel wird nun an der Sollbruchstelle (1 cm UGber der Tupferspitze) durch
Knicken tber den Rohrchenrand abgebrochen, sodass die Spitze in das mit DNA/RNA
Shield™ vorgefiillte Cryorohrchen fallt. Abstrichtupfer ohne Sollbruchstelle missen
mithilfe einer sterilen Schere bzw. eines Clippers auf eine Ladnge von ca. 3 cm (inkl.
Watte) gekiirzt und ins vorgefiillte Cryoréhrchen tberfiihrt werden. Cryoréhrchen fest
verschlief3en.

8. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-ID und verknipfen mit
Primarproben-ID

9. Kurzfristige Lagerung bei 4°C im Kihlschrank mdglich; dann schnellstmdgliches

Einfrieren bei -80°C, max. 4 h nach Entnahme des Abstriches.
7. Verhalten bei Abweichungen
Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

Verweigerung des/der Patienten*Patientin:

Vermerk im LIMS

8. Anlagen

e PBB 1S-3S ,Sonstige Bioproben”

e Flow Chart zur Gewinnung eines Nasopharyngealabstrichs
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NAPKON-SOP-04: Speichelgewinnung

Dokumentenkategorie: Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit: ab Freigabe

Anderungshinweis: S. 56: Schritt 2 Erganzung ,,ohne Zuhilfenahme
der Finger”
S. 57, Flow Chart S. 12: Erganzung aullerliche
Desinfektion der Salivette” und maximal
erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren

Anlagen:

PBB 1S-3S ,,Sonstige Bioproben”
Flow Chart zur Probenverarbeitung von Speichel
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Speichelgewinnung

1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf der Gewinnung von Speichel unter

standardisierten Bedingungen innerhalb der NAPKON-Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

PBB
Salivette®
RT

Xg

min

ml

3. Geltungsbereich

Probenbegleitbogen
Probenahmerohrchen fiir Speichel
Raumtemperatur
Zentrifugationsgeschwindigkeit in g
Minuten

Milliliter

Fiir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fiir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Keine

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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6. Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

6.1. Benotigte Materialien

Verbrauchsmaterialien (Beispiele fiir geeignete Medien):

e Salivette® (Art.-Nr.: 51.1534, Sarstedt)

6.2. Benotigte Dokumente

e Etikett mit Proben-ID fiir Speichel
Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation liber ein LIMS moglich ist:
e Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben“ mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

6.3. Arbeitsanleitung
6.3.1. Vorbereitung

Der/die Patient*in sollte ca. 30 Minuten vor der Speichelgewinnung auf Essen, Trinken,
Rauchen, Zahneputzen sowie das Kauen von Kaugummi verzichten!

Die Speichelgewinnung soll im Sitzen erfolgen.

6.3.2. Durchfiihrung

1. Patient*in entnimmt aus der Salivette® die Saugrolle. Die Salivette® erlaubt es die
Watterolle aus dem Réhrchen so zu entnehmen, dass die Watte nicht mit der Hand
angefasst werden muss. Hierzu muss der Stopfen durch vorsichtiges Hin- und
Herbewegen geodffnet werden. Achtung! Die Watterolle befindet sich in einem
eigenen Einhdangegefald. Erst im Labor wird dieses Einhdngegefall von dem Réhrchen
entfernt. Zur Speichelsammlung soll nur die Saugrolle benutzt werden.

2. Patient*in nimmt die Saugrolle der Salivette® ohne Zuhilfenahme der Finger in den
Mund, legt diese unter die Zunge oder kaut leicht darauf herum, um den Speichelfluss

zu stimulieren.
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3. Patient*in soll die Saugrolle so lange im Mund behalten bis diese komplett mit
Speichel durchtrankt ist (mind. 1 min).

4. Die speichelgetrankte Saugrolle in das Einhangegefall der Salivette® zurilickgeben
(Wattebausch dabei nicht mit den Fingern beriihren) und die Salivette® mit dem
Stopfen wieder fest verschlieRen. Die Salivette® duRerlich desinfizieren.

5. Schnellstmogliches Einfrieren der Salivette® bei -80°C, max. 4h nach

Speichelgewinnung

7. Verhalten bei Abweichungen

Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

8. Anlagen

e PBB 1S-3S ,Sonstige Bioproben”

e Flow Chart zur Probenverarbeitung von Speichel
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Trachealsekret (ENTA)

NAPKON-SOP-05: Trachealsekret (ENTA)

Dokumentenkategorie:

Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit:

ab Freigabe

Anderungshinweis:

S. 61f., Flow Chart S. 13: Ergdanzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 62, Flow Chart S. 13: Erganzung maximal
erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren

Anlagen: PBB 15-2S + 6S , Sonstige Bioproben“

(ENTA)

Flow Chart zur Probenverarbeitung von Trachealsekret
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Die Inhalte dieser SOP beruhen auf einer SOP der FREEZE Biobank des Universitatsklinikums Freiburg.
Die Urheberrechte liegen bei der FREEZE Biobank.
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1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf der Probenverarbeitung von
Trachealsekret (ENTA) unter standardisierten Bedingungen innerhalb der NAPKON-Studie zu

gewabhrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

ENTA Endotracheale Absaugung

PBB Probenbegleitbogen

DNA/RNA Shield™ Stabilisierungslosung fiir Nukleinsduren (DNA unc
RNA) in biologischen Proben

RT Raumtemperatur

ml Milliliter

3. Geltungsbereich

Fir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Lokale SOPs zur Gewinnung von Trachealsekret

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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6. Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

6.1. Benotigte Materialien

Verbrauchsmaterialien (Beispiele fiir geeignete Medien):

o 15 ml Zentrifugen-Rohrchen
e DNA/RNA Shield™

e 2D-codierte 2,0 ml Cryoréhrchen

6.2. Benotigte Dokumente

e Etikett mit Proben-ID fiir Trachealsekret (ENTA)
Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation (iber ein LIMS moglich ist:
e Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben“ mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

6.3. Arbeitsanleitung

6.3.1. Vorbereitung

e Pro Patient*in wird ein 15 ml Zentrifugen-Rohrchen mit 6 ml DNA/RNA Shield™ gefillt
(gef. bereitgestellt im Entnahme-Kit).

e Gewinnung von 2 ml Trachealsekret in die vorbereiteten 15 ml Zentrifugen-Réhrchen
gefullt mit DNA/RNA Shield™

e Lagerung bis zur Weiterverarbeitung bei RT

Fiir die Weiterverarbeitung der Proben, wie im Kapitel 6.3.2 beschrieben, sind hohere
Sicherheitsstandards einzuhalten. Sollten diese seitens der Biobank nicht gewadhrleistet
werden konnen, sollte die Weiterverarbeitung der Proben in Zusammenarbeit mit einer

geeigneten Fachabteilung (z. B. Virologie) erfolgen.
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Trachealsekret (ENTA)

6.3.2. Weiterverarbeitung der Proben

1. Das mit Trachealsekret befillte Zentrifugen-Rohrchen duBerlich desinfizieren (z. B.
mit Incidin oder Isopropanol).

2. Die Probe durch Invertieren gut mischen.

3. Aliquotierung zu max. 3 x 1,6 ml in 2D-codierte 2,0 ml Cryoréhrchen

4. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit
Primarproben-ID

5. Schnellstmogliches Einfrieren bei -80°C, max. 4 h nach Trachealsekret-Gewinnung

7. Verhalten bei Abweichungen

Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

8. Anlagen

e PBB 1S-2S + 6S ,Sonstige Bioproben”

e Flow Chart zur Probenverarbeitung von Trachealsekret (ENTA)
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Die Inhalte dieser SOP beruhen auf einer SOP der FREEZE Biobank des Universitatsklinikums Freiburg.
Die Urheberrechte liegen bei der FREEZE Biobank.
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NAPKON-SOP-06: Bronchoalveoldre Lavage (BAL)

Dokumentenkategorie: Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit: ab Freigabe

S. 66ff., Flow Chart S. 14: Erganzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 66: Ersetzung Objekttrager durch Einweg-
Zahlkammer

S. 67, Flow Chart S. 14: Erganzung Hinweis
Einsatz der Bremse bei Zentrifugation

S. 67f., Flow Chart S. 14: Erganzung maximal
erlaubter Zeitraum bis zum Einfrieren

S. 68, PBB 5S, Flow Chart S. 14: Anpassung
Einfrier-/Lagertemperatur BAL-Zellen

Anderungshinweis:

Anlagen: PBB 1S-2S + 4S-5S ,,Sonstige Bioproben”
Flow Chart zur Probenverarbeitung von Bronchoalveolarer
Lavage (BAL)
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Urheberrechte liegen beim DZL.
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1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf der Aufarbeitung einer
bronchoalveoladren Lavage (BAL) unter standardisierten Bedingungen innerhalb der NAPKON-

Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

PBB Probenbegleitbogen

BAL Bronchoalveolare Lavage

BALF Bronchoalveolare Lavageflissigkeit
RT Raumtemperatur

Xg Zentrifugationsgeschwindigkeit in g
min Minuten

ml Milliliter

3. Geltungsbereich

Fiir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fiir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Lokale SOPs zur Durchfiihrung einer Bronchoalveoldren Lavage

5. Zustandigkeiten

Prozess Bezeichnung

Probengewinnung Arzt/Studienassistenz

Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz

Einlagerung Technische Assistenz

Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
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6. Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes

6.1. Benotigte Materialien

Verbrauchsmaterialien (Beispiele fiir geeignete Medien):

e 2D-codierte Cryordéhrchen (0,5 ml; 2,0 ml)

e Zentrifugen-Réhrchen (50 ml)

e Zahlkammer (z. B. NanoEnTek - C-Chip Neubauer Improved Einweg-Zahlkammer)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) 500 ml; (z. B. PAA Laboratories —
Cat No. H15-002; 1x konzentriert / PAA Laboratories — Cat No. H15-011 10x
konzentriert)

e Trypanblau-Losung, 0,4 %: 100 ml; (z. B. Fa. Sigma, Irvine UK — Bestellnummer:

T8154)

6.2. Benotigte Dokumente

e Etikett mit Proben-ID fiir BAL
Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation Gber ein LIMS moglich ist:
e Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben” mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

6.3. Arbeitsanleitung
6.3.1. Durchfiihrung

Fiir die Weiterverarbeitung der Proben sind hohere Sicherheitsstandards einzuhalten.
Sollten diese seitens der Biobank nicht gewdhrleistet werden kénnen, sollte die
Weiterverarbeitung der Proben in Zusammenarbeit mit einer geeigneten Fachabteilung

(z. B. Virologie) erfolgen.
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Standardarbeitsanweisung

10.2020/V2.0

Bronchoalveoldre Lavage (BAL)

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

10.

Qualitat der unbearbeiteten BAL-Probe im LIMS dokumentieren

Aufarbeitung beginnt umgehend, max. innerhalb von 2 h (Vermeidung evtl. selektiver
Zellverluste und verfilschtem Nachweis von Mediatoren im BAL-Uberstand)

Im Ausnahmefall (Dokumentation!): Zwischenlagerung der BAL bis zur Verarbeitung
(max. 120 min) bei 4-8°C moglich. Anmerkung: Je langer die Lagerung, desto grofRer
die Gefahr der Kontamination (z. B. mit Bakterien) und von Zellverlusten.

BAL unter sterilen Bedingungen (Werkbank) in vorbeschriftete 50 ml Zentrifugen-
Réhrchen aufteilen

Zentrifugation der BAL: 350 x g, 10 min, RT

BALF (BAL-Uberstand) abnehmen und aliquotieren in max.5x1,6 ml in 2,0 ml
2D-codierte Cryorohrchen

Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknlipfen mit
Primarproben-ID

Schnellstmogliches Einfrieren bei -80°C, max. 4 h nach BAL-Gewinnung
BALF-Restmaterial verwerfen

Pellets jeweils in 1 ml PBS resuspendieren, in einem 50 ml Zentrifugen-Réhrchen
vereinigen, Auffillen mit 30-50 ml PBS, gut vortexen; falls Pellet zu blutig 2>

Erythrozytenlyse

Erythrozytenlyse (optional)

a)

Hamolyse: Zellpellet in z. B. 3 ml H.0 (A. dest) resuspendieren und zur Hamolyse

45 sec. schwenken

b) Beendigung der Hamolyse: Zugabe von gleichem Volumen (z. B. 3 ml) 2x PBS zu Pellet,

c)

resuspendieren

+ ad 30-50 ml mit 1x PBS auffillen
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bl

ZE) NAPKON-Studie

Standardarbeitsanweisung

Bronchoalveoldre Lavage (BAL)
10.2020/V2.0

11. Zentrifugation: 350 x g, 10 min, RT

12. Uberstand verwerfen

13. Zellpellet resuspendieren in 1x PBS (die Menge an PBS richtet sich nach der GroRRe des
Zellpellets, i. d. R. 1-3 ml)

14. Zellzahl bestimmen mit Trypanblau

15. Konzentration einstellen auf 2x10° Zellen/ml (in PBS) und aliquotieren in
max. 6 x 0,3 ml (= 0,6x108 Zellen pro Aliquot) in 2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen

16. Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit
Primarproben-ID

17. Schnellstmogliches Einfrieren bei <-80°C, max. 4 h nach BAL-Gewinnung

7. Verhalten bei Abweichungen

Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

,Klumpen“im Zahlnetz:
Mogliche Ursache: Zellpellet nicht homogen resuspendiert / Korrektur: homogen

resuspendieren

Farbniederschlage in der Vitalfarbung

Mogliche Ursache: Trypanblau-Ldsung zu alt / Korrektur: Farbelésung auswechseln

8. Anlagen

e PBB 1S-2S + 4S-5S , Sonstige Bioproben”

e Flow Chart zur Probenverarbeitung von Bronchoalveoldrer Lavage (BAL)
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Standardarbeitsanweisung

10.2020/V2.0

Uringewinnung und -verarbeitung

NAPKON-SOP-07: Uringewinnung und -verarbeitung

Dokumentenkategorie:

Standardarbeitsanweisung

Giiltigkeit:

ab Freigabe

Anderungshinweis:

S. 72:2,0 ml Cryor6hrchen als bendétigtes Material
gestrichen

S. 72,74, Flow Chart S. 15: Erganzung Hinweis
Lagerung in 2D-codierten Cryoréhrchen

S. 72: Proben-ID-Etikett fur Urinbecher gestrichen
S. 73: Erganzung Beschriftung Auffangbehalter

S. 73, Flow Chart S. 15: Erganzung Hinweis Einsatz
der Bremse bei Zentrifugation

S. 73f.: Redundante Schritte gestrichen

S. 73f., Flow Chart S. 15: Anderung maximal
erlaubte Zeitraume von Uringewinnung bis
Zentrifugation und Einfrieren

S. 74, Flow Chart S. 15: Schritt d Erganzung
Uberstand verwerfen und Anpassung Einfrier-/
Lagertemperatur

PBB 2S: Erganzung Abfrage Tribungen und Art der
Uringewinnung

Anlagen: Al: Anweisung fiir Patient*innen zur Gewinnung von

Mittelstrahlurin
PBB 1S-2S + 7S ,,Sonstige Bioproben”
Flow Chart zur Urinverarbeitung
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Standardarbeitsanweisung

Uringewinnung und -verarbeitung

10.2020/Vv2.0
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NAPKON-Studie

Standardarbeitsanweisung

Uringewinnung und -verarbeitung
10.2020/V2.0

1. Zielsetzung/Anwendungsbereich/Aufgaben

Diese Standardarbeitsanweisung dient dazu den Ablauf der Uringewinnung und die
Weiterverarbeitung der Urinproben unter standardisierten Bedingungen innerhalb der

NAPKON-Studie zu gewahrleisten.

2. Begriffe, Definitionen, Abkiirzungen

Mittelstrahlurin Eine Urinprobe, die nicht zu Beginn des Wasserlassens,
sondern aus dem bereits laufenden Harnstrahl gewonnen
wird.

PBB Probenbegleitbogen

RT Raumtemperatur

Xg Zentrifugationsgeschwindigkeit in g

min Minuten

ml Milliliter

3. Geltungsbereich

Fir die Anwendung in allen teilnehmenden Studienzentren der NAPKON-Studie; geltend fiir

Klinik-/medizinisches Personal und Labor-/Biobankpersonal.

4. Beziehungen zu anderen Regelungen

e Keine
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Standardarbeitsanweisung

Uringewinnung und -verarbeitung
10.2020/V2.0

5. Zustandigkeiten
Prozess Bezeichnung
Probengewinnung Patient*in
Probentransport Transportunternehmen/Technische Assistenz/Rohrpost
Probenprozessierung Technische Assistenz
Einlagerung Technische Assistenz
Dokumentation Med. Dokumentar/Studienassistenz/Technische Assistenz
6. Durchfiihrung und Beschreibung des Arbeitsablaufes
6.1. Benotigte Materialien
Probenart Volumen Verwendung fiir Verarbeitung
Zentrifugation; Getrennte
Urin 10 ml z. B. Metabolomics Aufbewahrung von
Uberstand und Sediment
z. B.

6.2.

Die

1 Sarstedt Urin-Monovette, Artikel-Nr.: 10.252

1 Urinbecher 100 ml, PP, mit Schraubdeckel, Sarstedt, Artikel-Nr. 75.562.105

e 1 Zentrifugen-Rohrchen, sterii mit 15ml Volumen, konischem Boden,
17 mm x 120 mm grof3, aus PP, mit Schraubverschluss aus HDPE, graduiert; z. B. Kat.
Nr. 188271, Greiner Bio-One

e 2D-codierte 0,5 ml Cryorohrchen

e 1 Einmaltransferpipette, steril (6 ml), z. B. Kat. Nr. 86.1175.001, Sarstedt

e 1 Paar Einmalhandschuhe, latexfrei, unsteril (fir Umgang mit Urin)

Benotigte Dokumente

e Etikett mit Proben-ID fur Urin-Monovette

e Anlage 1: Anweisung fur Patient*innen zur Gewinnung von Mittelstrahlurin
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) NAPKON-Studie

Standardarbeitsanweisung . . .
Uringewinnung und -verarbeitung
10.2020/V2.0

Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumentation iber ein LIMS maoglich ist:

e Aktuellste Version des PBB ,Sonstige Bioproben“ mit lokaler Patient*innen-ID und

Probenidentifizierungsnummer (Proben-ID)

6.3. Arbeitsanleitung

6.3.1. Uringewinnung

1. Auffangen von ca. 10-50ml Mittelstrahlurin in eindeutig beschriftetem
Auffangbehalter (Urinbecher) durch den/die Patienten*Patientin selbst > bitte
beiliegende Anweisung (Anlage 1) mitgeben oder miindlich das Vorgehen erlautern

2. Sofortige Ubergabe des Auffangbehilters an das zustindige Personal

3. Transfer von 1x10ml Urin in eine etikettierte Urin-Monovette durch Aufziehen
gemald Anleitung des Herstellers

=>» Lagerung des Urins bei 4°C bis zur Weiterverarbeitung

Sollte der/die Patient*in einen Dauerkatheter tragen, erfolgt die Uringewinnung direkt aus
dem Katheter (Dokumentation im LIMS):
1. Entleeren des Urinbeutels
2. Abwarten bis sich der Urinbeutel mit ca. 10 - 50 ml frischem Urin gefillt hat
3. Desinfektion der zur Punktion vorgesehenen Latexmembran an der
Urinableitungsstelle
4. Entnahme des Urins
5. Transfer von 1x 10 ml Urin in eine etikettierte Urin-Monovette durch Aufziehen
gemaR Anleitung des Herstellers

=> Lagerung des Urins bei 4°C bis zur Weiterverarbeitung

6.3.2. Weiterverarbeitung der Urinproben

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.
a) Beginn der Zentrifugation max. 2 h nach Uringewinnung
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3 NAPKON-Studie

Standardarbeitsanweisung

10.2020/V2.0

Uringewinnung und -verarbeitung

7.

b)

d)

e)

f)

g)

h)

o Zentrifugation: 2000 x g, 15 min, RT
Es gilt: Je schneller die Verarbeitung nach der Entnahme erfolgen kann, desto
besser!
Nach Zentrifugation manueller Transfer von 1 x 9 ml Uberstand in ein neues 15 ml
Zentrifugenréhrchen (markiert als ,Uberstand”) durch z.B. eine einzige, sterile
Einmaltransferpipette. Lagerung bei 4°C bis zur Aliquotierung.
Aliquotieren des Uberstandes in max. 10 x 0,5 ml-Portionen in 2D-codierte 0,5 ml
Cryorohrchen
Restlichen Uberstand bis auf ca. 0,5 cm oberhalb des Sediments abpipettieren, ohne
das Sediment zu berilihren oder aufzuwirbeln (z. B. mittels Transferpipette) und
verwerfen
Das Sediment mit dem verbleibenden Uberstand homogenisieren (durch auf- und
abpipettieren)
Transferieren des Sediments: 1 x 0,5 ml in ein 2D-codiertes 0,5 ml Cryoréhrchen
Dokumentation im LIMS durch scannen der Aliquot-IDs und verknipfen mit
Primarproben-ID

Schnellstmogliches Einfrieren bei <£-80°C, max. 4 h nach Uringewinnung

Verhalten bei Abweichungen

Alle Abweichungen von der SOP werden an den geeigneten Stellen im LIMS dokumentiert.

Anlagen

Al: Anweisung fur Patient*innen zur Gewinnung von Mittelstrahlurin

PBB 1S-2S + 7S ,Sonstige Bioproben”

Flow Chart zur Urinverarbeitung
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Ubersicht Visiten in den NAPKON Kohortenplattformen

Visite

Baseline | Akute Phase Entlassung Nachsorge: Klinik Nachsorge: zu Hause
. . Wochentage Tag der Monate nach Diagnose . .

Z k Z k Berich App/Telef
eitpunkt eitpunkt Mo | Mi T Er RS 3 | 6 % >4 erichte via App/Telefon
Sektorentbergreifende Plattform | Tag 0-3 Xt | - - X X - X - Alle 6 Wochen bis Monat 12

Hochauflésende Plattform Tag 0-3 X | X | X X X X X X -
Populationsbasierte Plattform Monat0-3 | - - - - X - X X Monat 6 und Monat 18

* zusatzliche Visite bei Auftreten von infektionsassoziierten Komplikationen




NAPKON-SOP-01_Anlage 1: Handbuch CPT

A Entnehmen Sie das Blut direkt mit dem BD CPT™ Rohrchen
nach dem Standard BD Vacutainer® Verfahren (Details siehe
Rackseite).

B Befallen Sie das BD CPT™ Rohrchen vollstandig und mischen
Sie es direkt nach der Blutentnahme 5 x Gber Kopf.

! Fallen Sie kein Blut aus anderen Rohrchen in das BD CPT™
Rohrchen um. Fragen Sie Ihren BD Vacutainer® Spezialisten nach
Zubehdr zur leichten Adaption auf alle gangigen
Blutentnahmesysteme.

A Kontrollieren Sie, ob das BD CPT™ Rohrchen in den
Zentrifugenbecher passt und ob es auch beim Ausschwingen
den Rotor nicht berahrt.

B Mischen Sie das BD CPT™ Rohrchen vor der Zentrifugation kurz
uber Kopf. Die Zentrifugation erfolgt bei 1650 x g far 20 min
bei Raumtemperatur (18 — 25°C) in einer Ausschwingrotor-
zentrifuge, Bremse eingeschaltet. Zentrifugieren Sie die
BD CPT™ Rohrchen innerhalb von 24 Stunden nach der
Blutentnahme.

! Falls Sie die relative Zentrifugalkraft (“g-Zahl”) nicht direkt im
Display Ihrer Zentrifuge eingeben konnen, folgen Sie bitte den
Hinweisen auf der Ruckseite, um die richtige
Umdrehungsgeschwindigkeit (rom) zu berechnen.

A Nehmen Sie das BD CPT™ Rohrchen heraus und betrachten Sie
die verschiedenen Schichten.

B Oberhalb der stabilen Gelbarriere befindet sich die weiBe
Schicht mononukledrer Zellen (PBMCs), das Plasma liegt
daraber und das Pellet aus Erythrozyten & neutrophilen
Granulozyten ist unter der Gelbarriere eingeschlossen.

! Falls Sie zusatzlich zu den Zellen auch das Plasma benotigen,
nehmen Sie es mit einer Pipette ab. Fullen Sie dann das

BD CPT™ Rohrchen mit Waschpuffer auf. Danach fahren Sie
mit Schritt 58 fort.

A Mischen Sie das BD CPT™ Rohrchen sanft aber Kopf, um
eine Zellsuspension im eigenen Plasma herzustellen. Die
Gellbarriere bleibt dabei intakt.

1 Die Zellen k6nnen im eigenen Plasma bei Raumtemperatur
bis zu 48 h gelagert und transportiert werden. Die genaue
Zeitspanne hangt jedoch von den Anforderungen lhres
Versuchs ab.

A Offnen Sie das BD CPT™ Rohrchen (den Stopfen gleichzeitig
drehen und ziehen).

B Uberfahren Sie die Zellsuspension (abergieBen oder
abpipettieren) in ein Sekundarrohrchen und geben Sie
Waschpuffer dazu, bis ein Volumen von 15 ml erreicht ist.

! Verwenden Sie keine Waschpuffer oder Waschi6sungen,
die Kalzium (Ca) undl/oder Magnesium (Mg) enthaiten.
Waschen Sie nach lhrem ublichen Waschprotokoll oder
fragen Sie Ihren BD Vacutainer® Spezialisten (z. B. zur
Entfernung der Thrombozyten).

- Lagern, verarbeiten und transportieren Sie die BD CPT™ Rohrchen
bei Raumtemperatur (18 — 25°C). Nicht kahlen!

- Zahlen Sie die Zellen nach Schritt 4 (Zellsuspension) und nach Schritt 5
(Waschen), um die Effizienz des Waschprotokolls zu Gberprafen.
Die Ausbeute eines 8 ml BD CPT™ Rohrchens betragt 10-15 Mio.
PBMCs (bei gesunden Probanden).

- Mischen Sie die Zellen nach der Zentrifugation und vor dem Abnehmen
der Zellen unbedingt, um die volle Ausbeute zu erhalten.

Weitere Informationen erhalten Sie unter:
E-mail: marketing.vac.de@BD.com oder

Deutschiand: Osterreich: Schweiz:

BD BD Becton Dickinson AG
Tullastr. 8-12 Am Concorde Park E 1/7 Postfach

69126 Heidelberg 2320 Schwechat 4002 Basel

Tel. 06221 305 553 Tel. 01 7063660 Tel. 061 4852222

Fax 06221 305 337 Fax 01706366011 Fax 061 4852200

www.bd.com/de wwiw.bd.com www.bd.com
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NAPKON-SOP-01_Anlage 2: Handbuch Leucosep™

1 Zell- und
Gewebekuhur

2 HTS-
Miroplatten

3 Irenunclogie!
HLA

4 Mikrobiclogie

5 Rohrehan/
Mehrzweckgalée

8 Liqud
Handing

7 Mokkular-
it

8 Protein-
knistatlisation

10 Biochipe/ 9 Separation
Microfluidik

12 Abdeck- 11 Gryoteohnk
systerma/Folen \

13 Reaktions
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Separation

Mit Hilfe unterschiedlicher Separationstechniken kénnen
bestimmte Partikel (DNA, RNA, Proteine, Organellen,
Vesikel, Micellen, Zellen etc.) definiert aus komplexen biolo-
gischen Gemischen (Zell- und Gewebehomogenaten, Blut,
Urin und anderen Kérperfiiissigkeiten) angereichert und
anschliefend selektiv untersucht werden,

Die Separation beruht dabei entweder auf den unterschied-
lichen Sedimentationsgeschwindigkeiten verschiedener
Partikel in siner Flussigkeit oder auf deren unterschiedichen
Dichten. So wird bei der Dichtegradientenzentrifugation
(auch als Banden-, Gleichgewichts- oder isopyknische
Zenfrifugation bezeichnet) das Prinzip genutzt, dass Partikel
einer bestimmten Dichte in einer umgebenden Losung mit
gleicher Dichte ,schweben®,

Erste Anwendungen der Dichtegracientenzentrifugation
sind aus den frihen 1950er Jahren bekannt. Mit Hilfe
gepufferter Saccharose-Gradienten erfolgte damals die
Anreicherung von Zellorganellen. Es ist unbestritten,

dass unter anderem die mit diesen angereicherten
Materialien gewonnenen Erkenntnisse dazu beitrugen,

den Grundstein der modemen Molekularbiclogie zu setzen.
Schnell stelite sich heraus, dass, vor allem aufgrund ihrer
Empfindiichkeit gegentber osmotischen Schwankungen,

0|2 www.gbo.com/bioscience

die Anreicherung von Saugerzellen wesentiich komplexere
Separationsmedien bendtigt. Von Noble und Boyum wur-
den bereits in den Jahren 1967 und 1968 Methoden zur
Separation menonukledrer Zellen aus Vollblut und Knochen-
mark beschrieben. Basierend auf diesen wissenschaftiichen
Pionietleistungen erforclern gerade heute zahllose Appli-
kationen der biomedizinischen Forschung und Routinediag-
nostik hoch angereicherts, iebensfahige und funitionell
intakte Zellpopulationen als Ausgangsmaterial. Die
Separation solcher Zellen mittels Dichtegradienterzentri-
fugation hat sich dabei aufgrund der unkomplizierten und
robusten Durchflhrbarkeit als weltweit meist verbreitete
Methode erwiesen.

Mit dem Produkt Leucosep™ hat Greiner Bio-One das
selbst gesteckte Ziel erreicht, die Dichtegradientenzentri-
fugation wesentlich zu optimieren und anwenderfreundich
2u gestalten,

Daneben wurde mit dem Procukt OncoQuick® das Appli-
kationsspektrum der Dichtegradientenzentrifugation um dlie
Beantwortung relevanter onkologischer Fragestellungen
wesentiich erweitert.

Leucosep™

Leucosep™

12 ml und 50 ml Leucosep™ Réhrchen

Leucosep™
227289 vonL und
227 290 ledren Zellen aus peripherem Blut und Knochenmark
Eigenschaften:
* Anreicherung direkt * Kene Rekontamination
aus Vollbiut mit Erythrozyten
* Vereinfachtes Befiillen  Kein Blockieren
durch Trennscheibe von Markermolektiien
+ Durchilihrung der Sepa- * Mit Ficoll-Paque™ PLUS
ration in 16 Minuten bet vorbefullt erhaltich
Raumtemperatur ¢ Unbefillt erhaltich
* Keine zur Verwendung
Labaorgerate notwendig von Seperationsmedien
* Abtrennung von nach Wahl des Anwenders
Erythrazyten und
Granulozyten

Leucosep™ wurde zur optimierten Separation von Lymphazyten
und peripheren mononuklearen Zeflen (sog. PBMCs) aus

Vollbiut und Kr Das besondere
Merkmal von Leucosep™ ist die porose Trennschelbe, die in die
Zentrifugenrohrehen aus hoch transparentem Palypropylen einge-
setzt ist. Die Trennscheibe besteht aus hochwertgem Palyethylen
und besitzt eine PorengroBe, die exakt auf den Einsatzzweck zuge-
schnitten ist. Durch diese Trennscheibe entfallt das zeitaufwandge

finden Sie unter www.gbo.com/bioscience.

ob die Separation mittels Ficoll-Paque™PLUS oder enem ande-
ren Separationsmedium erfaigen soll, egal ob groBe oder kleine
Probervalumina bearbeitet werden: Greiner Bio-Cne bietet genau
de passenden Leucosep™ Réhrchen zur jewelligen Applikation

Die Gebrauchsenleitung flr Leucosep™ sowie weitere informaticnen

und Ut 1 des Prob

Antikoaguliertes Blut oder Knochenmark kann einfach direkt aus
dem Blutentnahmerdhrcnen in die Leucasep™ Rahrchen gegassen
werden, Eine Durchmischung mit dem Separationsmedium wird
durch die Trennschebe verhindert. Wahrend der Zentnfugation
werden Lymphozyten und PBMCs aufgrund ihrer Dichte von
unerwunschten Erythrozyten und Granulozyten sepanert und

in einer Interphase oberhaib des Seperationsmediums angerei-
chert, Nach erfalgter Separation ward durch die Trennschebe de
Rekontamination der angereichertan Zellfrakticn mit Erythrozyten
und Granulozyten wahrend der Ernte vermieden. Genz gleich,

S LS

Benutzerdmundichiet, 2.8 wehrend der Zentrugation

& &

Neu: 50 i Leucosep™ Ronrchen verfigen jetzt Uber Halleringe, de de
Posttion der Trennacheibe stabdisieren. Dies emcht de Robusthet und

&

Kat.-Nr. 163 288 163 289 163 290 227 288 227 289 227 290
Produktbeschreibung Leucosep™ Leucosep™ Leucosep™ Leucosep™ Leucasep™ Leucosep™
Rohrchenmit  Réhrchenmit  Rohrchen mit  Rohrchenmit  Rafwrchenmit  Rahrchen mit
Trennscheibe
Volumen [mi] 12 12 12 50 50 50
Separationsmedium +/befullt mit +/befulit mit
Ficoll-Pague™ Ficoll-Paque™
PLUS PLUS
Steril as s + as N o
Probenvolumen 3-8 ml Biut 3-8 ml Bt 3-8 mlBiut 15-30miBt  15-0mBut  16-30m Blut
Stiick pro Box/Karton 50600 50/600 5500 26/250 26/300 26/300

Vorbsfilte Laucosep™ Rotichen werden mi Ficcil-Pague™ PLUS bafull, wetches von Grener Bio-One umvampackt wurds
Ficoll-Paque™ PLUS ist eine Marke der GE Healthcare Untemehmen.

a3 = assptische Herstalung
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Leucosep™

1 Zell- und
Gewebekulur

Gebrauchsanleitung Leucosep™

Das Verfahren Arbeitsablauf

2 HTS-
Mizroplatten

Leucosep™ wurde zur optimierten Separation von
Lymphozyten und peripheren mononuklearen Zellen

(sog. PBMCs) aus humanem Vollblut und Knochenmark mit-
tels Dichtegradientenzentrifugation entwickelt,

Das besondere Merkmal von Leucosep™ ist die pordse
Trennscheibe aus Polyethylen, die in die Zentrifugenrshrchen
aus hoch transparentern Polypropylen eingesetzt

ist. Durch dliese Trennscheibe entfallt das zeitaufwan-

dige und mihselige Uberschichten des Probenmaterials
Antikoaguliertes Blut oder Knochenmark kann einfach

direkt aus dem Blutentnahmerdhrchen in die Leucosep™
Réhrehen gegossen werden. Eine Durchmischung

mit dem Separationsmedium wird durch die Trennscheibe
verhindert. Wahrend der Zentrifugation werden Lympho-
zyten und PBMCs aufgrund ihrer Dichte von unerwinsch-
ten Erythrozyten und Granulozyten separiert und in

einer Interphase zwischen der Flasmafraktion und dem
Separationsmedium angereichert. Nach erfolgter Separation
wird durch die Trennscheibe die Rekontamination der
angereicherten Zellfraktion mit Erythrozyten und

3 Immunclogie!
HLA

4 Mikrotrologie!

Mehrzweckgalale

5 Rohrehan/

4) Ernte mit Hife einer Pasteur-
Pipatte odar durch AusgieBen in

&in neuss Zentrfugenmohr

Granulozyten wahrend der Emte vermieden
1) Antikoaguliertes Probenmaterial (Blut oder Knochenmarks-
Vorbereitung aspirat, ggfs. mit physiologischer Kochsalzlésung verdinnt)
« Separationsmedium auf Raumtemperatur (RT) erwarmen,  direkt aus dem Blutentnahmerdhrchen vorsichtig in das
dabei vor Licht schitzen. Leucosep™ Rohrchen gieBen: 3 - 8 ml Probenmaterial bei
« Befiillen der Leucosep™ Rohrchen mit Separations- Verwendung der Rohrchen Kat.-Nr. 163 283, 163 289 oder
medium: 3 ml bei Verwencdung der Réhrchen 163 290; 15 - 30 ml Probenmaterial bei Verwendung der
Kat.-Nr. 162 289 oder 163 290; 15 ml bei Verwendung Réhrehen Kat.-Nr. 227 288, 227 283 oder 227 290.
der Ronrchen Kat.-Nr. 227 289 oder 227 290.
<« Befilite Rehrchen mit Schraubverschluss verschiiefien
und 20 Sekunden bei 1000 x g und RT zentrifugieren
Das Separationsmedium befindet sich nun unterhalb der
Trennscheibe, 3) Folgende Schichtung von oben nach unten ergibt sich nach
< Bei Verwendung von Réhrchen, die bereits mit Separations-  der Zentrifugation: a) Plasma — b) angereicherte Zelifraktion
mecdium vorbefllit sindl (Kat.-Nr. 163 288 oder 227 288), (interphase aus Lymphozyten / PEMCs) - ¢) Separations-
entfallen die vergenannten Schritte. Die Réhrchen misssen  Medium — d) Trennscheibe — €) Separationsmedium - f) Pellet
lediglich vor der Benutzung auf RT erwsrmt werden, (Enythrozyten und Granulozyten). Die Plasmafraktion bis auf
<« Die Rohrchen kénnen nun mit antikoaguliertern Blut oder eine Schichtdicke von 5 bis 10 mm abheben und verwerfen
Knochenmarksaspirat beflillt werden. Eine Verdinnung des
Probenmaterials mit physiclogischer Kochsalzldsung muss
nicht erfoigen, kann aber dazu beitragen, das Separations-
ergebnis zu verbessern, Fur Blut ist sine Verdinnung
von 1:2, fir Knochenmark ein Verhiltnis von 1:4
empfehlerswert

8 Liqud
Handing

7 Mokkular-
biokgie

2) 10 Minuten bei 1000 x g und RT oder 15 Minuten bei 800 x g
und RT im Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugieren.

8 Protein-
knstatlisation

9 Separation

4)Emte der angersicherten Zelffraktion (Lymphozyten/PBMCs)
mit Hilfe einer Pasteur-Pipette oder durch AusgieBen aus demn
Leucosep™ Rahrehen in ein frisches Zentrifugenrdhrehen. Eine
Rekontamination mit den abgereicherten Erythrozyten und
Granulozyten wird durch die Trennscheibe verhindert.

10 Bicchips/
Microfiuidik

5)Wasche der angersicherten Zellfraktion (Lymphozyten/
PBMCs) mit 10 ml phosphatgepufferter Salzldsung (PBS),
anschlieBend 10 Minuten bei 250 x g zentrifugieren.

6) Waschschritt zweimal wiederholen, dabei das Zellpellet mit
5 ml PBS resuspendieren

Anmerkung

Biologische Proben und alle zur Blutentnahme erforderlichen
Nadeln oder Blutentnahmesets sind in Ubereinstimmung

mit den Methoden und Verfahrensweisen ihrer Bestimmung
bzw. mit denen der jewesiligen Einrichtung zu handhaben. Im
Falle einer Kentamination mit Blut oder anderen bidlogischen
Proben (z.B. durch Stichverletzung) miissen urngehend
geeignete medizinische MaBnahmen ergriffen werden, da
solches Material immer als potenziell infektids mit HBY, HCV
(Hepatitis), HIV (AIDS) oder anderen Infektionserregem einge-
stuft werden muss
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OncoQuick®

227260

OncoQuick®

OncoQuick®

aus peripherem Blut

Eigenschaften:

* Zeitbedarf etwa 46 Minuten  + Keine zusétziichen

+ Reproduzierbare Laborgerate notwendig
Wiederfindung: > 70% + Kein Bedarf an

* Blutzellabreicherung um magnetischen Beads
bis 2u 6 Logstufen Kein Blockieren

von Markermalekulen

Anreicherung direkt

aus Veliblut

.

.

OncoQuick® ist en enwenderfreundiiches, schnelles und effizientes
System zur Anreicherung zirkulierender Tumorzellen, die von einem
soliden epithelialen Tumor oder malignen Melanom in das Blut
gestreut werden. In OncoGuick® verbinden sich die Vorteile der
Zellseperation durch Dichtegradentenzentrifugation {(schnell,
reproduzierbar und preswert) mit Wiederfindungsraten, die mit
denen der Immuncbead-Techniken vergleichbar sind. OncoQuick®
besteht aus einem sterien 50 ml Polypropyten-Robrchen mit einer
parosen Trennschelbe, die oberhald des speziell entwickelten
Separationsmediums eingefugt ist. Bis zu 30 mi antkoagukiertes.
Vollbiut werden direkt in das OncoQuick® Rohrchen eingeflit

und zentrifugiert. Neben Erythrozyten und Grenulozyten erlaubt
das auch die Abreichening

von Lymphaozyten und me Zellen, Die di ten
Tumaorzelien werden in der Interphase angeraichert, Nach der Ernte
erfolgt die Wasche der angereicherten Zellfraktion. Anschiieend
stehen die Tumorzellen samtliichen gangigen diagnostischen
Methaden zur Verfligung, OncoCuick® wurde in Kooperation 2wi-
schen Hexal Gentech und Greiner Bio-One entwickelt und ist aus-

———— Centrifugation ——»

+Blood
T © TumerCets.
N -
——© Leukocytes
—® ey
___ washing e

ICC  (RTLPCR  FACS  CellCuture  FISH
-5 — +
t t 1
Enriched

Die Geb Ing fur CnicoQuick® sowie weitere

schilieBlich zur Verwendung fur Farschur

Neu: 50 i OnooCuick® chichen verfigan |21 Uter Hakeringe, die de
Position der Trennschesbe stabiiseren. Dies emoht die Robusthed und

Informationen finden Sie unter www.gbo.com/bicscience.

2B wahrend der
.
- & &
Kat.-Nr. 227 255" 227 250
Beschreibung OneoQuick® Rahrehen mit Trennscheibe OncoQuick® Rohrehen mit Trennscheibe
und Separationsmedium und Separationsmedum
Steril as as
Probenvolumen 16 - 30 mi Blut 16 - 20 ml Blut
Réhrchen pro Karton 4 10

Y eirmai als Musterpackung zum Sondemreis emhakich

as = aseptische Herstellung
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Vorgehen Blutentnahme im Rahmen der NAPKON-Studie

Die Blutentnahme hat gemaRB den lokalen giiltigen Arbeitsanweisungen zu erfolgen. Liegt
keine solche vor, ist wie nachfolgend beschrieben vorzugehen (Quelle: Nationale Kohorte,
Pretest). Die Entnahme beschreibt den Vorgang mit Monovetten-Systemen von Sarstedt.

A) Blutentnahmeplatz

Ein geeigneter Blutentnahmeplatz steht zur Verfligung. Die Raumtemperatur sollte 20-24°C
betragen. Bei Blutentnahme im Sitzen sollte ein Blutentnahmestuhl verwendet werden, der
zur Liege umgeklappt werden kann, so dass der/die Patient*in bei Unwohlsein liegen bzw. bei
Kollaps gelagert werden kann (Beinhochlage/Halbseitenlage).

Der Materialbestand an jedem Blutentnahmeplatz sollte taglich vor Beginn der
Blutentnahmen kontrolliert werden.

Der Blutentnahmebereich muss immer sorgfaltig sauber gehalten werden. Benutztes Material
stets sofort in den entsprechenden Behaltnissen entsorgen.

Reinigen Sie den Tisch, die Armauflage und bei Bedarf auch den FuRboden nach jeder
Blutentnahme mit Pursept-A und Einwegtlichern/Zellstoff.

Vor und nach jeder Blutentnahme muss eine griindliche Handwasche oder Handedesinfektion
(z. B. mit Sterilium o. a.) vorgenommen werden.

Die Blutentnahme wird von einem/einer technisch versierten Mitarbeiter*in
(Studienassistenz, Krankenpfleger*in, Arzt*in) durchgefiihrt, die/der Erfahrung in der
Blutentnahme besitzt. Ihre/seine Qualifikation muss in einer Schulung nachgewiesen und
durch die Studien-/Schulungsleitung bzw. Arzt*in/Stationsleitung bestitigt werden
(Dokumentation der Schulung).

B) Vorbereitung der Blutentnahme

Generell muss ein/e Arzt*in in angemessener Zeit persénlich den Blutentnahmeplatz
erreichen kénnen. Fir die Blutentnahme tragt der/die Mitarbeiter*in einen weiRen, sauberen
Kittel.

1. Aufklarung und Einverstandnis des/der Patienten*Patientin zur Teilnahme an der Studie
durch Studienarzt*in.

Der/die Patient*in wird zum Blutentnahmeplatz begleitet. Nach Ablegen von Jacke/Pullover
soll der/die Patient*in bereits in dieser Phase auf dem Blutentnahmestuhl mit Armlehne (oder
auf der Untersuchungsliege) Platz nehmen, um neuerliches Aufstehen vor der eigentlichen
Blutentnahme zu vermeiden. Im Probenbegleitbogen ist zu vermerken, ob die Blutentnahme
im Liegen oder im Sitzen durchgefiihrt wird.

2. Erkldren Sie dem/der Patienten*Patientin lhr Vorhaben. Hierzu ein Beispiel:
“Ich méchte lhnen Blut aus lhrer Armvene entnehmen. Die Blutentnahme wird nur einige
Minuten dauern und Sie nicht wesentlich belasten."
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Geben Sie dem/der Patienten*Patientin Gelegenheit, Fragen zu stellen. Vermitteln Sie
ihm/ihr den Eindruck, dass seine/ihre Fragen ernst genommen und kompetent beantwortet
werden.

Falls der/die Patient*in etwas &angstlich ist, nehmen Sie sich viel Zeit, versuchen Sie
beruhigend auf ihn/sie einzuwirken und von der Wichtigkeit der Untersuchung zu
Uberzeugen.

Versuchen Sie nicht unter allen Umstanden, den/die Patienten*Patientin zur Blutentnahme
zu bewegen.

Stimmt der/die Patient*in der Blutentnahme zu, vervollstindigen Sie die Befragung
entsprechend des Probenbegleitbogens.

Q) Etikettieren Sie wie oben stehend beschrieben

Die Nummerierung der Blutentnahmeréhrchen soll der bei der Blutentnahme einzuhaltenden
Reihenfolge entsprechen. Beachten Sie beim Aufkleben der Etiketten, dass die Rohrchenskala
nicht Gberdeckt und damit ein Ablesen der Fiillmenge wahrend der Blutentnahme nicht
behindert wird.

Legen Sie sich das weitere, fiir die Blutentnahme unmittelbar benétigte Material zurecht:
4 einzelne Tupfer (davon 1x fir Trockenwischen der Injektionsstelle, 1x ggf. zum Unterlegen
unter Flligelkantle, 1x zur Blutstillung), Fligelkanile, 1 Streifen Leukosilk fir die Befestigung
entweder der Fligelkaniile oder des Schlauches, Pflaster. Benutzen Sie keine Kaniilen, bei
denen die Verpackung beschadigt oder verschmutzt wurde!

D) Durchfiihrung der Blutentnahme
Um direkten Kontakt mit Patient*innenblut zu vermeiden, darf die Blutentnahme
grundsatzlich nur mit Einmalhandschuhen durchgefiihrt werden.

1. Suchen der Punktionsstelle:

Der Armel wird (iber die Ellenbeuge hochgerollt, wobei der hochgerollte Armel zu keinerlei
Stauung flihren darf. Achten Sie auf die durchgestreckte, zugleich aber entspannte Lage des
Armes auf der Armunterlage.

Legen Sie die Staubinde 7,5-10 cm oberhalb der Venenpunktionsstelle an. Betasten und
verfolgen Sie mehrmals den Verlauf der Venen mit dem Zeigefinger. Bei verstopften Venen
fehlt die Elastizitat, sie fiihlen sich schnurdhnlich an und rollen sehr leicht. Wenn die
oberflachlichen Venen kaum erkennbar sind, dann konnen Sie den/die Patienten*Patientin
bitten, eine Faust zu machen. In der Regel sollte Faustschluss jedoch unterbleiben,
insbesondere mehrmaliger Faustschluss (‘Pumpen'). Ein leichtes, mehrmaliges Beklopfen der
Vene mit dem Zeige-/Mittelfinger bewirkt ein Anschwellen der Vene. Durch ein Absenken des
Armes wird bewirkt, dass sich die Venen verstarkt fillen. In schwierigen Ausnahmefallen kann
auch feuchte Warme das Hervortreten der Venen fordern: Halten Sie ein Handtuch unter
heiBes Wasser und legen Sie dieses mehrere Minuten lang auf die Ellenbeuge.
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Warmeapplikation gehort zu den Regelabweichungen, die im Probenbegleitbogen
dokumentiert werden missen!

Sobald Sie eine geeignete Stelle fir die Punktion gefunden haben — spatestens jedoch nach
1 min — lockern Sie die Staubinde!

2. Reinigung und Desinfektion der Punktionsstelle:

Bespriihen Sie die von lhnen gewahlte Einstichstelle mit Desinfektionsmittel (z. B. Dibromol)
und lassen Sie dieses 30 sec einwirken. Optional: Sdubern Sie die Haut an der Einstichstelle
durch einmaliges Abreiben mit einem Zellstofftupfer. Warten Sie, bis die Stelle trocken ist, um
eine mogliche Hamolyse des Blutes durch das Desinfektionsmittel zu vermeiden, die zu
Veranderungen verschiedener Blutwerte fihrt. Wenn die Venenpunktion schwierig erscheint,
missen Sie gegebenenfalls die Vene erneut betasten. In diesem Fall muss die betreffende
Stelle erneut mit Desinfektionsmittel gesdubert werden.

3. Punktion:

Straffen Sie die Haut des/der Patienten*Patientin durch Zug nach distal (nach unten Richtung
Hand), d. h. entgegengesetzt zur Einstichrichtung der Nadel mit dem Daumen allein oder mit
Daumen und Zeigefinger. Die Fliigelkantile wird so gehalten, dass die Nadel6ffnung nach oben
zeigt. Fixieren Sie mit dem Auge denjenigen Bereich der Vene, in dem die Nadelspitze am
Ende liegen soll, setzen die Nadelspitze ungefdhr eine halbe Nadellange distal (unterhalb)
dieses Venenbereichs (und in gerader Verlangerung dieses Venenabschnitts) auf die Haut,
durchstoBen bei steiler Nadelstellung mit einem kleinen Ruck die Haut und schieben dann die
jetzt flach gehaltene Nadel ruhig und gleichmaRig unter der Haut vor bis in die Vene. Diese
Fihrung der Nadel Uber eine gewisse Wegstrecke (mindestens halbe Nadelldnge) im
Unterhautgewebe schient und fixiert damit die Nadel.

FlieRt Blut in den Schlauch ein, ist die Staubinde sofort zu 6ffnen!

Lassen Sie die Staubinde niemals langer als 1 min und auch dann nur mit geringem Staudruck
angelegt! Zum einen ist eine langere Stauung fur den/die Patienten*Patientin unangenehm,
zum anderen fiihrt sie zu einer artifiziellen Konzentrationserhéhung selektiv der grof3en
Blutbestandteile (Zellen, groRe Proteine und daran gebundene kleinere Molekiile:
'Hamokonzentration' durch Auspressen von Wasser aus dem Gefal3).

Verwenden Sie die Entnahmeréhrchen gemaR den Angaben des Herstellers. Sollte kein Blut
leicht nachflieRen, so bedeutet dies in aller Regel, dass die Vene durchstoflen wurde.
Zuriickziehen der Nadel ist keine Abhilfe, weil die Venenwand an zwei Stellen verletzt und
Aspirieren von paravendsem Blut strikt verboten ist. In aller Regel muss also erneut punktiert
werden, distal am gleichen oder am anderen Arm.

Sollten zwei Versuche der Venenpunktion fehlschlagen, so fragen Sie den/die
Patienten*Patientin, ob er bereit wéare, sich von einem/einer anderen Mitarbeiter*in
punktieren zu lassen!

Fixieren Sie den Schlauch optional am Unterarm mit Klebepflaster, und zwar so, dass sich die
Stellung der Nadel nicht mehr verdndern, zugleich eine Schlauchbewegung beim Umsetzen
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der Blutentnahmerdohrchen nicht auf die Nadel ibertragen kann. Sollte im Ausnahmefall die
Nadel selbst fixiert werden, so muss ein Tupfer unter die Nadel/Fligel geschoben und das
Klebeband nur tber das schlauchnahe Ende der Nadel, nicht Uber die beiden Fliigel gezogen
werden. Der Tupfer soll dabei verhindern, dass durch den Zug nach unten die Nadel6ffnung
(die nach oben zeigt) gegen die GefaBwand gedriickt wird, was den Blutfluss behindert.

4. Befiillung der Blutréhrchen:

Vorgegebene Reihenfolge der Befiillung einhalten. Es ist sehr wichtig die Blutrohrchen
vollstandig zu befiillen, insbesondere bei Citrat-Rohrchen!

Flllen Sie die Monovetten durch gleichmafRigen Zug am Stempel (ibermaRiger Unterdruck
und damit zu schnelles EinflieRen kann Hamolyse bedingen!). Der Stempel kann nach
vollstandiger Befiillung unter leichtem Druck abgeknickt werden. Anschliefend wird die
Monovette nach einer leichten Linksdrehung vom Multi-Adapter abgezogen, 2-3-mal um 180°
geschwenkt (Luftblase muss komplett durchlaufen) und dann aufrecht in einen Stander
gestellt (entsprechend der Ausrichtung nachher bei Zentrifugation).

Befiillung der Vacutainer-Systeme (CPT (BD), PAXgene®):

Falls fur die Blutentnahme ein Monovetten-System verwendet wird, missen fir das Beftllen
der Vacutainer Rohrchen auf die Kaniile der Sarstedt Membran Adapter, der Vacutainer Luer
Adapter und der Vacutainer Einmalhalter aus Kunststoff aufgesetzt werden (s. Abbildung 1).
CPT-R6hrchen in Vacutainer Einmalhalter einflihren und ca. 8 ml Blut sammeln (Riickfluss und
Kontakt des Rohrcheninhalts mit dem Stopper vermeiden). Réhrchen nach dem Befiillen
2-3-mal um 180° schwenken (nicht schiitteln!) und bei RT aufrecht in den Stander stellen.
Optimal: innerhalb von 2 h weiterverarbeiten.

PAXgene® RNA Vacutainer-Réhrchen in Vacutainer Einmalhalter einfiihren, nach der
vollstandigen(!) Befiillung (ca. 2,5 ml, schwarze Markierung am Réhrchen) ca. 8-10x Giber Kopf
schwenken. Bei RT 2 h aufrecht stehend lagern bis zum Einfrieren bei -20°C und nach 24 h
finale Lagerung bei -80°C.
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o Vor der Befiillung des Paxgene Réhrchens den Butterfly mit Adapter versehen (siehe Abb. A, B)

Abb. A und B:
Einzelne Komponenten (A), zusammengestecktes System (B):
Adaptersystem fir die Abnahme von Blut in Kombination von Sarstedt und BD-System (Safety-Multifly-Set, Membran-
Adapter Sarstedt, Einweghalter).
1. und 2. Membran-Adapter (1.) und Einweghalter (2.) auf Safety-Multifly-Set (Sarstedt) stecken.
3. Erst nach Punktion und Aufsetzen des Adapters darf die Nadel des Adapter-Systems in das Vacutainer
PAXgene Blutrdhrchen eingefiihrt werden. (Bei vorherigem Einfiihren entweicht das Vakuum aus dem
Blutréhrchen).

Abbildung 1: Adaptersystem fiir die Abnahme von Blut in Kombination von Sarstedt- und BD-Systemen
(Bildquelle: [16])

5. Entfernen der Nadel:

Legen Sie einen Zellstofftupfer Gber die Venenpunktionsstelle. Entfernen Sie die Nadel rasch
und Uben erst unmittelbar danach (d. h. noch nicht wiahrend des Herausziehens) mit lhrem
Daumen Druck auf die Punktionsstelle aus.

Fordern Sie den/die Patienten*Patientin auf, den Tupfer einige Minuten fest auf die
Punktionsstelle zu dricken, der Arm darf dabei im Ellenbogen nicht abgewinkelt sein.
Vergewissern Sie sich, dass der Blutfluss zum Stillstand gekommen ist und (berkleben Sie
dann die Punktionsstelle mit einem Pflaster.

Wenn der/die Patient*in weiterhin blutet:

Unter Druck auf die Punktionsstelle muss der Arm so lange hochgehalten werden, bis die
Blutung aufgehoért hat. Dauert die Blutung langer als 5 min, sollte ein/e Arzt*in informiert
werden. Wickeln Sie gegebenenfalls Gber den Tupfer eine Mullbinde um den Arm und lassen
die Binde mindestens 15 min angelegt. Notieren Sie die Komplikation im Probenbegleitbogen!
Sollte sich an der Punktionsstelle ein Himatom entwickeln oder der/die Patient*in Uber
Schmerzen klagen, kann ein Salbenverband mit Heparinsalbe Linderung bringen.
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6. Entsorgen der Fligelkaniile:
Werfen Sie die Fligelkanile (mit integrierter Kanulenschutzhilse) sofort in den dafir

vorgesehenen gelben Behalter. Der Klappdeckel des Abwurfbehalters ist tiber Nacht zu
verschlieRBen. Sobald drei Viertel des Behdlters gefillt sind, wird der Klappdeckel mit
Klebeband fir die Entsorgung gesichert. Ein Umfillen der Abwurfbehalter ist nicht gestattet!
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SEPMATE™ PROCEDURE
Murmbears in brackets refer to steps under Directions for Lisa,

SepMate™-50 P
G}SEPMHI‘E- CATALDG 815450 20 TUBESEAG E‘?ﬁﬂﬂmedn

CATALDG 815460 520 TUBESBAG

SepMate™-15

; CATALDG #1515 20 TUBEVEAG
P STEMCELL CATALOG $15420 520 TUBEVRAS

INTENDED USE
™ fjubee are designed for the in vitno isolation of
mononuclear calls (MNCs) from human whaole peripheral blood and
cord blood samples by density gradient centrifugation.
FRODUCT DESCRIFTION I
Polypropylene ftube with inserl. Gamma-imadiated.
STORAGE
Siore at room temperature (15 - 23°C)L

DIRECTIONS FOR USE ,
Ensure that sample, phosphate-bufferad saline with 2% fetal bavine E

Pipette dilfed sample
o the sicke of B ube

(3

sarl.rn F'BS--rE’%FEIS Cata #DT!IIELdamrtrg'Bcientrrﬂdlun

on reverse page), and cenirifuge are all at room

tﬂnm'ﬂmrﬂﬂﬁ 25°CL

1. Add density gredient medium to the Sephate™ tube by
canefully pipetting it through the central hole of the Sephate™
insert. Refer to Table 1 for required volumes. The top of the
density gradient medium will be sbove the insert.

Mofs: Small bubbles may be present in the density gradient —— 5
medium affer pipsifing. This will nof affect performance. wmﬁ;gﬂ;?m G

2. Dilvie samgle with an equal wolume of PBS + 2% FBS 4
Mix genthy. Pour .
For example, diute 5 mL of sampls with 5 mi of PBS + i5) e eniched
2% FBS. PES & 2% FBS.

3. Kesping the SepMate™ tubs vertical, add the diluted sample ?ﬂﬂﬁh

ipetting it down the side of the tubs. The sample will mix
Ermwﬁgh Je%sity gradient medium above the insart. Plasma
MNofe: The sampls can be poured down the side of the fubs. L
Take care not to pour ihe diuted sample directly through the MNCs @l * %
caniral hols. Dm:-i'rg.-gmdml o,

4. Cenfrifuge at 1200 x g (== Notes) for 10 minutes at room el 14
temperature, with the brake on. RECs "

Nofe: For samples olosr than 24 hows, 5 cenfrifugssion fime of
20 minwtes iz recommended.

& Pmrnﬁﬂntﬁlarﬁ,wﬁchmtainahanﬂedMNCE.inm
& new fubs. not hold the Sephate™ tube in the inverted
pasition for longer than 2 seconds. Table 1: Gradient Medium Volumes
MNote: Some red blood cells (RECs) may be present on the " INITIAL BLOOD |
surface of the SepMaie™ insert sffer centrifugation. This will TUBE SAMPLE (mL) MEDIUM {rml )
not affect performance. 15 05-40 45
Nofe: Centnfuging & 300 ¥ g for & minwes af room =0 FRET] 15
tempersiue, with the brakes on, is recommandsd -

B STEMCELL
1 BOD BAT DAX2 - +1 604 27 8718
FFDIFTEMCELL COM = TECHIUPPORTESTEMCELLCOM = FORGLOBAL COMTACT DETALS VIST WNW STEMCELL COM
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CATALOG #15450
CATALOG #15460

CATALOG #15415
CATALOG #15420

NOTES
Samples

50 m tubes, 20 tubesbag
50 mL tubes, 5 x 20 tubasbag

15 mL tubes, 20 tubesibag
153 mlL tubes, 5 x 20 tubesbag

SapMate™ can used with human whole peripheral blood and
cord blood samples. It not been tested with samples older than

48 hours. For use of SepMate™ with

oither than human
TEMCELL

samples
whole penpheral blood or cord blood please contact 5
Technologies” Technical Support at techsupportiEstemcell.com.

Saphata™-15
Saphate™-15 is designed to process 0.5 - 5
A minimum packed RBC woluma of 0.25 mL

miL of initial sample.
is required. For patient

samples with low hematocnts, the mnmimum sample volume may

therafiore be greater than 0.5 mL.
There i5 @ masimum packed RBC vwolume

of 3 mL. For paient

samples with very high hematocrits, the maximum sample volume

mary therefore be kess than 3 mL.

Sephiate™-50

Sephate™-30 is designed to process 4 - 17 ml of intisl sample.
A minimum packed RBC volume of 2 mL is required. For pafient
samples with low hemabocnts, the mmimum sample volume may

There ie a maximum packed RBC volume

of 12 mL. For patient

*rsnl:}rru:lecs with m@ hematocrits, the maximum sample volume

than 17 mL

Density Gradient Medium

Density gradient medium refers fo Lymphoprep™ (Catalog
#07B01), Ficol-Pagque™ PLUS or other similar density gradient

media.

Recommended Medium

The recommandsd medum is
fetal bovine sarum (FBS + 2% FBS, Catalog

Conversion of g to RPM

saline with 2%
#07905).

To convert g to rpm, wse the following formulac

RPM = RCF
(1,118 x 107} x (Radius}

Where: RPM = centrifuge speed in revolutions. per minute

RCF = relative centrifugal force (g)

Radies = radies of centrifuge robor in cenfimeters (cmi

L Feoouct inFaRManon suieT |
Troubleshooti
If the density gradient medium above the SepMate™ insert appears
red afier centrifugation (i.e. soma RBCs have not pelleted), the
SapMate™ tube can be spun at 1200 x g for ancther 10 minutes

with the brake on. This situation may occur with samples that ars
older than 24 hours.

Platelet Removal (optional)

Platelets in the plasma layer may be removed from fhe

enriched MMCs in one of the fiollowing ways:

+ In step 5. pipstie off the supematant abowe the MNC layer
bafore pounng

= Instep 8, perform one of the washes at 120 x g for 10 minutes
at room temperature, with the brake off

SUPFLEMENTARY PROCEDURE
Use of SepMate™ with RosetteSep™ Cochtails

™ fubes can be used with FosetieSep™ cell enrichment
cockiails to isolete specific cell types from human whole blood. For

available  RosetteSep™ cockiails please refir b

wvw. rosetiesep.com.

To use Sephiate™ with RosetteSep™ cocktails:

1. Addﬂnsataﬁq:“muﬂlmﬂ'mw-&hmg?amj
wolumes recommended in the RosetteSep™ cocktal F'mdl.l;a
Irformation Sheet.

2. Incubate for 10 minutes at room temperature (15 - 25°C).
Note: The 7Tlhminufe incubation fime /s speciic fo this
proceduwe. i wil hawve minimal effect on peformancs.

3. Follow the steps under Sephate™ Directions for Use, on
FEVElss page.

Note: Uss densiy gradent medium recommended in ihe
RoselteSep™ cockfall Product information Shest.

Copryrgil & 2013 By STEMOELL Tichrokgem nc. Al nghits seseresd rciocing grphess sd megim. STEMCELL Techncogpen & Dimogrs, STEMCELL Shisid Dimogn, Scarinshy Hislgang Soenkets, Sepiiete, and
Pt Sany: e kachrrerks of STEMCELL Tectroioges inc. Lyrmphoons: m o recermr e of A005- 551D Fool-Pages PLLS o 8 o of (G Hesthcme Limiesd. S cther Eachermerka s B proparty of Ber
renpecia holders

B STEMCELL’

1 B0 BT D3F2 = &1 804 BTF 0TI

PO TERNCELL COM = TEOHSLIPPOR TS TERACELL COR

s FORGLOBAL COMTALT DETALS WIHT WAW STEMCELL COBA
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Anweisung fiir Patient*innen zur Gewinnung von Mittelstrahlurin

1. Den Urinsammelbecher 6ffnen, ohne das Innere des GefaRes oder des
Verschlussdeckels zu berthren!

2. Urin erst eine Sekunde nach Beginn des Wasserlassens sammeln durch
Halten des offenen Urinbechers in den laufenden Harnstrahl.

3. Den Urinbecher moglichst zu 1/2 - 2/3 fiillen!

4. Danach den restlichen, nicht gesammelten Harn bitte in die Toilette
ablassen.

5. Den Urinbecher verschliefen ohne das Innere des Bechers oder des
Deckels zu berthren.

6. Mittels Papiertuch den Urinbecher von aulien trocknen, falls notwendig.
Hande mit Seife waschen.

7. Den verschlossenen Urinbecher bei der Studienassistenz oder
Krankenpfleger*in abgeben.

8. [Studienassistenz] Sofern aus z. B. technischen Griinden keine Dokumen-
tation Uber ein LIMS moglich ist, bitte auf diesem Formular notieren:

e Uhrzeit der Uringewinnung:

e Besondere Auffalligkeiten (Triibungen, Blutbeimengungen, etc.):




Entnahmeprotokoll Blut (1/2):

(wird auf der Station/in der Ambulanz ausgefullt)

Pro Probe 4 gleiche Etiketten der Proben-ID
verwenden!

1. Etikett: Auf das Probenbehaltnis kleben
2. - 4. Etikett: In vorgesehene Felder auf
Probenbegleitbdgen kleben

Identifikation der Proben:

Patient*innen-ID

Kit-1D

1. Monovette fir Serum

Proben-ID
Monovette flir Serum

2. Citrat-Monovette fur Plasma

Proben-ID
Citrat-Monovette fur Plasma

3. Heparin-Monovette oder EDTA-
Monovette fur Plasma + PBMCs
(entfallt bei Verwendung von
CPT, siehe 5.)

Proben-I1D
Heparin-Monovette oder
EDTA-Monovette fiir
Plasma + PBMCs

4. EDTA-Monovette fur Plasma +
zellulare Bestandteile (Buffy coat)

Proben-ID
EDTA-Monovette fir
Plasma + Zellen

5. CPT fur PBMCs (entfallt bei
Verwendung von Heparin-
Monovette oder EDTA-Monovette,
siehe 3.)

Proben-ID
CPT fur PBMCs

6. RNA-Blut (PAXgene®)

Proben-ID
RNA-Blut

Dieses Dokument per Hauspost an die Studienassistenz senden

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020

abjojuaylalawyeuqy




Entnahmeprotokoll Blut (2/2):

(wird auf der Station/in der Ambulanz ausgefiillt) Patient*innen-1D

Visiten-Nr.: |__| BL (Baseline)
|| SV (regulare Studienvisite)
|| CSV (Studienvisite bei Verschlechterung)
|| EV (Entlassvisite)
|| 3M FU (Follow-Up)

| 6MFU

| | 12MFU

| 24MFU
Datum der Blutentnahme: [ T = I I I (DD-MM-YYYY)
Zeitpunkt der Blutentnahme (Beginn) Uhrzeit |__||__|:|__|l__| (hh:mm)
Blutentnahme aus ZVK? jal_| nein|_|
Wie lange war der/die Patient*in niichtern vor der Blutentnahme? (hh)
Erndhrung parenteral? jal__| nein|_|
Position bei Blutentnahme sitzend |__| liegend |__|
Dauer der Position des/der Patienten*Patientin vor Blutentnahme: (min)

Besonderheiten bei der Blutentnahme (z. B. Warmeanwendung, Pumpen, langere
Stauung, forciertes Aspirieren, Schwache des Probanden, etc.):

Dokumentation der Probenentnahme-Zeiten auf allen Bogen!

Dieses Dokument per Hauspost an die Studienassistenz senden

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020



Probenverarbeitung Blut

ID-Ubersicht fiir verarbeitendes Labor

(wird auf der Station/in der Ambulanz ausgefullt)

1. Monovette fir Serum

2. Citrat-Monovette fur Plasma

3. Heparin-Monovette oder EDTA-
Monovette fur Plasma + PBMCs
(entfallt bei Verwendung von
CPT, siehe 5.)

4. EDTA-Monovette fur Plasma +
zellulare Bestandteile (Buffy coat)

5. CPT fur PBMCs
(entfallt bei Verwendung von
Heparin-Monovette oder EDTA-
Monovette, siehe 3.)

6. RNA-Blut (PAXgene®)

3B

Kit-ID

Proben-ID
Monovette flir Serum

Proben-ID
Citrat-Monovette fur Plasma

Proben-I1D
Heparin-Monovette oder
EDTA-Monovette fiir
Plasma + PBMCs

Proben-ID
EDTA-Monovette fur
Plasma + Zellen

Proben-ID
CPT fur PBMCs

Proben-ID
RNA-Blut

Dokument zusammen mit den vorhandenen Proben
an das verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020




4B

Probenverarbeitung Blut

Proben-ID
Uhrzeit Beginn Blutentnahme: |__|[|__|:[__|l__| (hh:mm) Monovette fir Serum

Probe: Monovette flir Serum
(wird im verarbeitenden Labor ausgefullt)

- Gewinnung Uberstand Serum, Aliquotierung

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:
Datum: Y Y T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | (hh:mm)

Auffalligkeiten Probe: | | Lipamisch |__| Ikterisch |__| H&molytisch

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: N Y Y I I (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | . (hh:mm)
Anzahl Aliquote Uberstand (= Serum): |_||__|a0,3 ml

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: I I I (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | . (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Blut
Proben-ID

Uhrzeit Beginn Blutentnahme: |__|[|__|:[__|l__] (hh:mm) Citrat-Monovette fur Plasma

Probe: Citrat-Monovette fur Plasma
(wird im verarbeitenden Labor ausgefullt)

- Gewinnung Uberstand Plasma, Aliquotierung

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:
Datum: Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ . (hh:mm)

Auffalligkeiten Probe: |__| Lipamisch |__| Ikterisch |__| Hamolytisch

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | . (hh:mm)
Anzahl Aliquote Uberstand (= Plasma): |__||__|a0,3 ml

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: Y Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ . (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Blut Proben-1D
Heparin oder EDTA fir

Uhrzeit Beginn Blutentnahme: | ||_|:[__|l__| (hh:mm) Plasma + PBMCs

oder CPT fur PBMCs

Probe: Heparin-Monovette oder EDTA-Monovette fur Plasma + PBMCs

oder CPT fur PBMCs (1/2)
(wird im verarbeitenden Labor ausgefllt)

- Gewinnung Uberstand Plasma, Aliquotierung (erfolgt nicht bei CPT)

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:

Datum: L (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: I | | (hh:mm)
Auffalligkeiten Probe: | | Lipamisch |__| Ikterisch |__| H&molytisch

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: Y T Y T I (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: L] (hh:mm)
Anzahl Aliquote Uberstand (= Plasma): |__||__|a0,3 ml

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: [ (DD-MM-YYYY)

Uhrzeit: L] (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020
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Probe: Heparin-Monovette oder EDTA-Monovette fur Plasma + PBMCs

oder CPT fur PBMCs (2/2)
(wird im verarbeitenden Labor ausgefillt)

- Isolierung PBMCs, Aliquotierung

Verwendete Methode:
|__| Ficoll-Gradient | | Leucosep™ |__| SepMate™ | | CPT

Zeitpunkt Beginn Aufarbeitung/Zentrifugation:

Datum: e (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | (hh:mm)
Anzahl Aliqguote PBMCs: | Jl__]a0,5ml

Anzahl Zellen/ml:

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: [ (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ . (hh:mm)

Eingefroren in:

|__| -80°C (Zwischenlagerung fur max. 14 Tage moglich)
|__| N2 Gasphase

|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Blut
Proben-ID

EDTA-Monovette flr

Uhrzeit Beginn Blutentnahme: |__||__|:|__|[__| (hh:mm) Plasma + Zellen

Probe: EDTA-Monovette fir Plasma + Zellen
(wird im verarbeitenden Labor ausgefuillt)

- Gewinnung Uberstand Plasma, Aliquotierung

- Gewinnung Buffy coat (Zellen nach Zentrifugation); Uberfiihren in 2 eigene
Aliguote nach Resuspension

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:

Datum: [ (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | I | (hh:mm)
Auffalligkeiten Probe: | | Lipamisch |__| Ikterisch |__| H&molytisch

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: I I I (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | N | . (hh:mm)
Anzahl Aliquote Uberstand (= Plasma): | _||__|a0,3 ml
Anzahl Aliquote Buffy coat: | _|._|a0,5ml

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: Y Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: N B I | (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Blut

Uhrzeit Beginn Blutentnahme: |__||_|:[__|l__| (hh:mm) Proben-1D
RNA-Blut

Probe: RNA-Blut
(wird im verarbeitenden Labor ausgefullt)

-> Einfrieren des Rohrchens ohne Verarbeitung

Zeitpunkt Einfrieren -20°C:
Datum: [ (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ . (hh:mm)

Zeitpunkt Einfrieren -80°C:
Datum: Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ . (hh:mm)

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Blut_V2.0_10/2020



Entnahmeprotokoll Bioprobe (1/2)
(aul3er Blut)

(wird auf der Station/in der Ambulanz ausgeftillt)

Pro Probe/Material 3 Etiketten derselben
Proben-ID verwenden!

1. Etikett: Auf das Probenbehéltnis kleben
2. + 3. Etikett: In vorgesehene Felder auf
Probenbegleitbdgen kleben

Identifikation der Proben:

1. Oropharyngealabstrich oder
Nasopharyngealabstrich oder
Speichel

2. Sofern Intensivpatient, statt 1.:
Bronchoalveoléare Lavage (BAL)
oder Trachealsekret (ENTA)

3. Urin

0 Anurie (wenn kein Urin verfugbar)

Patient*innen-1D

Kit-1D

Proben-1D
Oropharyngealabstrich oder
Nasopharyngealabstrich oder
Speichel

Proben-ID
Bronchoalveolare Lavage (BAL)
oder Trachealsekret (ENTA)

Proben-ID
Urin

Dieses Dokument per Hauspost an die Studienassistenz senden

NAPKON_Probenbegleitbogen_Sonstige Bioproben_V2.0_10/2020




Entnahmeprotokoll Bioprobe (2/2)

(aul3er Blut)

(wird auf der Station / in der Ambulanz ausgefiillt)

Patient*innen-1D

Datum der Probenahme (Bioprobe je nach Auswahl)

| (DD-MM-YYYY) (Oropharyngealabstrich)

| (DD-MM-YYYY) (Nasopharyngealabstrich)

| (DD-MM-YYYY) (Speichel)

| (DD-MM-YYYY) (Bronchoalveolare Lavage)

| (DD-MM-YYYY) (Trachealsekret)

| (DD-MM-YYYY) (Urin)

Uhrzeit der Probenahme (Bioprobe je nach Auswabhl)

(hh:mm)
(hh:mm)
(hh:mm)
(hh:mm)
(hh:mm)
(hh:mm)

(Oropharyngealabstrich)
(Nasopharyngealabstrich)
(Speichel)
(Bronchoalveolare Lavage)
(Trachealsekret)

(Urin)

Nur relevant bei Uringewinnung:

Art der Uringewinnung:

Blutbeimengungen jal_| nein |__|
Menstruationsblutung ja |__| nein |__|
Tribungen jal_| nein |__|

Mittelstrahlurin |__| Dauerkatheter |__|

Dokumentation der Probenentnahme-Zeiten auf allen Bogen!

Dieses Dokument per Hauspost an die Studienassistenz senden
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Probenverarbeitung Bioprobe (auf3er Blut): Proben-ID

Oropharyngealabstrich oder

Uhrzeit Probengewinnung: |1l (hh:mm) Nasopharyngealabstrich
oder Speichel

Kit-ID

Probe: Oropharyngealabstrich oder Nasopharyngealabstrich oder Speichel
(wird im verarbeitenden Labor ausgefllt)

- Oro- oder Nasopharyngealabstrich oder Speichel: Einfrieren ohne
Verarbeitung

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: L (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | .. (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Sonstige Bioproben_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Bioprobe (aul3er Blut):
Proben-ID
_ _ Bronchoalveoléare Lavage
Uhrzeit Probengewinnung: L] (hh:mm) (BAL)
Kit-1D

Probe: Bronchoalveolare Lavage (BAL) (1/2)
(wird im verarbeitenden Labor ausgefllt)

- Gewinnung Bronchoalveolare Lavageflussigkeit (BALF), Aliquotierung
- Gewinnung BAL-Zellen, Aliquotierung

Spulvolumen BAL (ml):

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:
Datum: N N Y Y I A (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: I | | (hh:mm)

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: L (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: I | | (hh:mm)
Erythrozytenlyse durchgefuhrt? jal__| nein|_|
Anzahl Aliquote Uberstand (= BALF): |__||__|a1,6 ml
Anzahl Aliquote BAL-Zellen: | ]l_a0,3ml

Anzahl Zellen/ml:

Zeitpunkt Einfrieren BALF:
Datum: [ (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | | (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flissigphase

NAPKON_Probenbegleitbogen_Sonstige Bioproben_V2.0_10/2020



Probe: Bronchoalveolare Lavage (BAL) (2/2)

(wird im verarbeitenden Labor ausgefullt)

Zeitpunkt Einfrieren BAL-Zellen:

Datum: I I (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | I Y | (hh:mm)

55

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flissigphase

Besonderheiten beim Ausgangsmaterial:

Flockig|__| Eitrig|__| Schleimig|__| Blutig|__| Trub|_|

Schaumig |_|

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Sonstige Bioproben_V2.0_10/2020
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Probenverarbeitung Bioprobe (auf3er Blut):
Proben-ID
Uhrzeit Probengewinnung: |__l__l:l__Il_| (hh:mm) Trachealsekret (ENTA)
Kit-ID

Probe: Trachealsekret (ENTA)

(wird im verarbeitenden Labor ausgefillt)

- Gewinnung Trachealsekret, Aliquotierung

Anzahl Aliquote: |__||__|a 1,6 mi

Zeitpunkt Einfrieren:
Datum: Y Y I T (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: [ | . (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Besonderheiten beim Ausgangsmaterial:

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!
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Probenverarbeitung Bioprobe (auf3er Blut):
Proben-ID
: . Urin
Uhrzeit Probengewinnung: ] (hh:mm)
Kit-1D
Probe: Urin

(wird im verarbeitenden Labor ausgefillt)

- Gewinnung Uberstand, Aliquotierung
-> Lagerung Sediment in eigenen Aliquoten nach Resuspension

Zeitpunkt Beginn Zentrifugation:
Datum: L (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: L (hh:mm)

Zeitpunkt Aliquotierung:

Datum: L (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | .. (hh:mm)
Anzahl Aliquote Uberstand: |__||__| & 0,5 ml

Anzahl Aliquote Sediment: | _||_|a 0,5 ml

Zeitpunkt Einfrieren (Uberstand/Sediment):
Datum: N A Y Y Y (DD-MM-YYYY)
Uhrzeit: | .. (hh:mm)

Eingefroren in:
|__|-80°C

|__| N2 Gasphase
|__| N2 Flussigphase

Bemerkungen (freie Texteingabe):

Dokument zusammen mit der Probe an das
verarbeitende Labor schicken!

NAPKON_Probenbegleitbogen_Sonstige Bioproben_V2.0_10/2020



NAPKON_Flow Charts_V2.0

Flow Chart zur Blutentnahme: Vorbereitung

Patient*in Vorgesprach

Blutentnahme und

Aufklarung

A

Vermerk im
LIMS

Liegend

Hamo-
philie?

A

Besondere
VorsichtsmaBnahmen
beachten!

Vorhabenerlauterung

\ 4

Bereitlegen der Materialien
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Flow Chart zur Blutentnahme

SOP
Blutentnahme

Suchen der

Punktionsstelle

A\ 4

Reinigung der
Punktionsstelle mit
Hautdesinfektionsmittel

30 sec

Punktion

Abweichen
von SOP?

Vermerk im LIMS
(Stauung, Warme, etc.)

Staubinde
6ffnen, nach

max. 1 min

Ansetzen und Befillung
der Monovetten

Entnahmereihenfolge:

1.

Monovette flir Serum: 2-3x schwenken
um 180°, stehende Lagerung,
Koagulationszeit einhalten!

Citrat-Blut: 2-3x schwenken um 180°,
auf vollstandige Befiillung achten!
Heparin-Blut (entfallt, wenn 2. EDTA-
Monovette 9 ml oder CPT 8 ml
entnommen wird): 5x schwenken um
180°

EDTA-Monovette 4,9 ml: 2-3x
schwenken um 180°

BD CPT (alternativ zu Heparin-/2. EDTA-
Monovette 9 ml): 5x schwenken um
180° (nicht schitteln!), bei RT aufrecht
in den Stander stellen; innerhalb von

2 h verarbeiten/zentrifugieren
PAXgene® RNA: 8-10x schwenken um
180°, Lagerung mind. 2 h bei RT bis zum
Einfrieren

STOP
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Flow Chart zur Blutentnahme Fortsetzung

Blutung
stoppt?

Entsorgen der | Versorgung
Fligelkanule mit Pflaster

Auflegen von Zellstoff, Druck
ausiliben, 1-5 min (Pat)

Check
Zustand
Patient*in

Arzt*in
verstandigen

v

Druck austiben > 5 min (Pat),
evtl. Anlegen Druckverband

Entfernen
der Nadel
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Flow Chart zur Blutverarbeitung Serum

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

2-3x um 180°
schwenken nach

Blutentnahme

(stehende Lagerung
bei RT)
Koagulationszeit
einhalten

(mind. 30 min)!

Serum —>

max.2 h

Serum in Zentrifugen-
Rohrchen (15 ml)
Uberfuhren,
verschlieRen des
Rohrchens mit Deckel,
Serum durch 2-3-
maliges schwenken
gut mischen

2000 x g,
15 min, RT

LIMS

&L

Aliquotierung Serum in
2D-codi | 6hrch
codierte 0,5 ml Cryoréhrchen
zu max. 8 x0,3 ml;
Langzeitlagerung bei <-80°C

!

STOP

max.4 h
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Flow Chart zur Blutverarbeitung Citrat-Plasma

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

Citrat-
Blut

2-3x um 180°
schwenken nach

Blutentnahme
(Lagerung bei RT)

max.2 h

\4

J

2000 x g,
15 min, RT

Citrat-Plasma in
Zentrifugen-Rohrchen
(15 ml) Gberfiihren,
verschlieRen des
Réhrchens mit Deckel,
Plasma durch 2-3-
maliges schwenken
gut mischen

max.4 h

LIMS

&[]

Aliquotierung Plasma in
2D-codierte 0,5 ml Cryor6hrchen

zumax. 7x0,3ml;
Langzeitlagerung bei <-80°C

A\ 4

l STOP l
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Flow Chart zur Blutverarbeitung EDTA-Plasma

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

LIMS
- EDTA-Plasma in - 8
N Zentrifugen-Rohrchen <
2-3x um 180° = (15 ml) tiberfiihren, % Aliquotierung Plasma in
EDTA- schwenken nach E‘ 2000 x g, verschlieRen des € | 2D-codierte 0,5 ml Cryorshrchen
Plasma Blutentnahme " d 15 min, RT Réhrchens mit Deckel, zu max. 8x 0,3 ml;
(Lagerung bei RT) Plasma durch 2-3- Langzeitlagerung bei <-80°C

maliges schwenken

gut mischen

\ 4

| STOP I

Buffy coat-Schicht inkl. geringem
Anteil der oberen und unteren
Schichten (Plasma und Erythrozyten)
abheben und in 15 ml Zentrifugen-
Roéhrchen tberfiihren

A4

Zellen durch
vorsichtiges Mischen
homogenisieren

max. 4 h

Aliquotierung Zellen in 2D-codierte LIMS

0,5 ml Cryoréhrchen zu 2 x 0,5 ml;
Langzeitlagerung bei <-80°C o

STOP




NAPKON_Flow Charts_V2.0

Flow Chart zur Probenverarbeitung von Heparin- oder EDTA-Blut zu Plasma und PBMCs

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse, sofern nicht anders angegeben.

5x um 180°
schwenken
(Lagerung bei RT)

max.2 h

> A :i) 300 x g, 10 min, RT

Abnehmen der
Plasmaschicht bis ca.
0,5 cm oberhalb der
Leukozytenschicht,

5’ 2000 x g,

Uberfuhren in ein
neues 15 ml
Zentrifugen-Rdhrchen

'

\ 4

15 min, RT

Abnehmen des Plasmas,
Uiberfihren in ein neues
15 ml Zentrifugen-
Rohrchen, Réhrchen mit
Deckel verschlieRen,
Plasma durch 2-3-
maliges schwenken gut
mischen

max. 4 h

Langsames Auffiillen des

JSOO x g, 20 min, RT,

ohne Bremse

Réhrchens mit dem
verdiinnten Heparin-

A

In weiterem leeren
Zentrifugen-Roéhrchen

A

bzw. EDTA-Blut.

Schichten sollten nicht
vermischt werden.

Abnehmen des Uberstands
bis ca. 0,5 cm oberhalb der
Leukozytenschicht,
Uberstand verwerfen

Abnehmen der
Leukozytenschicht und

— Ubertrag in ein neues 50 ml

(50 ml) 15 ml
raumtemperierten
Ficoll vorlegen

Restlichen Inhalt der
Monovette (enthalt
Leukozytenschicht) in
ein leeres Zentrifugen-
Réhrchen Gberfiihren
und mit PBS auf 35 ml

auffillen

Zentrifugen-Rohrchen,

Aufflllen mit PBS auf 45 ml

Zwischenlagerung fir
max. 14 Tage bei -80°C

Langsames Einfrieren durch
Verwendung von z. B. Cool Cell®

moglich, Langzeitlage-
rung in No-Gasphase

Cell Freezing Containers (Biocision)
oder Mr. Frosty (Nalgene)

> J 300 x g, 10 min, RT

Uberstand verwerfen,

resuspendieren des Pellets

mit 10 m| PBS

STOP

LIMS

&

Aliquotierung Plasma in
2D-codierte 0,5 ml Cryoréhrchen
zumax. 16 x 0,3 ml;
Langzeitlagerung bei <-80°C

v

| STOP I

LIMS

&[]

Aliquotierung in
2D-codierte 0,5 ml
Cryordhrchen zu
max. 4 x 0,5 ml mit
¢ = 10x106 Zellen/ml

A

Uberstand verwerfen,
resuspendieren in

Einfriermedium mit
¢ =10x106 Zellen/ml

> J 300 x g, 10 min, RT

Uberstand verwerfen,

J 300 x g, 10 min, RT

A

v

resuspendieren des
Pellets in Medium

v

Zellzahlbestimmung
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Flow Chart zur Probenverarbeitung RNA-R6hrchen PAXgene®

LIMS
3 = ©
<
%
8-10x leicht Mind. 2 h bei RT S Einfrieren bei -20°C fiir
PAXgene® —> schwenken nach — > ind. el 24 h danach bei -80°C  — STOP
Blutentnahme aufrecht stehend lagern ’

Langzeitlagerung
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Flow Chart zur Probenverarbeitung von BD-CPT zu PBMCs

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

~ BDCPT

5x um 180°
schwenken
(Lagerung bei RT)

max.2 h

v

J

Zellzahlbestimmung

Abnehmen der
Plasmaschicht bis ca.
0,5 cm oberhalb der

Leukozytenschicht und
verwerfen

Abnehmen der
Leukozytenschicht und
transferieren in ein neues
50 ml Zentrifugen-Rohrchen.
Auffillen mit PBS auf 50 ml

Uberstand verwerfen,

\4

J 300 x g, 10 min, RT

Resuspendieren des <
Pellets in Medium

Uberstand verwerfen,

1650x g,
20 min, RT d
JSOOxg, 10 min, RT [%

Resuspendieren in

\ 4

Einfriermedium mit
c = 10x108 Zellen/ml

Aliquotierung in
2D-codierte 0,5 ml
Cryoréhrchen zu
max. 4 x 0,5 ml mit
¢ = 10x106 Zellen/ml

Resuspendieren des
Pellets mit 10 ml PBS

J 300 x g, 10 min, RT

LIMS

]

Langsames Einfrieren durch
Verwendung von z. B. Cool Cell®

\4

Cell Freezing Containers (Biocision)
oder Mr. Frosty (Nalgene)

Zwischenlagerung fur

max. 14 Tage bei -80°C
moglich, Langzeitlage-
rung in N,-Gasphase

A 4

l STOP l
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Flow Chart zur Gewinnung eines Oropharyngealabstrichs

1 ml Réhrchen gefiillt mit
0,9%iger Kochsalzldsung
6ffnen, 2D-codiertes 2,0 ml
Cryorohrchen gefillt mit

DNA/RNA Shield™ 6ffnen,
Tupferspitze in
Kochsalzldsung tauchen,
leicht ausdriicken

Oropharyngealabstrich

Tupferstiel an der Sollbruchstelle durch Knicken
Uber den Réhrchenrand abbrechen, Spitze fallt in
das mit DNA/RNA Shield™ vorgefiillte
Cryoréhrchen. Abstrichtupfer ohne Sollbruchstelle
per steriler Schere/Clipper auf eine Ldnge von
ca. 3 cm (inkl. Watte) kiirzen und ins vorgefiillte
Cryoréhrchen Gberfiihren. Cryoréhrchen fest
verschlieRen.

max. 4 h

Kurzfristige Lagerung bei
4°C moglich,
Langzeitlagerung bei -80°C

STOP

LIMS

10
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Flow Chart zur Gewinnung eines Nasopharyngealabstrichs

1 ml Réhrchen gefllt mit
0,9%iger Kochsalzlésung
offnen, 2D-codiertes 2,0 ml
l)clil\ic;;oﬁ,?::ir;li?:tg:‘::r:, —» Nasopharyngealabstrich
Tupferspitze in
Kochsalzlosung tauchen,
leicht ausdriicken

Tupferstiel an der Sollbruchstelle durch Knicken
Uber den Réhrchenrand abbrechen, Spitze fallt in
das mit DNA/RNA Shield™ vorgefiillte
R Cryorohrchen. Abstrichtupfer ohne Sollbruchstelle
per steriler Schere/Clipper auf eine Ldnge von
ca. 3 cm (inkl. Watte) kiirzen und ins vorgefiillte
Cryordhrchen uberfiihren. Cryoréhrchen fest
verschlieRen.

l max.4 h

Kurzfristige Lagerung bei
4°C moglich,
Langzeitlagerung bei -80°C

l

STOP

LIMS

11
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Flow Chart zur Probenverarbeitung von Speichel

LIMS

Salivette® duRerlich Langzeitlagerung
desinfizieren i bei -80°C STOP

max. 4 h

12
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15 ml-Zentrifugen-
Réhrchen mit 6 ml
DNA/RNA Shield™
befillen, 2 ml
Trachealsekret
(ENTA) hinzufiigen,
Lagerung bei RT

Flow Chart zur Probenverarbeitung von Trachealsekret (ENTA)

Zentrifugen-Roéhrchen
aulerlich desinfizieren,
Probe durch Invertieren

gut mischen

Aliquotierung in
2D-codierte 2,0 ml
Cryoréhrchen zu
max.3x1,6 ml

max.4 h

Langzeitlagerung
bei -80°C

A\ 4

| STOP I

LIMS

13
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Flow Chart zur Probenverarbeitung von Bronchoalveoldrer Lavage (BAL)

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

Bewertung
Probenqualitat bei
Probeneingang
im LIMS

max.2 h

Sterile Aufarbeitung:

Durchmischung und
Aufteilung BAL in
50 ml-Aliquote

350xg,

LIMS

&[]

[ STOP

Langzeitlagerung

max.4 h

bei <-80°C

Aliquotierung in
2D-codierte 0,5 ml
Cryordhrchen zu
max. 6 x 0,3 ml mit
¢ =2x10° Zellen/ml

A

\ 4

J

10 min, RT

Aliquotierung BAL-Uberstand
(BALF) in 2D-codierte
2,0 ml Cryordhrchen zu
max. 5x 1,6 ml

max.4 h

LIMS

&[]

| Langzeitlagerung

\4

BALF-Restmaterial
verwerfen

Pellet blutig?

bei -80°C

ja

BAL-Pellets in 1 ml PBS resuspendieren, in 50 ml-Zentrifugen-
Réhrchen vereinigen, Auffiillen mit 30-50 ml PBS, gut vortexen

Erythrozytenlyse

J 350 x g, 10 min, RT

\4

Uberstand verwerfen, Zellpellet
in 1x PBS resuspendieren

Zellzahl einstellen auf

¢ = 2x10° Zellen/ml

Zellzahlbestimmung
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Flow Chart zur Urinverarbeitung

Alle Zentrifugationsschritte erfolgen mit Bremse.

LIMS
LIMS
G oL = o
~ <
i é M ller T f 1x9ml § 8
Tr.ans.fervor‘n 1x 10 ml Urin £ anuetler franstervon & x>m Aliquotierung Uriniiberstand £
in eine Urin-Monovette 5000 Uberstand, z. B. per steriler in 2D-codierte 0.5 ml Langzeitlagerung
Urin —  durch Aufziehen gemaR  — . Xg, —» Einmaltransferpipette, in15ml — Cryorbhrchen’zu bei <-80°C
Herstelleranleitung 15 min, RT Zentrifugen-Réhrchen, Lagerung max. 10 x 0.5 ml "
(Lagerung bei 4°C) bis Aliquotierung bei 4°C ' ’ l
l STOP
Restlichen Uberstand bis auf

ca. 0,5 cm oberhalb des Sediments
abpipettieren, z. B. mittels
Transferpipette, und verwerfen

Sediment mit dem
verbleibenden Uberstand
homogenisieren

Transfer von 1 x 0,5 ml
Urinsediment in ein 2D-codiertes
0,5 ml Cryoréhrchen

max. 4 h
4 LIMS
Langzeitlagerung
bei <-80°C
\4

| STOP I
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