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REGIONERNES BIO- 0G GENOMBANK

19. Instruks for handtering af ledveeske
Regionernes Bio- og GenomBank

Fra 01.01.2026 vil materiale i RBGB blive opbevaret ved —70°C, medmindre andet specifikt aftales med
sekretariatet. Overgang til opbevaring ved —70°C foretages for at mindske energiforbruget, og blev vedta-
get ved konsensus til RBGBs styregruppemgde i juni 2025. NGr pr@ver overgadr til opbevaring ved -70°C skal
dette meldes til sekretariatet, sa korrekt temperatur registreres i modulet. Sekretariatet kan kontaktes og
hjaelper gerne med lokale tilretninger, f.eks. oprettelse af autoreservationer. Hvor det er praktisk muligt,
opfordres til at opdele fraktionssaet, sa identiske fraktioner opbevares bdde ved —70°C og —80°C. Dette vil
understgtte fremtidig dokumentation og evidensbaserede beslutninger om temperaturstrategi.

Formal

Fglgende instruks beskriver arbejdsgangen i forbindelse med indsamling af ledvaeske til opbevaring i Regio-
nernes Bio- og GenomBank (RBGB). Instruksen indeholder en beskrivelse af arbejdsgangene pa hhv. den kli-
niske afdeling (del 1) og den prgvehandterende afdeling (del 2). Den lokale logistik vedr. ledvaesker aftales
lokalt mellem afdelingerne, evt. i samarbejde med centerprojektlederne. Det anbefales, at der i relation til
ledveeskeprgver tages supplerende blodprgver til RBGB.

Del 1: Arbejdsgange pa den kliniske afdeling

e Ledvaske tappes fra patienten en eller flere gange i et udrednings-/behandlingsforlgb.

e lLedvasken tappes fra leddet og overfgres til 1-10 stk. 9 ml EDTA glas (fortrinsvist med K3-EDTA) og
markes med cpr.nr., dato og tidspunkt samt led og sideangivelse (hg knze, ve. ankelled etc.). Veer
opmeaerksom pa at spidsglas ikke er velegnede, medmindre de indeholder EDTA eller heparin.

e Prgvevolumen 3-100 ml.

e Opbevares i kgleskab indtil afhentning.

e Procedure for afhentning aftales lokalt.

e Procedure for bestilling af ledvaeskehandtering pa den prgvehandterende afdeling aftales lokalt (via
Labka eller lignende).

e Kliniske data ajourfgres i DANBIO eller anden relevant klinisk database.

Del 2: Arbejdsgange pa den prgvehandterende afdeling

| det fglgende beskrives arbejdsgangen for handtering og opbevaring af ledveeske i RBGB. Ledvaesken kan
handteres i overensstemmelse med procedure 1 eller 2. Det aftales med DRB og evt. den lokale kliniske af-
deling, hvilken procedure afdelingen fglger.

Procedure 1 beskriver en enkel metode til fraktionering af ledvaeske, som ikke tager hensyn til bevarelse af
celler i ledvaesken. Denne vil kunne implementeres pa alle prgvehandterende afdelinger.
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Procedure 2 kan fglges, hvis man gnsker en optimal opbevaring mhp. cytokinmaling ved flowcytometri, cel-
lekulturdyrkning, kloning, transplantationer og produktion af hybridomaceller. Eventuelle krystaller i ledvae-
sken formodes ikke at blive bevaret ved nedenstaende procedurer.

Ledvaesken bgr handteres inden for 4 timer for at bevare det bedste potentiale. Den anbefalede fraktions-
stgrrelse ved opbevaring er 5 ml, men afdelingen valger selv, om man vil fglge dette eller opbevare stgrre
eller mindre fraktioner. Ledvaeskefraktionerne registreres i registreringsmodulet for RBGB. Det anbefales, at
registreringen foretages sidelgbende med handteringen af materialet. Der henvises til geeldende instruks for
registrering af ledvaeske i RBGB. Pa figur 1 ses et stort procedureflowskema af procedure 1.

Procedure 1
Enkel fraktionering af ledvaeske mhp. DNA/RNA og proteinanalyser.
Anbefalet handteringstid: <4 timer. Ledvaesken opbevares pa kgl indtil handtering.
1. Centrifugér ledvaesken ved 2000xg i 10 min ved 4°C.
2. Afpipetter supernatanten i op til 20 x 5 ml cryorgr (samlet volumen max. 100 ml), men efterlad ca. 1
ml supernatant i EDTA-rgret.
3. Resuspender pellet i den resterende 1 ml ledveaeske, og overfgr fraktionen til et mikrorgr. Er der tap-
pet flere glas med ledvaeske, resuspenderes pellet i hvert rgr og fordeles i 1-2 stk. 5 ml rgr.
4. Ledvaeske og celler indfryses og opbevares ved -70/-80°C.
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1-10 stk. EDTA ror (9 ml)

Aftap 3-100 ml ledvaeske
Meerk reret med:

« CPR-nr.

» dato og tidspunkt

» led og side

Centrifuger
2000xg, 10 min, 4°C
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Klinisk afdeling

Prevehandterende afdeling

Fraktion Afpipetter op til 20 x 5 ml supernatant,
01-20 efterlad 1 ml supernatant i EDTA-reret.
21 22 Resuspender pellet og overfer alle

pellets til 1-2 x 5 ml cryorgr

Opbevaring:
Supernatant og pellet; -70/-80°C

Figur 1. Handtering af ledvaeske til RBGB
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Procedure 2

Fraktionering af ledvaeske mhp. DNA/RNA og celleanalyser. Proceduren er delt op i A) fraktionering af led-

vaeske og B) isolering af mononukleaere celler (MNC’er). Arbejdet foregar i Flowbaenk.

Anbefalet handteringstid: inden for 4 timer.

Forberedelser til proceduren:

=

el e

Saltvand og FicollPaque tempereres til stuetemperatur.
Frysemedium blandes, slutvolumen ca. 20 ml: 70 % RPMI, 20 % FCS, 10 % DMSO til 9 mikrorgr.

Fraktionering af ledveeske

Centrifuger ledvaesken ved 335xg i 15min ved 20°C.

Afpipetter op til 9 x 1,8 ml supernatant til 9 mikrorgr.

Ledvaesken indfryses og opbevares ved -70/-80°C.

Registrér samtidig ledvaeskefraktionerne i Regionernes Biobanks registreringsmodul.

Oprensning af MNCer fra ledvaske

Resten af ledvaesken fortyndes 1:2 med NaCl 0,9 % og fordeles i det ngdvendige antal 50 ml rgr.
Ledvaesken centrifugeres 335xg i 15min ved 20°C.

Supernatanten kasseres, og cellerne resuspenderes i ialt 20 ml NaCl 0,9 %.

For at separere de mononuklzere celler underlejres med 12 ml Ficoll-Paque. Centrifuger uden bremse
ved 930xg i 25 min ved 20°C.

Hvis der er for lidt materiale til dette, overlejres pa Ficoll-Paque i rundbundet 10 ml glas, 5 ml Ficoll
legges i bunden af glasset, og 3 ml ledvaeske afpippetteres forsigtigt ovenpa Ficollen. Centrifuger
uden bremse ved 930xg i 25 min ved 20°C.

Interfasen hgstes og overfgres til ét 15 ml rgr, og der fyldes op med PBS/BSA 5 % w/v. Centrifugeres
ved 335xg i 10 min ved 20°C. Det er vigtigt, at dette ggres hurtigt efter, at centrifugeringen er afslut-
tet, da Ficollen er cytotoksisk.

Cellerne resuspenderes i 5 ml (eller passende volumen). PBS/BSA og taelles i fortyndingen 5 pl + 150
.

Cellerne centrifugeres ved 335xg i 10 min. ved 20°C. Supernatanten kasseres, og cellerne resuspen-
deres i en relevant volumen iskoldt frysemedium (se ovenfor). Der stiles mod 9 mikrorgr 4 5 mio.
celler, hvis faerre celler, prioriteres 9 mikrorgr ned til min. 2 mio/rgr. Herefter reduceres antallet af
mikrorgr, og der overfgres 1 ml til hver 1,8 ml iskolde cryotubes. Fraktionerne indfryses i indfrys-
ningsboks ved -70/-80°C.

Dagen efter overflyttes prgverne til -135°C fryseren.

Oplysninger om Regionernes Bio- og GenomBank (RBGB) kan fds ved henvendelse til:

Sekretariatet for Regionernes Bio- og GenomBank, Afdeling for Patologi, Herlev Hospital, Borgmester Ib Juuls Vej 73, Opgang 7, 4.
etage, L6, 2730 Herlev. TIf. (+45): 3868 9132/3868 9812). E-mail: RBGB.sekretariat.herlev-og-gentofte-hospital@regionh.dk
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