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sudeshwoudonisriiaavinfiandululdndsani lesu:
o NanTumssifiuns (Nanfiidunssiiiuns) Aenanfivasagnilansenn la luadosiuusn
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0 StrataCooler’ Cryo, NALGENE® Mr. Frosty %3 biocision® CoolCell ﬂanTuthﬂdLL‘m“ fgas
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6.6

7.1

7.2

6.5.1 &dimsandudnduin

6.5.1.1 Bomitannaas lsumssiniiunns las lisnieingdanssudiduaumds lsi uenanla
s9AFIRpAzAMUe o edu

6.5.1.2 ihaudonan Wuassifiumseuuns

6.5.1.3 WIALAET 16 iR sewamumudoInNIsuad lasenside vo [Wfinsonafiniovods
aswavaunuvinndu U 16 &5 HVTN vnwadii e <0.4 x 108 wad/ua. TiGias
amalnavodsdsnsranauvumndu lu e

6.5.2 Avdimsandnsuenvoafindonuea

6.5.2.1 ANSHENVDIUTALADALANDIRAANAAUALATWDDY PBMC
6.5.2.2 sdumasnuun
6.5.2.3 Winadi Isshningiians Hetsiitoddn TiAusnun PBMC TasTanunowine

ghaminzanuasfinsionailniiovadsdsasanauumnidu lule & wisu HVTN wn
GAAT 16 <0.4 x 108 wad/ua. TWhnsiomaiiniovodsdsnsranaunumindu lule
Asdammarivonsuldls
6.6.1 Asdunmail Anaannsedinaanniinazgnufias
6.6.2 AdmTA

uipafinvninmssivesdidinnaleg uasinduindsadinsiasanan 9 lsdnse i

-
aunsal
ANSHFBNLAZANSENTILANG

7.1.1 @Lﬁammﬂaamﬁwwfﬁamw (biosafety cabinet, BSC) Usuanii 2 mmﬁﬁmumimuﬁaqﬂfjﬁ“m
5 (P2, P2.5 »ao P3)

ol

7.1.2  edeadunsniifinnuigisih (aaunsatuusnii 300 &1 1000 x g) s swasiifichaTdavasauuuiniy
alJan (swinging bucket rotor) msiunuuiissuuvinanuibu wsifi [daamnaid lausouAvensule

7.13  luleste Teofigesaus 20, 200, 1000 u"luiﬂiﬁm

7.1.4 aunsalzhate (Pipet-Aid) (m‘il.ﬂuuuuvl%mﬂ) dmsutiavnedsuineuuu Tdudhiia

7.15  gudifuiifigaumnfisning 2 fe 8%

ED

7.1.6  gududaiifioaunni -

20°% (Wasninin) Flvdhsazaiuinndsse luwsid (@ msunmsifiusnen FBS)

Fee

a

7.17  durudeiifioaunnd -80° (-65 &4 -95°) A msumaiiusnun PBMC Tuszuzdu

Y

7.1.8  gududadinaiifionannil -150% (@ msu IMPAACT, HPTN waz MTN
win Wl ddauzuds LN2 dusunmsifusnen luszozan)

7.1.9  sumuaNammnififdaamnfisziing 37 fls 56°4 (@ msunsvin T FBS nuanuassanudou m
AFTu)

7.1.10 dwmdedininesdnsuanswonunnsoanszinidesuy Amsunsaatidevinnriinue Wl laonanug
UHiennulaondvvaaiosdin

aunsaldmsululasiauman (LN2) (mnrmus TR lasiesoting)
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7.3

7.4

7.2.1  dufvusnwn LN2 (< -140°D)
722  aunsnioudwuuuisdnsy LN2 7 ldsunsowsifiann IATA
mstiuwas (BonuilTumadonsia luil)

73.1 mdauivwadse lwidiaunsatiuiuwasniddin (Beckman-Coulter Vi-
Cell, Guava PCA® Miaﬁqmmummﬂu)

MU AN TY HVTN: 33mstiuazdod ldsunmsamaasunazewsiiaamtinag HVTN

7.3.2  iesaniuwaRsn Wi Manunsausnuouasiddin (Coulter Counter, Abbott Cell-

a

Dyn°®, Sysmex” noasiiiinuwindu)

nurime: oalBiadeniuwadsn lwinf ianusasuwasiiddisemanuwasiinua loy
lifimsusnusnwadifidins s UﬂL'?u'nmazmmaqgﬂLmsﬂushWiuT‘iJsLmsum‘smmﬁauﬂ‘szﬁms
AmMwzasmMsiAusnediunisuguds PBMC wad IQA winsiaterasgaiesondmsuTusunsums
vaapUUs:ANBMWuaIMaIAUsSAsunsuEuds PBMC 204 10A azsias [9ansunuug

olal

(trypan blue) o W lddunwadiiidin

el

733  desdwmsuivwassioie (finlulndines) uazndowRanssaiviln lasillas

ol

nurme: windasdwmsuivwassufiognIgsnAuavsunuug asdesiudnunuwadiiddiouas
Tadmsumsrunasad mn Todisesasa hlodsn aansalginuwwadiionun Tumseunil
wad et indoterdigninsundmsu lusunsunsvaaeuls:andmwoesnmaiiusnundiums
ugiuda PBMC w04 1QA assios [dvaunuvaie I ldsnuwiwadiddin

MSAUSAENI8ATUBUDY

o

TowilaTumadonsio lutlmusuusinvosussvnan d1a=T¥6 masazu Stratagene StrataCooler” uas bio
cision® CoolCell

a wva

N4 6): AN ﬂvLNUQUMMWNﬂ'] Wi OQU‘E‘H‘VINNHM AazpiasdmseiiunsdnNNanTIREDUAMULALNG
N

7.4.1 Stratagene StrataCooler” Cryo

StrataCooler’ Cryo azsfosfionunnifiori 2 A1 8°a Aeumsisnvi Tinasndmsumsusudauiuag ¥
uTanasndmsunsusudsTu StrataCooler” Cryo fiflgaunafishninammnndisusudavingy 24

7.4.2  biocision® CoolCell

m'ﬂaaaUTmLumemnmwﬂaq CoolCell Fa5IAumIUAAN (central ring) AAUFa AR DITIN
'mﬂﬁs[qi’q'mu,mawﬂiq

7.4.3  NALGENE® Mr. Frosty mmum*s*saﬁwwaumiwdum“‘ Smannsuuds 1°%%/uni

a

A29LAU Mr. Frosty Vl'?ﬁQMMﬂuTmﬂiau (15-30°4) SIS IS AzASS

Y

i:ﬁusuaq"laTﬁijW‘iwmaaazﬁaqgnﬁaqu,a:azﬁaqﬁmim?‘iﬂu"laiﬁniw'iwmaaﬁwumuﬁqmniauma
JAsuguds-

ANSaraysaUTIFN a:ﬁaﬁﬁﬁuﬁﬂw‘\faﬁmmu’saumaqn'ﬁu,ﬂmlfﬁq/m‘ia:a'mLtazmsmﬁﬂuuﬂawaq
a15vnUHAzeN aaANUIN

7.4.4 mmiu,m“ miwmiwuﬁqﬁﬁmimuau 1 gfuiuds CryoMed” Freezing Chamber (Gordinier)
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8 A99 T ud1Ag

8.1 WaANERA

8.1.1
8.1.2
8.1.3

8.1.4

8.1.5

8.1.6

8.1.7

YievnedsuivenuuIgudiieouia 1, 5, 10, 25, 50 ua. Ustaannide
Uanstivawioanuisiugrous 20, 100, 200, 1000 lulasans pitusiaannide

waandmsumMstunsnuuuTdudisouna 15 uaz 50 ua. Unaannids fdfusunsis ddauanausu
104 uazvian Twa Tnsiau

waandmsUMsuBLdinuna 1.8 &1 2 ua. fnndniifhaumususi ledsaaannds vhanlwa

TwsRAuwniu Nass Iet fdauanusina Yesdunss Ina et grndadusniemsifusnunTu LN
2 Tuwladidulosume (Uszunas -140°%)

v
e

nurging: AsaususvamasndnsumsududananusudivniudimunzdmsumsiAusnunT
u LN2 Tuszpzem genegsfinssmudorimue Tunanuin @

nurmg: vinlasinsisumuua WiAuwanan asduaseiifindunatmuuandmsunisiAu
SAEWANENN

v

NNYING): 213 biTgwasmauutual uananail
"lum'imumsaf[uﬁaamuﬂmmLﬂumwmmamNwamswuvl'mafl ANFUVUDDINADA

o
=

UM AAINTU ACTG UA= IMPAACT: o"aTdnasaududeiidindonduuaniviniu

onaldon [dwnasuunniiuneannideuuu Idudsidinovune 45 un. wuna 250 s 500 ua. &
'%”um'iﬂmﬁamm‘umuﬁtmzmsiuﬂ‘?mmimﬂq Aaunsuan PBMC

anadonTdtiundmsusnuans (transfer pipet) suunwanadin deusaannids auia 5 wa. ﬁussa_
ot Tumoauun

win Lildmasadnsunisusniwadiifishauuuunse (cell separation tubes with frit barriers,
CSTFB) dafinsifinans Harawin azFnua Tl CSTFB wan (gawanduaiiadn Tuiide 9.2) s
anaandmsumMsiunsnifisusunmsuwuuTgudisuuna 15 uas 50 ua. daluviade 8.1.3 genot
Wiinseutorue luaaxuIn

8.2 UhamviniAsosmiang

Uhanmvinesosinednsuidouuunasauamiaandsusiiunansasiidudnuaziiniiniiuiadrdeau s
e (@ﬁaashf[umﬂwmn %)

8.3 aa7n

aanndmsumsutudaimizdnsuaunndl -
80°% uAzgAUARYad LN2 gshatiinsmudornuaTlumanuin

o'y Q/
9 aunsaidavnudruunna
Fua ilgUnsnitlesriuduusraiivanzdmsunms loruaadnne lsadiuvnaden UguGanuuuivnauazndnu i

a oo

G]‘ZJENMENUQUG’IﬂTi‘UEN‘VIEN ﬂuahmu AMFARANSTHANS UTilaDR

9.1  AomandmsuldTuvoswfudnas
9.2 aunsalflosriuaieen
9.3 naflo lulnsdviie luffnauilmsonadofiiisuiin
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9.4

10
10.1

10.2

10.3

10.4

qqﬁasi’m%umiusziu,‘ﬁqLLazﬂ‘ixﬁﬁJNﬁﬂUﬁfﬁ (maﬁmuﬂmmw%aqﬁﬁqﬁ) Dudsnbumavinuaae (g L
N2

¥
waaN
Auua WinsIadotihoniiusaannidouaziinis [giveiiafivsaannide

10.1.1 Ausnenvasniiland Hioaumnafiviuunihlasusungnanauninasldnioaudsiununonyiiusy
NRNARAMNUA

v

10.1.2  nniisessesvasmsvuwidoudinoadiule iwu ddnwazau
g nsuAsANLAazANSIID’I W (Wash Diluent Reagents, WDR)

ansaranunAouuUANAAYILaNNd (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS*) i Wifiupaidounsounniisdonu
vunsouTa

*yadon: ndefifiwoamsdutiniwes (Phosphate-

Buffered Saline, PBS) 1X #1 kifiunaiduuvdounniiiBonuvunsonle

nasmdnsunsusnadnidsiAuLuungs (CSTFB)

NN ﬁaqﬂﬁﬁﬁm‘ima‘[ﬁ CSTFB #daanunsa s ldsuun/ms ldsuassofiosurasadnsun
sunsniififusunsud e

NI G): minlw csTrB Twldunii 15 wnalgmsTashuvundonmsTdsuaesoiio (Tmﬂvl FALULLUNWE
%) Tu’ﬁlﬂﬁumm 16

10.3.1 CSTFB fafimsifinans Liamin (shnadnsunmsvintnsidsusiuasmNruiLiu 1.077)

ANNRTDIMARATIFrUAsTuAUUSINRsVoIAeRRsUAU (@¥iade 15.4) gshating CSTFB Fufins
Wnans e Tumewun o

anmeTumsifusnun:

o AuSAN Tuduaifu (2 fa 8°%)

o UntlosTruannuas

o AnuaLtulNUNAIAMNNIENTDINANA U

o UaosTw CSTFB asiflonunafivios (15 A1 30°%) nounns e

10.3.2 vudondusuunuszuy CSTFB dafinnsifinans biaemiin:

Ta¥ CSTFB ukssuAusinansdwmsumsvininsidsuswasanuvunuiu 1.077 ginotnafinseenud
ariwiue Tumanun

ANHNAVDINADA (HA | UduaspassinaNadsunsrininsifigusiaasnuuiiu (
) ua.)
50 ua. 15 ua.
15 ua. 6 1a.

Ugvdmudauunih Tumsifusnuwssudivdnansnnasansunsviniinaidouduasanumnuiui
U

ansvindfAzendnsunmauaiudy

10.4.1 Ssuannshseut (Fetal Bovine Serum, FBS) na: T msasvinTiuuaauasuanusou
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104.11

10.4.1.2

10.4.1.3

104.1.4

aTIRAOUAUIATITNETIAY I luisaurass A misiaInidon FBS iRENUIAS0IM
Aumsfwiniuiisuwindu e JeyvniAAuAISAIUANALLATIN ANHITUAY 7N It
azﬂ’]‘i‘ﬂuﬁd/ﬂ’]‘iﬂ’]L‘ﬁ”]Q:ﬁadvlm’iUﬂTi'&mﬂ’]’iLLﬂﬂ‘Uﬂauﬂ’ﬁLﬂaﬂuwﬁ’mﬂ,’m

vomlidesusosmsiemzianngininsdmsuidu iutuiinnmsmuauaanwe
asaslfifinsvoaiosdiu

a1 9: RN Uudosduniiledosusosnsiiese FBS iNansdsnan (W50
i) PBMC TusUahuassheswinadssmeising

FBS filAusnwuuuuguds (< -
20°%) anunsa g ldaufciunueogiivasvinanminua

u

a =3

FBS fignasansuanfusnu laaumnad 2 &1 8%w fimnuawinunamiladoul ;i
U

10.4.2 Vlmuﬁaﬁavxlaﬂvleﬁﬁ(Dimethylsulfoxide, DMSO) INSAAMSUANSINN A DS AT

104.2.1

10.4.2.2

10.4.2.3

10.4.2.4

10.4.2.5
10.4.2.6

10.4.3 anseinidoe
10.4.3.1
10.4.3.2
10.4.3.3

aaaou i lain 1618 DMSO Tuinsadnsumsinsdwas aenoginsam s
Formiua TunaNuwIA ¥

Ausnumasaiiss W safigaumnfivies (15 &1 30%w) aaaouiivasaifion funue
DYUALTNIINRUADILUAD

naanAndaud DMSO 17iﬁq"lsivlﬁl,ﬁaawqﬁaqﬁmmmﬁ'zﬁqmu {1¥04 (15 A4 30°4%)
Dunan 6 wou o ldsunmsuntlesTuannuaswazanudu

TZwmaiiafivsiaannidaiionn DMSO sananrassienaniduimstuiilouiionald
agule
Amaseiilaudimndunanusossouvasnsuniboniinoadinle

aaa

a’mLtmmumimﬂgnimiﬁqmLﬂuﬂimmmmmLMWﬂuLWaszf'mmmmﬂ'ﬁﬂmmﬂﬁa
fnaanaIuasn

(aliquots) fuF1IN "DMSO" Suiiitln/fuiiuvedn Tunueony (nAdauiuannnst
Un) wardatovaaminivnanaiia Untlosauassih Wruannuas

ansgindotiifutonuaa 70% lauUsnnns/Usunns naonawsy
aswana 10% lasusinns/Usuins swsodinines uazraonaisd

anseidodug enuiiszy Hlasulovsvesieslfiinsuesiosdiu

105  asvihdfiAssndwmsumsiuiwad

o

dormuadmsuansvinugasindmsunmstivazuansiedu lU Iaodusuisnsi 4 genuusihdmsuisnnsi

T

10.5.1 asazanuduniunnug 0.4%

10.5.2 oraudon o le asnsaldansazanvdinemsasalh lowdn 0.05% e dondinduavoswad 1o

olal A

fhazldamunsasyuanivwadiifiiedvadion les 98N lo lnfiwes Ief vinddudesganuiid
30 anansavinmsiiussdondsiiaeslas TeAnsunuua lsf
ansazanudinersadia l lo1dn 0.05% Usznaushe:

Aihsmsasa hloldn 0.05 N3

ﬂima:@ﬁﬂu’%a‘mﬁf(glacial acetic acid) 2 ua.
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11

111

11.2

ihnaunsaiiniusaann looou 98 wa.

aaa

ANSLNSUNANSVINUHAZLN

FBS ﬁﬁwiﬁﬁumqmgﬁwmw%u (Heat-Inactivated FBS, HI-FBS)

aunsndsdo HI-
FBS anUAEVRKAR naoanunsndsds FBS anusumnan uasvinTinuanuassanudouluwosfusinng
UATRMuALusinmanil lwAsazans Asuusd@Iu uazns 1Y

11.11
11.1.2

11.1.3
11.1.4

11.1.5
11.1.6

11.1.7

11.1.8

11 FBS aannneuaida

fa:Tud msazazans Tugduaiiu (2 fs 8°w) nisfigaunafivealunavatudilus Muddes T FB
S agjfigaunafivesununiniisntulunsaifiiunszuiumsazany

Fony ryurasniluNNANABIMEDANAT TUTNTBINTATANY

a e

w1 FBS "l;i"lﬁ‘é”um’sﬁﬂﬁ’%umqm%ﬁmuu?ﬁmju & UAUR N uusinisdmanit win FBS ey
umavin Tinuaans lnsussmeinan s lusaige 11.1.5

11.1.41 1 FBS Tuswmuanaaumadififioaanail 56°4 (55 &1 57°%) ilhdnmuamnnives
sumuAuaunniioiaTdTa asunadiasninflanunsavin Taudsznouaos F
BS idonanw et

11.1.4.2 NI G): sssiutih Tusemunuaiimsaiassuwes FBS Tunasaust lidenn
wasaon Maduuilazhs i landans TWanusou FBS atnaanafuuazgion
antagensvuiton

11.1.4.3 iesumuANanafifiounAinduuINT 56° (55 fe57°%) Tianusouun FBS |
Punan 30 uit wasvinmawan Tiighdumn 5 81 10 unit ans e usouitiussun
Faununiilaaunsavin Tdaudsznouwas FBS 1donan w16

11.1.4.4 NI E: nFuLUTDIARRANKARUs uMUANaMnAT THiIdaisuuuwoma
2AMIUIYNUDA 70% Tmmﬂ%mm/ﬂ%mmi Aoulm

was HI-FBS TidhAuatnaiuny wsivihdslas Tdmaiiafiusiaannido

wsduasTurassdmsunmsiuusniiifusunsoouns 50 ua. Adaaan Hdsnaannids niou
valuduasdiduy Amanzandmvsuanuiaa Y

HUTLIME: RANAITIEUARDAMANTIITU "HI-

FBS" WasmINAMINUlavnaTings Tuiuusdu Jununons

uasdotavaadmiindivnamadia FBS fimnuasdidunan 1 ifeuiionmnnd 2 fa 8°a nioaudeiu
nuRNYIRNTIUSEVHNAN AMUATiDUBAT 20

ughdu (2 8¢ 8°%) nasadusuAILRUS N aasi Tuduuiisndudusunuiea 13 wan g
Audinoud anunsnifunasndmsuduiiivsinaassideds lusbusos o Tuviui Tuguauds u
ArarANNASEI AN TURNADYIANAVIEN N AR ANUG

nu1i6): FouvesMsutudy/msazapiichiiiunsdng aslinaldusenan o FBS vuudud
sdhuasshds ldnniAusnun e aumafivesdudiiu

=

TumsTdduasshiiuguds |y dhasTud asazazans Tugduaiiududu nieitammaiwoudunama
Tt e wasuiunuaouDunilason wan TwidhAudnouls

ansaransdmsumaushensiunsuaiuds (Cryopreservation Solution, CPS) Tnnd
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11.2.1
anudsznau wosidus (Inuuanns/Uannns)
DMSO 10%
FBS (v [nuaamssioanuson) 90%

11.2.2 msweduu CPS

T euzussauune 15 ua. nis 50 ua. wu dudiiunaannidoriomssu CPS AswaN DMSO

aaa

uaz FBS 1uuiAzunmumnusaun zsiaginiuu CPS "I:mmmua;vniﬁLﬁuTqu’LLﬁLﬁu (2 £ia 8°w) 1T

wianadwilay 30 u’\‘i/IWiE)T‘LLEﬂG‘LDLL‘UQLUHL’JHWBUWGHBU 15 mmnaumﬂﬁ

Humg: anansausnEn CPS figaunnd 2 fs 8% 1Junan 1 uvinns (<18 )

11.2.3  TgmssuaaTlumsuszanaainesses CPS iamiundgwmsumsueiuass niwas PBMC uana

“nilgafinnsuanssage 1Y

i&anasuami [ le (ua.) x 1waaTi 16 (1vAa] uA.) x AI1UTHDTUDaIMSUTUD (4A./1waa) = CPS 5i/szaa4 [ (1A.)

Undiu bifuaiua. i lnavian

nurime: Usinesveudonnsudui 19 lddeUsunnsveudonnsuduiignaiilunisads
(U%mmisuaqLﬁamﬂ‘iumuﬁslt‘ﬁ’lﬁmavlﬂ WNAUANMNIVDINADR)

sirotina: ldananni ) —maiAuidon Tuusnasinn

i@onmsuauii 1o 16 LBARY L& x AN dupasnisuauds | CPS Adszanar 13
X = Aensud
(140 ua.) x (1.5 x 10° 1iad/1 ua.) x (1 1a./15 x 10° 1wad) = 14 ua.

sin2e: Lﬁam:nﬂ'iﬂ‘i:u/mnLﬁﬂ—mitﬁuLﬁamTuU%mmu’faﬂ

1donnsuauii 1o e LBARY L6 x AN dupasnisuauds | CPS Adszanar 13
X = Ao
(10 ua.) x (1.5 x 10° 1iad/1 1a.) x (0.5 ua./5 x 108 1wad) = 1.5 ua.

11.2.4 Toamssio ludTunmsaunausinaiwes DMSO uas FBS fisniDudoals
CPS = DMSO 1 &2u+ FBS 9 &u

sinoda:
Uaunmsway CPS ds Uaumswad DMSO = Uaunmswo4 HI-FBS = Uaunmsuay CPS
g 13 (.1)(Jenmswoy CPS) Uanmsway CPS — viaviue =

Uaunnswoas DMSO

Uaunnswoag DMS
0 + Uaunnsvog
FBS

9 ua. 0.9 ua. 8.1 ua.

9 ua.

a oo

11.2.5 duiinddunenswos CPS, DMSO waz FBS snudamviuavadimzatinguaziosdjufing miwavl,ami

‘LL‘U‘VI‘VI 5

12 ASWAgUNNNSg U

121 lLifvuaTiimsiisuanasgudnsudunaunssiniiiuassinge

v
7

122 Ujdienuduneunsiisuinasgiuvesieslfuiinsidsndesmnnldiadoaniviwagsn Tusis
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13
13.1

13.2

AMTAUANAOLATIN

\UART 163

waa IfAoudaianafuns Tulszanasiifigumnd Uszonnsunanlaavia luas Twan Tn losi Iszeninu
senna na Tuinueadisndu fiheilitulsaendnso lsadiaide HIV duananuetaiswuauIn lusfiton
Dudsddniiasdosnsminfsnaifuiiana I msuussannsvasfithnulasimsdadinsauiiunns o
WoRnsanenudnuasAiBuguil wadsi ldfsanansavinihdifiuesssmnsnsauanaanwaie Tud
nsunsefiunsusiazAsa Lsnaa“ﬁ"lﬁﬁasiuaﬂﬂdwﬁmmvl'i’maﬂwanﬁqmmﬁmwmmsuaqﬁumau meidonw
29asVNUHATEN ANHRAN mmslum‘iuu 1wad WiomNuNAAWANA TuAMsFTUIIM ‘UaLLuquVIS[‘MJL’Jﬁ’ME-mJ!Q
wins iluuunvnaieghss:umnuianaiavameileedsiisusinoumsifusnunsunisuguds euma
flonauansieriuluTasdufuanssunmsudsivondonii la

13.1.1 wadl Wiee dwsuuszannsiifiavnnwe:

]

Uszsinng BIBAFN IFBiaiNAduaAdy) (1wadH/Ha.)
i ey (0.8 t0 3.2) x 106
wn—iaunin 6 1Hou (3to 10) x 108
BN—6 LHioudy 2 1 (2t09) x 10°
Wn—2 8457 (1to 6) x 10°

WA—aAnIN 5 T (0.8 to 4) x 10°

in— Livsueny (1 to 10) x 108

13.1.2 waa e b leane 1Y

WINwadi Idogusnaiiiang 1§ anagouununsidoas mssuia wada lumssniiuns (e
ma,wwzas.mﬁamiwaumiumuaaUﬁm%”umiﬁumaa’amu‘ﬁmwa) wazUseiuag PTID nndl i
amanwelulU1e wadit ldandthoiidaide HIV onasiniiuans Tusnsuthediu wnasdoin
fanudawanaTunsifoaawadnionsiuiwad vinmaideaw duaniv maisnass

a aa

13.1.3 vufinuaiwmnauazdamlag daduTussinemssnifiunsuasmsugufionudornuavouns
atsuazialAURMS wandoa luunii 5

AN A5V HVTN: vuiindeyviuazmsu s Tag asTusnssanudmsunnssiiiunssu PB
MC 223 HVTN war luausasnnuAniulAuAuiwadii luos lUsunsy Atlas HVTN PBMC

ANNdTinwogad

Aanufidinvoswaduod PBMC Tniidaudsasinanadu nanTuanssdiunmsiiuiu wadiadi kis wazTuuis
ﬂ‘s"qﬁamm‘nwaaﬁl,sa”ﬁ'wiﬂiamiﬁ:hwazﬁunﬁaﬁuimmamNal,ﬁum'ammﬁﬂﬁm mnliugaanicis @

oal o

wiaknaxiuiin % wasanddineudoivuavosiosdfitinng
13.2.1 anuiddinvouwad PBMC fiusnTnians >95%

13.2.2  wnenudginwas PBMC Thsi <95% siaadaunasinAuninanusaziuiinaudafimuagoa
sotpuaziaAURMS g wandua luunii 5

nuine: vnsagemaigninsondnsulusunsumsveasuls:AnsnnasinmsiAusnendis Msua
T4 PBMC w04 1QA finua IWisunuvsawadiididin
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14 UniaziiININaIsuAsaLiiAsAY PBMC

fndnnsuazduneumnasguiiios Tuduneumasiniiunssu PBMC vianus fimnuuansheduTuidoswassdony
aamafialunsuon (CSTFB dufimsifinans HahawmihwssuisudunmsTasuuusiuio) mssifiunnssuidon (ns
Woulauiindelas lifimsunuiinanamniouiisusumsifunaainlaoas) Anududussasasduanine ua
msuudy/ANSLAusAEN Bonduasdusauiiininzandnsunmsuynwadiiaznssniiunnssuidon uaznsudud

JUAMSBUSAEN NN TR ANMUAYDdIAS oL 1A IAsIASIdY

wademuio ey IdinsEsusmosm NI

uniAsnAunssintiiunsAu PBMC s B dmsuiadoanut

nail

AISULAIYAATAZAITAUTUAITATIA DA

unil 15: Mausnwadiiazmsifoaadon lnsfimsuvuiinananndonasedmsums | aansagaiin luTddms
woAARATEAULULUNES (CSTFB) ULAS0TNYNANG MSIRE
SED) audorivuavedlasan

FAdvuazianid
unil 16: Msusnwadtonsldideansudndosnsuusminasdmsunmsvininad | aansagain luTddms
BUGTUDIAMHA I UNED NS T NANAMSUNSTNINSIT BUFDDIANNAILLLGY | UiASoTnuiaiug a5aa
adenasudiuiioawsuiouacmsidoaaidon lauinsunuiinanaindionsuon | audornuawadlasem

FIVUAIARNH

n15899 ATUY AU IR AY [ AT UASAISUY U TIVINAY ITTD
FIATUTUTITOAAIVAN

IAFDUUVNANG

unii 17:
AI5IUSAYITAL TAE

o o

unil 18.2: mMsiAusnuNansausiduigaunnil -70/-80%
1392

uni 18.3: maiusnuniiguefido Tudslulosiauman (LN2 dewar)
wiogududaudena (Mechanical Freezer) fiflaaunandl -150°4s

ACTG taz HVTN

IMPAACT, HPTN uaz
MTN
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ol o

15 ANSLYABAALAYANSIADANIADAMIUVIADANASUANSLIUALBAANNENA
uruunwae (CSTFB) Taudnisunuinanann
unia 15 daunsannin W g musuindoaingianiun nsr1agaudornuuawad lasin1sITuLa

yIaAnE @ msusinotinei winn e Tildunia
15 »aauniA 16 un Teunnits us L Teviaaasun

15.1  asuunan W lusianndon las Tduasndnsunnsuan CSTFB dafinnsiinans Laemiin

15.1.1 ﬁWﬂWSTJLUmLLa:miNauﬁmmiu@‘tﬁammuaamﬁumaﬁmww (biological safety cabinet, BSC) 5
LHUT 2 N30gININLL

15.1.2  asgAuRn Fung uasnasaansvindfAsunisnnasigomuaa 70% Tmﬂﬂ%mmi/ﬂ%mmi EnhR
szindga lsaiiisuinsunaumaiguaznis 9 BSC

15.1.3  usnnazimsnanuime Hidueinedu duseuazgnafiumsiigamniivios (15 fa 30°)

15.1.4  TotweTnddmsununoiavuszinddighsnlasanns (participant identification number, PTID)
RERLNNYLAY BATETANUEIN

15.2  wauudiogNidanasudIw asvind§Aasun uariansauad

15.2.1 »3unuawin i CPS 1fu (uunii 11 nswdanansvind§Agen) Aounazedumsnionounenans
u PBMC las TWiiszoznanfounswaniisnnioans

15.2.2 quaTwuilainnasnsgiioamnaiiiesrounmssiniiiuns

15.2.3 Aounsifiuidon nsiaaeu CSTFB shuansanhilwaamaetmilonsanio i vinndvounaiainil
onsn Juuun CSTFB
1000 x g [Wunan 30 Aunil mndufiansazaneiifinsifisusiwosmunuiuinlag agmilonsandsa
nnsiduugn msgeean

15.2.4 @TRaou PTID uunaonidenil ldsunnnasnatisoumoyu Sanasnugunii Tudnwausit wilwiiTonn
ANANAUYDDIMADATAIN PTID iasninvansshunsudsvaadonns Tuwa PTID yanile

DalAUDUUL: INRADAVNHANAZASD PT|D/a'ﬁﬁﬁun'ﬁufﬁqﬁwaqLﬁamLtﬁiammmamﬁ%au,sia:a'\‘i‘[
uduadizn anansa lBdunsiiunnsesulunisuun PTID wiowfienwaawiaon wazanuisn IWawoq
JrnnMvineaasnaneiua AsNeAUEIMSU PTID usiaznunaiauiiananidsemnuduan

15.2.5 waniuiinnmsiafigndsswessunnsvendonnsudui @ldneTu 0.5 ua Usinnsvesdonns
vahuii 9 ls i Budeavinduvunevemasn

15.3 ASUNUTANATENN

sfludunaumsunuiinananni iwnwzfiormua iwaaun Tusyaiuaswii susuusinveslasinisis
pwiniu vn ldrfwue Iiwanaun Tusuaduasdi dhudunsuiiuazluiidunou 15.4
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175 nasfeaann
17.5.1 snflumsinwiasfinaanrasndmsunmsududs itiasadunoumsiuusnduaaving

nurymg: Dudsddnfiasdosannaiiwados TunznouTindoosiian

HANC-LAB-P0001v6.0, Suiifia 30 s 2018 i1 26 ann 48



~han

C ASTUIUANSALAUANSTHINS G
d1sun1seiiA1sAY PBMC Liuuginuiniaaing

HIV/AIDS Network Coordination

17.6

17.7

17.5.2

1753

aandwsurasadmnsumsutudeazgnasedulas lisuunmsdansdoyavnaiosdfusnns (LD
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a
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aumiiiosznawiidu WDR aanuazin Wik ifumznon 1y
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(9.0, WU FnanaRansuTuda) 74 PEL A09AS9sL WDR Aoumsifusnen % SOP & msunseint

flunsAuAIdenTIad
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urnuasunznow i las Tousunasvas CPS Mdu (Vi) fivinunn Wluwvhde 17.4
nurimg: ouane Wldnasaiivih Twidu iahawmituas/mie Tiiinssifiumsunuds le
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)
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uaTiui lan g Tieridmnssionsasiunsnuas lsimos
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g
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Jl.lBr X 107°

r = safiwod 1516105 TUNINUIDUHLNAS

g = WSIBanilaugna &S (relative centrifugal force) Anans Tunuoosusa liiugng

RPM = sausiouii (revolutions per minute)

21 9oANAfnYdITUNDU

211 nanTunmsdufiumsitimmunzaniiaaiuvannmsifuaniinnsududadon Tnidmsu PBMC fo <8 e luaiiua
AL mMsvininiveswagoranas ludsdsemaiinnni
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21.4 nandumMsineUsunawinnAAu lwasshna @ nsunsuaneannsanAutay PBMC iiiasananisving
wiuaansadumsuidousiounsyla el o

215  wandssnsienduimnilonznouiifinnaiu lusannsansuuay PBMC wiodndansundouann lusein

UNANEN

22 2AsUANU

Adnwn

ArAAnA NN

ACTG

ﬂa'um‘mmaawnmﬁﬁmﬁ'mﬁmamﬁ(Ale Clinical Trials Group)

oaunpAvaIMsuugn

15 §4 30%%

A5 UTUENTUTIHIUNIA

11NN 3/4 P29NATNEAASUANTURNSAUANTUEN warlifanmsudniiidud
aszidaaaianiios

BuidonvnInagn dnacllifududonvunnidnTunassvondonnsudn usansnsadiu lduunsne
awapadMsSUMsLEAnA A sTuLeA

CPS asazanvdnsumsiAusnrsiuMsuugs (Cryopreservation Solution)

CSR Afiudsdimsianans (Central Specimen Repository)

CSTFB naoRAIMSUNMSULAIWARTRTIALLULNSS (Cell Separation Tube with Frit Barrier
)

s199A NI DG sfnadnsuAavinnsfsusivasmuUnnLiL (density gradient media)

FBS Fsuannsingaui (Fetal Bovine Serum)

HBSS asazanuindAonuUANAAYDIRENd (Hanks' Balanced Salt Solution)
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Al AFAnaNN
msusinzavidmaanue (Hemolysi | ASRATUWIUTNALAIUINTTUNIOWANANTLONANNNSUANVDIDAFIARIADAKAN
s) mMsunnvsufialdoauasasgnUsaiussdunassnuuInasnsUsaiiusie Wil:

1+ BoonTUNIN-

uen Tudsundonanann anunsnsushdnus lumibidoRuniinng Hdundmao
Aldon lfotuTniau

2+ oonuun-

uen ludsunsonanann anunsnsussnus lunmiadoRuw s liaugawin
3+ Avuwidu-und ludsunsowanann fisnusTunilideRuninng ludn

4+ Anzzonmituaaidi Tudsunsonanamn lianusasushsnws lumiidon
e

nurime: wadifindoauasiiunnvin TWdsunsowanamnfidnuausifidus Tal
uwaimsuuidousiuifinidonuawin hdsunsowaaunidnwaizaiu

HI-FBS FsunnsseuhiivinTunguamsainugou (Heat Inactivated Fetal Bovine Ser
um)

HPTN im3a2inuAsnaaadn1stlasAul HIV (HIV Prevention Trials Network)

HVTN iFanumMasnaassingudnsu HIV (HIV Vaccine Trials Network)

Aanvausvodieu (cteric) wanauvifideonidumdodudisvanhilDastuiindu

IMPAACT \saTNuMSVeasINNRATnanalALAUad TuNseN 1fin uariosu (Internatio
nal Maternal Pediatric Adolescent AIDS Clinical Trials Network)

LDMS STUUANSINMSToyaNasUUing (Laboratory Data Management System)

MTN 1P38NTNRADIANTHNATN (Microbicide Trials Network)

PBMC wadifindonviafiiedsalsia (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

PBS indofifinoawmsfunines (Phosphate-buffered saline)

PTID/PID 'mnsJLﬁ%ﬂizﬁwﬁa&jﬁwﬁﬂﬁmﬂﬁ (Participation Identification Number)

Qs vin T duUsanauiiiimsawa (Quantity Sufficient)—

@nUSHN T sewavaswaamaIie 1K ldUsunasTiA nue

9aunALYiay (Room Temperature, | 15 4 30°%
RT)

Vsnasvoudonasudui o ls Uannsvaadonnsudiniignaiinnisass
(U%mmﬂuaqLﬁamﬂiumuﬁ%ﬂﬁawﬂuLﬂwﬁUﬂamaﬂuawaam)

anuiiAusaw uwaiidu losan | anuifiusnen Tunaiduloszmsvadlulasiauman (LN2) AoRuiineTugusu

P Shwnfiogndlovadwial LN2 A uaanas
WDR asvinufAsundmsumadnuaznsiinay (Wash Diluent Reagent) (HBSS
1149 PBS)

23 1PnaNT91NdN

23.1 Bull M., Lee B., Stucky J., Chiu Y.L., Rubin A., Horton H., and McElrath MJ. Defining blood processing
parameters for optimal detection of cryopreserved antigen-specific responses for HIV vaccine trials.
J. Immunol. Methods 322:57-69 (2007).

23.2 CHAVI SOP for PBMC Isolation and Cryopreservation, CHAVI-A0001, v5, Nov 3 2008.

23.3 Cox J.H., DeSouza M., Ratto-Kim S., Ferrari G., Weinhold K.J., and Birx B.L. Cellular Immune assays for
evaluation of Vaccine efficacy in developing countries. Manual of Clinical laboratory Immunology.
Rose N.R., Hamilton R.G., Detrick B. Eds. (6th ed.) p.301-315 (2002).
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	6.6 สิ่งส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได้
	6.6.1 สิ่งส่งตรวจที่ไม่ติดฉลากหรือติดฉลากผิดจะถูกปฏิเสธ
	6.6.2 สิ่งส่งตรวจที่รั่ว


	7 อุปกรณ์
	7.1 การเตรียมและการดำเนินการ
	7.1.1 ตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety cabinet, BSC) ประเภทที่ 2 ตามที่กำหนดโดยห้องปฏิบัติการ (P2, P2.5 หรือ P3)
	7.1.2 เครื่องปั่นแยกที่มีความเร็วต่ำ (สามารถปั่นแยกที่ 300 ถึง 1000 x g) ที่มีโรเตอร์ที่มีถ้วยใส่หลอดแบบเหวี่ยงไปมา (swinging bucket rotor) ควรเป็นแบบมีระบบทำความเย็น แต่ที่ใช้อุณหภูมิโดยรอบก็ยอมรับได้
	7.1.3 ไมโครปิเปต โดยมีช่วงตั้งแต่ 20, 200, 1000 (ไมโครลิตร
	7.1.4 อุปกรณ์ช่วยปิเปต (Pipet-Aid) (ควรเป็นแบบไร้สาย) สำหรับปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้ง
	7.1.5 ตู้แช่เย็นที่มีอุณหภูมิระหว่าง 2 ถึง 8 ซ
	7.1.6 ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -20 ซ (หรือต่ำกว่านั้น) ที่ไม่มีการละลายน้ำแข็งอัตโนมัติ (สำหรับการเก็บรักษา FBS)
	7.1.7 ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -80 ซ (-65 ถึง -95(ซ) สำหรับการเก็บรักษา PBMC ในระยะสั้น
	7.1.8 ตู้แช่แข็งเชิงกลที่มีอุณหภูมิ -150 ซ (สำหรับ IMPAACT, HPTN และ MTN หากไม่มีถังแช่แข็ง LN2 สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว)
	7.1.9 อ่างควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิระหว่าง 37 ถึง 56 ซ (สำหรับการทำให้ FBS หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน หากจำเป็น)
	7.1.10 ถังหรือบีกเกอร์สำหรับสารฟอกขาวหรือสารฆ่าเชื้ออื่นๆ สำหรับการล้างปิเปตหากกำหนดให้มีโดยหลักปฏิบัติเพื่อความปลอดภัยของท้องถิ่น

	7.2 อุปกรณ์สำหรับไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากกำหนดให้มีโดยเครือข่าย)
	7.2.1 ถังเก็บรักษา LN2 (≤ -140 ซ)
	7.2.2 อุปกรณ์ขนส่งแบบแห้งสำหรับ LN2 ที่ได้รับการอนุมัติจาก IATA

	7.3 การนับเซลล์ (เลือกหนึ่งในทางเลือกต่อไปนี้)
	7.3.1 เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่สามารถนับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิต (Beckman-Coulter Vi-Cell, Guava PCA® หรือสิ่งที่เทียบเท่ากัน)
	7.3.2 เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่ไม่สามารถแยกแยะเซลล์ที่มีชีวิต (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® หรือสิ่งที่เทียบเท่ากัน)
	7.3.3 ช่องสำหรับนับเซลล์ด้วยมือ (ฮีมาไซโตมิเตอร์) และกล้องจุลทรรศน์ชนิดไลต์ฟีลด์

	7.4 การเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง
	7.4.1 Stratagene StrataCooler® Cryo
	7.4.2 biocision® CoolCell
	7.4.3 NALGENE® Mr. Frosty ภาชนะบรรจุสำหรับการแช่แข็งที่มีอัตราการแช่แข็ง 1(ซ/นาที
	7.4.4 ตู้แช่แข็งที่มีอัตราการแช่แข็งที่มีการควบคุม เช่น ตู้แช่แข็ง CryoMed® Freezing Chamber (Gordinier)


	8 สิ่งที่ใช้แล้วทิ้ง
	8.1 พลาสติก
	8.1.1 ปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้งขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มล. ปราศจากเชื้อ
	8.1.2 ปลายปิเปตเพื่อความแม่นยำขนาด 20, 100, 200, 1000 ไมโครลิตร (ที่ปราศจากเชื้อ
	8.1.3 หลอดสำหรับการปั่นแยกแบบใช้แล้วทิ้งขนาด 15 และ 50 มล. ปราศจากเชื้อ มีก้นรูปกรวย มีขีดแสดงปริมาณ และทำจากโพลีโพรพิลีน
	8.1.4 หลอดสำหรับการแช่แข็งขนาด 1.8 ถึง 2 มล. มีฝาเกลียวที่มีวงแหวนรูปตัวโอซึ่งปราศจากเชื้อ ทำจากโพลีโพรพิลีนเท่านั้น วางตั้งได้ มีขีดบอกปริมาณ ป้องกันการรั่วไหลได้ ถูกผลิตขึ้นมาเพื่อการเก็บรักษาใน LN2 ในเฟสที่เป็นไอระเหย (ประมาณ -140(ซ)
	8.1.5 อาจเลือกใช้ขวดรูปชมพู่ที่ปราศจากเชื้อแบบใช้แล้วทิ้งที่มีคอขนาด 45 มม. ขนาด 250 ถึง 500 มล. สำหรับการรวมเลือดครบส่วนที่เจาะมาในปริมาตรมากๆ ก่อนการแยก PBMC
	8.1.6 อาจเลือกใช้ปิเปตสำหรับถ่ายสาร (transfer pipet) แบบพลาสติก ซึ่งปราศจากเชื้อ ขนาด 5 มล. ที่บรรจุอยู่ในซองแยก
	8.1.7 หากไม่ใช้หลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (cell separation tubes with frit barriers, CSTFB) ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า จะกำหนดให้มี CSTFB เปล่า (ดูรายละเอียดเพิ่มเติมในหัวข้อ 9.2) หรือหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยแบบใช้แล้วทิ้งขนา...

	8.2 ปากกาทำเครื่องหมาย
	8.3 ฉลาก

	9 อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล
	9.1 เสื้อคลุมสำหรับใส่ในห้องปฏิบัติการ
	9.2 อุปกรณ์ป้องกันดวงตา
	9.3 ถุงมือไนไตรล์ชนิดไม่มีผงแป้งหรือถุงมือที่เทียบเท่า
	9.4 ถุงมือสำหรับการแช่แข็งและกระบังป้องกันใบหน้า (อาจมีแผ่นปิดคางหรือไม่ก็ได้) เป็นสิ่งจำเป็นหากท่านกำลังใช้ LN2

	10 น้ำยา
	10.1 กำหนดให้มีการจัดซื้อน้ำยาที่ปราศจากเชื้อและมีการใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อ
	10.1.1 เก็บรักษาหลอดที่เปิดแล้วไว้ที่อุณหภูมิที่แนะนำโดยบริษัทผู้ผลิตจนกว่าจะใช้หรือจนถึงวันหมดอายุที่บริษัทผู้ผลิตกำหนด
	10.1.2 ทิ้งหากมีร่องรอยของการปนเปื้อนที่มองเห็นได้ เช่น มีลักษณะขุ่น

	10.2 น้ำยาาสำหรับการล้างและการเจือจาง (Wash Diluent Reagents, WDR)
	10.3 หลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB)
	10.3.1 CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า (ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 1.077)
	10.3.2 ทางเลือกสำหรับแทนระบบ CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า:

	10.4 สารทำปฏิกิริยาสำหรับการแช่แข็ง
	10.4.1 ซีรัมจากตัวอ่อนวัว (Fetal Bovine Serum, FBS) ถ้าจะให้ดี ควรจะทำให้หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน
	10.4.1.1 ตรวจสอบกับเครือข่ายที่เกี่ยวข้องในเรื่องของผู้จำหน่ายที่ควรเลือก FBS เพียงบางเครื่องหมายการค้าเท่านั้นที่เทียบเท่ากันได้ ปัญหาเกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพ ความเป็นพิษ ที่มา และการขนส่ง/การนำเข้าจะต้องได้รับการจัดการแก้ไขก่อนการเปลี่ยนผู้จำหน่าย
	10.4.1.2 ขอหนังสือรับรองการวิเคราะห์จากผู้จำหน่ายสำหรับเก็บไว้เป็นบันทึกการควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบัติการของท้องถิ่น
	10.4.1.3 FBS ที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (≤ -20(ซ) สามารถใช้ได้จนถึงวันหมดอายุที่บริษัทผู้ผลิตกำหนด
	10.4.1.4 FBS ที่ถูกละลายและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 2 ถึง 8(ซ มีความคงตัวเป็นเวลาหนึ่งเดือนปฏิทิน

	10.4.2 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethylsulfoxide, DMSO) เกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์
	10.4.2.1 ตรวจสอบให้แน่ใจว่าได้ใช้ DMSO ในเกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ ดูตัวอย่างที่ตรงตามข้อกำหนดในภาคผนวก ช
	10.4.2.2 เก็บรักษาหลอดที่ยังไม่ได้เปิดที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30(ซ) ตรวจสอบที่หลอดเพื่อดูวันหมดอายุและทิ้งหากหมดอายุแล้ว
	10.4.2.3 หลังจากที่เปิดแล้ว DMSO ที่ยังไม่ได้เจือจางต้องมีความคงตัวที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30(ซ) เป็นเวลา 6 เดือน เมื่อได้รับการปกป้องให้พ้นจากแสงและความชื้น
	10.4.2.4 ใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อเมื่อนำ DMSO ออกจากหลอดเพื่อหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนที่อาจเกิดขึ้นได้
	10.4.2.5 ทิ้งหลอดที่เปิดแล้วหากสังเกตพบร่องรอยของการปนเปื้อนที่มองเห็นได้
	10.4.2.6 อาจแบ่งส่วนสารทำปฏิกิริยาให้ได้เป็นปริมาณที่ลงตัวเท่ากันเพื่อช่วยคงความปราศจากเชื้อ ติดฉลากส่วนลงตัว (aliquots) ด้วยคำว่า "DMSO" วันที่เปิด/วันที่แบ่งส่วน วันหมดอายุ (หกเดือนนับจากการเปิด) และชื่อย่อของเจ้าหน้าที่ทางเทคนิค ปกป้องส่วนลงตัวให้พ...

	10.4.3 สารฆ่าเชื้อ
	10.4.3.1 สารฆ่าเชื้อที่เป็นเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร หลอดสเปรย์
	10.4.3.2 สารฟอกขาว 10% โดยปริมาตร/ปริมาตร ถังหรือบีกเกอร์ และหลอดสเปรย์
	10.4.3.3 สารฆ่าเชื้ออื่นๆ ตามที่ระบุไว้โดยนโยบายของห้องปฏิบัติการของท้องถิ่น


	10.5 สารทำปฏิกิริยาสำหรับการนับเซลล์
	10.5.1 สารละลายสีทริแพนบลู 0.4%
	10.5.2 อาจเลือกใช้ได้: สามารถใช้สารละลายสีม่วงคริสตัลไวโอเล็ต 0.05% เพื่อย้อมสีนิวเคลียสของเซลล์ เพื่อที่ว่าจะได้สามารถระบุและนับเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดียวโดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ได้ หากจำเป็นต้องดูความมีชีวิต สามารถทำการนับด้วยมือครั้งที่สองโดยใช้สีทริแพน...


	11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา
	11.1 FBS ที่ทำให้หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน (Heat-Inactivated FBS, HI-FBS)
	11.1.1 นำ FBS ออกจากตู้แช่แข็ง
	11.1.2 ถ้าจะให้ดี ควรจะละลายในตู้แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หรือที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาหลายชั่วโมง ห้ามปล่อยให้ FBS อยู่ที่อุณหภูมิห้องนานกว่าที่จำเป็นในการดำเนินกระบวนการละลาย
	11.1.3 ค่อยๆ หมุนหลอดเป็นวงกลมสองหรือสามครั้งในช่วงของการละลาย
	11.1.4 หาก FBS ไม่ได้รับการทำให้หมดฤทธิ์โดยบริษัทผู้ผลิต ปฏิบัติตามคำแนะนำเพิ่มเติมเหล่านี้ หาก FBS ได้รับการทำให้หมดฤทธิ์โดยบริษัทผู้ผลิต ข้ามไปยังหัวข้อ 11.1.5
	11.1.4.1 วาง FBS ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 56 ซ (55 ถึง 57 ซ) เฝ้าติดตามอุณหภูมิของอ่างควบคุมอุณหภูมิอย่างใส่ใจ อุณหภูมิที่สูงกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	11.1.4.2 หมายเหตุ: ระดับน้ำในอ่างควบคุมอุณหภูมิควรจะเลยระดับของ FBS ในหลอดแต่ไม่ถึงฝาของหลอด การเป็นเช่นนี้จะช่วยให้แน่ใจว่ามีการให้ความร้อน FBS อย่างเสมอกันและช่วยหลีกเลี่ยงการปนเปื้อน
	11.1.4.3 เมื่ออ่างควบคุมอุณหภูมิมีอุณหภูมิกลับคืนมาที่ 56 ซ (55 ถึง57 ซ) ให้ความร้อนแก่ FBS เป็นเวลา 30 นาที และทำการผสมให้เข้ากันทุก 5 ถึง 10 นาที การให้ความร้อนเป็นระยะเวลานานกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	11.1.4.4 หมายเหตุ: หากด้านบนของหลอดสัมผัสกับอ่างควบคุมอุณหภูมิ ให้เช็ดที่ด้านบนของหลอดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนเปิด

	11.1.5 ผสม HI-FBS ให้เข้ากันอย่างเบาๆ แต่ทั่วถึงโดยใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อ
	11.1.6 แบ่งส่วนลงในหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล. ที่ติดฉลากไว้ซึ่งปราศจากเชื้อ หรือแบ่งเป็นส่วนลงตัวอื่นๆ ที่เหมาะสมสำหรับงานที่คาดไว้
	11.1.7 แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวในจำนวนที่จำเป็นสำหรับงานที่คาดไว้ ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้ สามารถเก็บหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวซึ่งยังไม่จำเป็นต้องใช้ในทันทีไว้ในตู้แช่แข็ง และจะมีความคงตัวจนถึงวันหมดอายุเดิมที่บริษัทผู้ผลิ...
	11.1.8 ในการใช้ส่วนลงตัวที่แช่แข็งไว้ ถ้าจะให้ดี ควรจะละลายในตู้แช่เย็นข้ามคืน หรือที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาหลายชั่วโมง เปลี่ยนวันหมดอายุเป็นหนึ่งเดือน ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้

	11.2 สารละลายสำหรับการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง (Cryopreservation Solution, CPS) ใหม่
	11.2.1
	11.2.2 การเตรียม CPS
	11.2.3 ใช้สูตรด้านล่างในการประมาณปริมาตรของ CPS เพื่อเตรียมสำหรับการแขวนลอยใหม่ของ PBMC นอกจากนี้ยังมีการแสดงตัวอย่างไว้
	11.2.4 ใช้สูตรต่อไปนี้ในการคำนวณปริมาณของ DMSO และ FBS ที่จำเป็นต้องใช้
	11.2.5 บันทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5


	12 การเทียบมาตรฐาน
	12.1 ไม่กำหนดให้มีการเทียบมาตรฐานสำหรับขั้นตอนการดำเนินการต่างๆ
	12.2 ปฏิบัติตามขั้นตอนการเทียบมาตรฐานของห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวข้องหากใช้เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติ

	13 การควบคุมคุณภาพ
	13.1 เซลล์ที่ได้
	13.1.1 เซลล์ที่ได้ที่คาดไว้สำหรับประชากรที่มีสุขภาพดี:
	13.1.2 เซลล์ที่ได้ที่ไม่ได้คาดไว้
	13.1.3 บันทึกผลทั้งหมดและปัญหาใดๆ ที่เกิดขึ้นในระหว่างการดำเนินการและการปฏิบัติตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	13.2 ความมีชีวิตของเซลล์
	13.2.1 ความมีชีวิตของเซลล์ PBMC ที่แยกใหม่ควร >95%
	13.2.2 หากความมีชีวิตของ PBMC ใหม่ <95% ตรวจสอบผลร่วมกับหัวหน้างานและบันทึกตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5


	14  บทนำและแนวทางสำหรับการดำเนินการกับ PBMC
	15  การแยกเซลล์และการเจือจางเลือดด้วยหลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB) โดยมีการแทนที่พลาสมา
	15.1 การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดโดยใช้หลอดสำหรับการแยก CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า
	15.1.1 ทำการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biological safety cabinet, BSC) ระดับที่ 2 หรือสูงกว่านั้น
	15.1.2 สเปรย์พื้นผิว ชั้นวาง และหลอดสารทำปฏิกิริยาทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร หรือสารฆ่าเชื้อโรคที่เทียบเท่ากันก่อนการเข้าและการใช้ BSC
	15.1.3 นอกจากจะมีการหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น ขั้นตอนจะถูกดำเนินการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ)
	15.1.4 ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วมโครงการ (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลข และสารเติมแต่ง

	15.2 เตรียมตัวอย่างเลือดครบส่วน สารทำปฏิกิริยา และวัสดุภัณฑ์
	15.2.1 เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูบทที่ 11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา) ก่อนที่จะดำเนินการหรือก่อนที่จะผสมกับ PBMC โดยให้มีระยะเวลาก่อนการผสมที่มากเพียงพอ
	15.2.2 ดูแลให้แน่ใจว่าหลอดอยู่ที่อุณหภูมิห้องก่อนการดำเนินการ
	15.2.3 ก่อนการเติมเลือด ตรวจสอบ CSTFB ด้วยสายตาว่ามีของเหลวอยู่เหนือฟริตหรือไม่ หากมีของเหลวอยู่เหนือฟริต ปั่นแยก CSTFB ที่ 1000 x g เป็นเวลา 30 วินาที หากยังมีสารละลายที่มีเกรเดียนต์ของความหนาแน่นใดๆ อยู่เหนือฟริตหลังจากการปั่นแยก ควรดูดออก
	15.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดที่ได้รับทุกหลอดอย่างรอบคอบ จัดหลอดปฐมภูมิในลักษณะที่ไม่ให้มีโอกาสผสมกันของหลอดระหว่าง PTID หรือระหว่างสารต้านการแข็งตัวของเลือดภายในชุด PTID ชุดหนึ่ง
	15.2.5 หาและบันทึกการวัดที่ถูกต้องของปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ภายใน 0.5 มล ปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดของหลอด

	15.3 การแทนที่พลาสมา
	15.3.1 หลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกัน และสารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกันอาจถูกดำเนินการแยกกันหรือใส่รวมกันในหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล. ก็ได้
	15.3.2 ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบส่วนตรงกับพื้นผิวด้านบนสุดของเลือด
	15.3.3 ปั่นแยกเลือดครบส่วนที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาที
	15.3.4 ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. ที่ติดฉลากไว้สำหรับการปั่นแยกครั้งที่สองเพื่อเอาเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ออกไป
	15.3.5 เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอ (ดูส่วนที่ 10.2) เพื่อทำให้เลือดกลับคืนมามีปริมาตรของเลือดครบส่วนเดิม ผสมเบาๆ และดำเนินการกับ PBMC ต่อไปที่ขั้นตอน 15.4
	15.3.6 ดำเนินการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นแยกพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้ PL2 ในรูปส่วนลงตัว หรือตามคำแนะนำที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยเพื่อให้ได้อนุพันธ์ที่กำหนดสำหรับโครงการวิจัย ขั้นตอนนี้อาจถูกดำเนินการได้ในภาย...
	15.3.7 แบ่งส่วนพลาสมาที่ปั่นแล้วลงในหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวที่ติดฉลากไว้ตามที่ระบุไว้โดยโครงการวิจัยและทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ในหลอดพลาสมาที่ปั่นแล้ว

	15.4 การเจือจางเลือดสำหรับการแยกด้วย CSTFB
	15.4.1 ทำฉลาก PTID ใส่ CSTFB แต่ละหลอด
	15.4.2 หากหลอดๆ หนึ่งมีการจับตัวเป็นลิ่ม ดูส่วนที่ 6.5 (สิ่งส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได้)
	15.4.3 เติม WDR ลงใน CSTFB แต่ละหลอดโดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อ:
	15.4.4 ผสมเลือดครบส่วนเบาๆ จากนั้นใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อเพื่อถ่ายเลือดลงใน CSTFB ที่ติดฉลากไว้
	15.4.5 *หมายเหตุ: ปริมาตรของเลือดที่ต่ำกว่านี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีฮีมาโตคริตต่ำ อาจทำให้บัฟฟีโค้ต (buffy coat) ตกลงไปอยู่ใกล้ๆ กับ/อยู่บนฟริตทำให้เก็บเซลล์ได้ยาก ปริมาตรของเลือดที่สูงกว่านี้อาจนำไปสู่การมีส่วนประกอบที่ไม่สำคัญ/เศษชิ้นส่วนในสิ่งส่...
	15.4.6 ล้างหลอดของเลือดที่ใส่สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดิมแต่ละหลอดด้วย WDR โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อ เติมปริมาตรที่ล้างลงใน CSTFB โดยดูแลให้แน่ใจว่าไม่เกินขีดจำกัดของปริมาตรของหลอดทั้งหมด (WDR+เลือดครบส่วน)
	15.4.7 ปิดฝา CSTFB อย่างระมัดระวัง

	15.5 การปั่นแยกตามความหนาแน่นสำหรับ CSTFB และการเก็บ
	15.5.1 จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้นและค่อยๆ ขนย้ายหลอดไปยังเครื่องปั่นแยก ดูบทที่ 20 การคำนวณ เพื่อเปลี่ยน g ไปเป็น rpm สำหรับความยาวโรเตอร์ของท่าน
	15.5.2 ปั่นแยกที่ 800 ถึง 1000 x g เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ โดยปิดเบรก
	15.5.3 เตรียมหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อใหม่ในจำนวนเท่ากับ CSTFB ที่ใช้ในขั้นตอนการปั่นแยก
	15.5.4 ทำฉลาก PTID ใส่ CSTFB แต่ละหลอด ใช้หลอดใหม่เหล่านี้สำหรับการล้างต่อไปนี้
	15.5.5 ค่อยๆ นำ CSTFB ออกจากเครื่องปั่นแยกเพื่อไม่ให้มีการรบกวนชั้นต่างๆ
	15.5.6 การปั่นแยกทำให้สิ่งที่อยู่ในหลอดแบ่งตัวเป็นชั้นที่แตกต่างกันหกชั้น ซึ่งรวมถึงฟริตด้วย จากด้านบนของหลอด ชั้นเหล่านี้ได้แก่:
	15.5.7 ตรวจสอบหลอดเพื่อดูว่ามีปัญหาที่อาจเกิดขึ้นได้ต่อไปนี้หรือไม่ บันทึกการสังเกตและการปฏิบัติเพื่อการติดตามผลใดๆ ที่ได้ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	15.5.8 นำเอาส่วนของพลาสมา-WDR ที่อยู่ด้านบนและมีสีค่อนข้างเหลืองออกจนถึงภายในประมาณ 1 ถึง 2 ซม. ของแถบ PBMC สีขาวขุ่น ซึ่งอยู่ตรงรอยต่อระหว่างส่วนของพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกที่ใส โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้ออันใหม่...
	15.5.9 เก็บเซลล์ทั้งหมดตรงรอยต่อสีขาวขุ่นที่อยู่เหนือฟริต โดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสำหรับถ่ายสารที่ปราศจากเชื้อ ระวังไม่ให้ดูดสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกออกมามากเกินกว่าที่จำเป็น
	15.5.10 ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจาก CSTFB หลอดหนึ่งไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าซึ่งเข้าคู่กันหนึ่งหลอด สามารถเติม WDR ลงในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา
	15.5.11 ปิดฝา CSTFB ที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงและตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง ทิ้ง CSTFB โดยถือเป็นของเสียที่มีอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ

	15.6 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	16 การแยกเซลล์ด้วยการใส่เลือดครบส่วนเจือจางด้านบนตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นหรือการใส่ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้านล่างเลือดครบส่วนเจือจางด้วยมือและการเจือจางเลือดด้วยการแยกเซลล์ด้วยมือโดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่นโดยม...
	16.1 การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดโดยใช้วิธีการใส่ด้านบนตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือ
	16.1.1 ทำการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biological safety cabinet, BSC) ระดับที่ 2 หรือสูงกว่านั้น
	16.1.2 สเปรย์พื้นผิว ชั้นวาง และหลอดสารทำปฏิกิริยาทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนการเข้าและการใช้ BSC
	16.1.3 นอกจากจะมีการหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น ขั้นตอนจะถูกดำเนินการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ)
	16.1.4 ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วมโครงการ (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลข และสารเติมแต่ง

	16.2 เตรียมตัวอย่างเลือดครบส่วน สารทำปฏิกิริยา และวัสดุภัณฑ์
	16.2.1 เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูบทที่ 11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา) ก่อนที่จะดำเนินการหรือก่อนที่จะผสมกับ PBMC โดยให้มีระยะเวลาก่อนการผสมที่มากเพียงพอ
	16.2.2 หากหลอดของสิ่งส่งตรวจเย็นเมื่อสัมผัส (เนื่องจากสภาวะโดยรอบเย็น เช่น การขนส่งในเดือนที่อากาศเย็นกว่าเดือนอื่นๆ) ปล่อยให้หลอดกลับสู่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ) ก่อนการดำเนินการ
	16.2.3 ปล่อยให้ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นกลับสู่ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ) ดูข้อมูลเพิ่มเติมในบทที่ 10 สารทำปฏิกิริยา
	16.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดที่ได้รับทุกหลอดอย่างรอบคอบ จัดหลอดปฐมภูมิในลักษณะที่ไม่ให้มีโอกาสผสมกันของหลอดระหว่าง PTID หรือระหว่างสารต้านการแข็งตัวของเลือดภายในชุด PTID ชุดหนึ่ง
	16.2.5 หาและบันทึกการวัดที่ถูกต้องของปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ภายใน 0.5 มล ปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดของหลอด

	16.3 การแทนที่พลาสมา
	16.3.1 หลอดเก็บเลือดอาจถูกดำเนินการแยกกันตามคำแนะนำที่ระบุไว้ด้านล่าง หรืออาจใช้เทคนิคการรวมบัฟฟีโค้ตที่แสดงไว้ในภาคผนวก ง
	16.3.2 ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบส่วนในแต่ละหลอดที่พื้นผิวด้านบนสุดของเลือด
	16.3.3 ปั่นแยกเลือดครบส่วนที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาที
	16.3.4 ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. สำหรับการปั่นแยกครั้งที่สองเพื่อเอาเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ออกไป
	16.3.5 เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอ (ดูส่วนที่ 10.2) เพื่อทำให้เลือดกลับคืนมามีปริมาตรของเลือดครบส่วนเดิม ผสมเบาๆ และดำเนินการกับ PBMC ต่อไปที่ขั้นตอน 16.4
	16.3.6 ดำเนินการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นแยกพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้ PL2 ในรูปส่วนลงตัว หรือตามคำแนะนำที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยเพื่อให้ได้อนุพันธ์ที่กำหนดสำหรับโครงการวิจัย ขั้นตอนนี้อาจถูกดำเนินการได้ในภาย...
	16.3.7 แบ่งส่วนพลาสมาที่ปั่นแล้วลงในหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวที่ติดฉลากไว้ตามที่ระบุไว้โดยโครงการวิจัยและทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ในหลอดพลาสมาที่ปั่นแล้ว

	16.4 การเจือจางเลือดและการแยกเซลล์ด้วยมือโดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่น
	16.4.1 เปิดฝาหลอดของเลือดที่ใส่สารต้านการแข็งตัวของเลือด
	16.4.2 หากหลอดมีเลือดที่จับตัวเป็นลิ่มเป็นจำนวนมาก ดูส่วนที่ 6.5 (สิ่งส่งตรวจรอง)
	16.4.3 หมายเหตุ: สำหรับการเก็บเลือดในปริมาตรที่มากขึ้น อนุญาตให้มีการรวมบัฟฟีโค้ตได้ตามแนวทางในภาคผนวก ง: การรวมชั้นบัฟฟีโค้ตสำหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น ในการรวมบัฟฟีโค้ต แทนที่ขั้นตอน 16.4.4 และ 16.4.5 ด้วยคำแนะนำ...
	16.4.4 ทำฉลาก PTID ใส่ หลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยแต่ละหลอด
	16.4.5 ถ่ายเลือดไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. ที่ติดฉลากไว้ซึ่งปราศจากเชื้อ และเติม WDR ในปริมาตรที่เพียงพอเพื่อเจือจางเลือดตามเอกสารกำกับตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (อัตราส่วนสูงสุดของเลือดต่อสารทำเจือจางค...
	16.4.6 สำหรับการแยกเซลล์โดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่น:
	16.4.6.1 วิธีการใส่ด้านบน:
	16.4.6.2 วิธีการใส่ด้านล่าง:
	16.4.6.3 ปิดฝาหลอดอย่างระมัดระวัง


	16.5 การปั่นแยกตามความหนาแน่นสำหรับลิมโฟไซต์และการเก็บ
	16.5.1 จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้นและค่อยๆ ขนย้ายหลอดไปยังเครื่องปั่นแยก
	16.5.2 ปั่นแยกที่ 400 x g เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ โดยปิดเบรก ดังที่แสดงไว้ในเอกสารกำกับที่มาพร้อมกับตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์
	16.5.3 เตรียมหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อใหม่ในจำนวนและขนาดเท่ากับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ใช้ในขั้นตอนการปั่นแยก
	16.5.4 ติดฉลากแต่ละหลอดด้วย PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือด ใช้หลอดใหม่เหล่านี้สำหรับการล้างต่อไปนี้
	16.5.5 เอาหลอดออกจากเครื่องปั่นแยก
	16.5.6 หากไม่สามารถมองเห็นชั้นเซลล์ได้ ตรวจสอบยืนยันว่าเครื่องปั่นแยกทำงานได้อย่างเหมาะสม แก้ไขปัญหาใดๆ ที่ท่านพบ ทำการปั่นแยกหลอดอีกครั้ง บันทึกปัญหาและการปฏิบัติที่ได้ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	16.5.7 ตรวจสอบหลอดเพื่อดูว่ามีการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือมีลิ่มเลือดขนาดเล็กที่มองเห็นได้ที่รอยต่อของเซลล์ซึ่งไม่ได้ถูกสังเกตพบมาก่อนหรือไม่ และบันทึกสิ่งดังกล่าวไว้
	16.5.8 นำเอาส่วนของพลาสมา-WDR ที่อยู่ด้านบนและมีสีค่อนข้างเหลืองออกจนถึงภายในประมาณ 1 ถึง 2 ซม. ของแถบ PBMC สีขาวขุ่น ซึ่งอยู่ตรงรอยต่อระหว่างส่วนของพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกที่ใส โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้ออันใหม่...
	16.5.9 เก็บเซลล์ทั้งหมดตรงรอยต่อสีขาวขุ่นโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสำหรับถ่ายสารที่ปราศจากเชื้อ ระวังไม่ให้ดูดสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกออกมามากเกินกว่าที่จำเป็น
	16.5.10 ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจากหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยหลอดหนึ่งไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าซึ่งเข้าคู่กันหนึ่งหลอด สามารถเติม WDR ลงในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา
	16.5.11 ปิดฝาหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดง/ตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง และทิ้งหลอดโดยถือเป็นของเสียที่มีอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ

	16.6 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	17  การล้าง การนับ การแขวนลอยใหม่ ความเข้มข้น และการแช่แข็งข้ามคืนที่มีอัตราการแช่แข็งที่ถูกควบคุม
	17.1 การล้างครั้งที่ 1:
	17.1.1 QS ส่วนของ PBMC จนได้ประมาณ 10 มล. (สำหรับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 มล.) หรือ 45 มล. (สำหรับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล.) ด้วยการเติม WDR ผสมเบาๆ
	17.1.2 ปิดฝาหลอดของเซลล์ที่เก็บมาทั้งหมดอีกครั้ง
	17.1.3 ปั่นแยกเซลล์ที่ถูกเจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ (อาจใช้เบรกหรือไม่ก็ได้)
	17.1.4 นำหลอดออกจากเครื่องปั่นแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์ (cell pellet)
	17.1.5 เอาส่วนเหนือตะกอนออกและนำไปทิ้งโดยไม่ให้รบกวนตะกอนเซลล์

	17.2 การล้างครั้งที่ 2:
	17.2.1 แขวนลอยตะกอนเซลล์แต่ละก้อนใหม่ใน WDR ในปริมาตรเล็กน้อยโดยผสมเบาๆ แต่ทั่วถึงให้ได้เป็นสารแขวนลอยของเซลล์ที่เป็นเนื้อเดียว
	17.2.2 รวมสารแขวนลอยของตะกอนจาก PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกัน นี่เป็นหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.2.3 ใช้ WDR ในปริมาตรเล็กน้อยเพื่อล้างหลอดที่ถ่ายตะกอน เก็บ WDR ที่ใช้ล้างในหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.2.4 QS ส่วนของ PBMC ด้วยการเติม WDR และผสมเบาๆ
	17.2.5 ปิดฝาหลอดอีกครั้งและวางหลอดในเครื่องปั่นแยก
	17.2.6 ปั่นแยกเซลล์ที่ถูกเจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ (อาจใช้เบรกหรือไม่ก็ได้)
	17.2.7 นำหลอดออกจากเครื่องปั่นแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์
	17.2.8 เอาส่วนเหนือตะกอนออกและนำไปทิ้งโดยไม่ให้รบกวนตะกอนเซลล์

	17.3 จำนวนเซลล์ PBMC
	17.3.1 หาและบันทึกปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการนับของ WDR (V) ที่ถูกต้องถึงภายใน 0.1 มล. V มีความสำคัญเนื่องจากนี่เป็นปริมาตรซึ่งเป็นพื้นฐานของจำนวนเซลล์
	17.3.2 หากมีตะกอนมากกว่าหนึ่งก้อนจาก PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกัน ใช้ WDR ในปริมาณเล็กน้อยเพื่อค่อยๆ แขวนลอยตะกอนเซลล์ใหม่และรวมตะกอนเซลล์ให้เป็นหลอดเดียว ล้างหลอดที่ถ่ายเซลล์โดยใช้ปริมาตรที่เหลือ เติมสิ่งที่ใช้ล้างลงในหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.3.3 ดำเนินการนับเซลล์ให้เสร็จสิ้นโดยใช้ SOP สำหรับวิธีการนับเซลล์ที่ได้รับการอนุมัติที่ห้องปฏิบัติการ สำหรับ SOP สำหรับการนับเซลล์ด้วยมือที่ให้ไว้เป็นตัวอย่าง ดูที่ http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx
	17.3.4 ผสมเซลล์เบาๆ แต่ทั่วถึงก่อนจะเก็บตัวอย่างเพื่อการนับเซลล์
	17.3.5 ถ่ายสารแขวนลอยใหม่ในปริมาตรเล็กน้อยไปยังหลอดขนาดเล็กเพื่อการนับ
	17.3.6 ปฏิบัติตาม SOP สำหรับวิธีการนับเซลล์ที่ได้รับการอนุมัติที่ห้องปฏิบัติการที่ดำเนินการเพื่อหาความเข้มข้นของเซลล์ x 106 ต่อมล.
	17.3.7 คำนวณจำนวนของเซลล์ทั้งหมดโดยใช้สูตรต่อไปนี้:
	17.3.8 คำนวณเซลล์ที่ได้ในหน่วยเซลล์/มล. ของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้โดยใช้สูตรด้านล่าง

	17.4 การคำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่ขั้นสุดท้าย
	17.4.1 คำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการแช่แข็งของ CPS ที่กำหนดโดยการดำเนินการในขั้นตอนด้านล่างให้เสร็จสิ้นเพื่อให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ขั้นสุดท้ายที่เป็นเป้าหมาย
	17.4.2 คำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการแช่แข็งของ CPS ที่ประมาณไว้ (V1) ที่กำหนดโดยใช้ความเข้มข้นของเซลล์ขั้นสุดท้ายที่เป็นเป้าหมาย
	17.4.3 สำหรับ HVTN เท่านั้น: คำนวณจำนวนของเซลล์ที่แท้จริงต่อหลอด (N2) โดยใช้ปริมาตรการแช่แข็งของ CPS ที่แท้จริง (Vf) ที่หาได้ในการคำนวณก่อนหน้านี้
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	17.5.1 ดำเนินการพิมพ์และติดฉลากหลอดสำหรับการแช่แข็งให้เสร็จสิ้นก่อนการปั่นแยกขั้นสุดท้าย
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	17.6.3 ตรวจสอบยืนยันว่าหลอดสำหรับการแช่แข็งทั้งหมดได้รับการติดฉลากและสามารถเข้าถึงได้ง่าย

	17.7 การแบ่งส่วนให้ลงตัวสำหรับการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง
	17.7.1 เอาส่วนเหนือตะกอนที่เป็น WDR ออกและนำไปทิ้ง เก็บตะกอนไว้
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	17.7.3 ดำเนินการอย่างรวดเร็วเมื่อเติม CPS แล้ว ห้ามปล่อยให้เซลล์อยู่ในสารละลายเพื่อการแช่แข็งนานกว่า 10 นาทีก่อนที่จะใส่ในตู้แช่แข็ง
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	17.9 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	18 การจัดเก็บ PBMC (เก็บชั่วคราวหรือเก็บประจำที่แหล่งศึกษา)
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	หมายเหตุสำหรับ  HVTN, IMPAACT, and MTN: ต้องย้าย PBMCs จากระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็งไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ -150 ซ ภายใน 72 ชั่วโมง  (ดูขั้นตอนต่อไปที่  18.3)
	18.2 ขนย้าย PBMC ที่จะได้รับการจัดเก็บชั่วคราวที่แหล่งศึกษาไปไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -70/-80oซ
	18.2.1 ขนย้ายหลอดสำหรับการแช่แข็งจากระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็งไปยังสถานที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -70/-80(ซ ตามที่กำหนดไว้ ต้องมั่นใจว่าตู้แช่แข็งที่ใช้สำหรับการเก็บรักษา PBMC มีจุดตั้งอุณหภูมิเป็น -70 ซ โดยมีช่วงแจ้งเตือนเป็น -65 ซ ถึงอย่างน้อย -...
	18.2.2 หมายเหตุ: ห้ามเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (LN2) ให้เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -65 ถึง -95 ซ จนกว่าจะขนส่ง
	18.2.3 หมายเหตุ: ข้อกำหนดให้ดำเนินการสำหรับ HVTN ข้อแนะนำให้ดำเนินการสำหรับ ACTG: รักษาห่วงโซ่ความเย็นในระหว่างการเตรียมการขนส่งด้วยการทำให้กล่องขนส่งแบบใช้น้ำแข็งแห้งเย็นไว้ล่วงหน้าและใช้ถาดสำหรับการขนย้ายแบบใช้น้ำแข็งแห้งในระหว่างขั้นตอนการบรรจุ ตรว...
	18.2.4 ติดต่อบุคลากรฝ่ายการปฏิบัติการทางห้องปฏิบัติการของเครือข่ายหากตัวอย่างไม่สามารถถูกส่งไปถึงจุดหมายปลายทางสุดท้ายภายในระยะเวลาที่กำหนดโดยเครือข่ายสำหรับการเก็บรักษาชั่วคราว  หากไม่สามารถดำเนินการให้เป็นไปตามเงื่อนไขในการเก็บรักษาชั่วคราวและในการข...

	18.3  ภายใน 72 ชั่วโมงของการแช่แข็ง PBMC ด้วยระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็ง ให้ทำการย้าย PBMC ไปเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ  -150oซ
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ตู้แช่แข็งเชิงกล -150oซ ไม่เป็นที่ยอมรับสำหรับการจัดเก็บ PBMC ของ HVTN
	18.3.1  ภายใน 72 ชั่วโมงของการแช่แข็ง cryovials ด้วยระบบควบคุมอุณหภูมิ ให้ย้าย cryovials ด้วยน้ำแข็งแห้งไปเก็บไว้ในถัง LN2 dewar หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ  -150oซ
	18.3.2  ตัวอย่าง PBMC ที่แช่แข็งสามารถถูกเก็บรักษาไว้ในเฟสที่เป็นไอของ LN2 ได้นานอย่างไม่มีกำหนด ห้ามขนย้ายตัวอย่างจาก LN2 หรือ ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -150 ซ กลับไปเก็บที่ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -70 ซ หรือ -80o ซ เว้นแต่จะได้รับการสั่งให้ทำโดยเครือข่...
	18.3.3 เมื่อตัวอย่างถูกเก็บไว้ใน LN2 การขนย้ายหรือการขนส่งทั้งหมดจะต้องดำเนินการด้วย LN2 (≤ -140 ซ) และตัวอ ย่างไม่สามารถถูกขนส่งด้วยน้ำแข็งแห้งได้
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