BSL2-001 szamu munkafolyamat dokumentalasa

Melléklet-1 293T sejtek transzfekcidja

A vizsgalat ddtuma:

végrehajtas
igen nem N/A

Kod A munkafolyamat lépései Megjegyzés

A sejteket ugy passzaljuk, hogy a kisérlet napjara 70%-

5.01.01 e
os konfluenciat érjen el.

A plazmidokat 6sszekeverijiik és sterilre sz(irt 150 mM-
os NaCl-oldattal 1 ml-re egészitjiik ki. Egy Eppendorf
cs6ben 56.3 ul PEl-oldatot 6sszekeveriink 943.7 ul 150
5.01.02 |mM-os sterilre sz(irt NaCl-oldattal. 1 ml-es pipettaval a
PEl-oldatot cseppenként (kb. 1 csepp/mésodperc
sebességgel) hozzaadjuk a DNS-oldathoz és 15-30
percet szobahén inkubaljuk.

Szivjuk le a sejtekrél a tapfolyadékot, mossuk a sejteket
10 ml PBS-el, majd adjunk hozzd 5 ml csak 1% FBS-t
tartalmazé DMEM-t. Adjuk a sejtekhez a transzfekcids
komplexet (PEI + plazmidok). 5-7 6ra termosztatban
vald inkubalas utan cseréljiik le 15 ml 10% FBS-t
tartalmazé DMEM-re.

5.01.03

A 2. 3. és 4. napon szivjuk le a virust tartalmazo
felliluszot és adjunk a sejtekhez 15 ml 10% FBS-t
tartalmazé DMEM-t. A felliliszét 2500 RPM-el
centrifugaljuk 10 percig, 4 °C-on, majd 0.45 um PVDF
fecskenddsziirén, fecskendé és injekcids ti segitségével
atsz(irjuk. Masnapig h(it6ben, 4 °C-on tartjuk.

5.01.04

A virust tartalmazé felluszdkat ultracentrifugalassal (2
Ora, 100 ezer g, 4 °C) koncentraljuk. Sejtlaborban, a
5.01.05 |fulke alatt, a felliliszdt dvatosan leszivjuk és a pelletet
200 pl PBS-ben oldjuk. Kiporcidzzuk 50 pl-es
részletekben és felhasznalasig -70 °C-on taroljuk.

Reverse transcriptase assay az 5.01.05 |épésbdl

5.01.06 , ) . .
szarmazo preparatumbol.

Az 5.01.06-0s |épésben meghatdrozott reverz transzkriptaz koncentracio:

A vizsgdlat eredményének rovid értékelése:

A vizsgalatot végezte:

A vizsgalatot ellendrizte:




