BSL2-002 szamu munkafolyamat dokumentalasa

Melléklet-1 Retrovirus termelés: fonix A sejtek transzfekcidja

A vizsgalat datuma:

Kéd

A munkafolyamat Iépései

végrehajtas

iEen

nem

N/A

Megjegyzés

5.01.01

A sejteket ugy novesztjik fel, hogy a kisérlet tervezett napjara 70%-
os konfluenciat érjenek el.

5.01.02

Transzfektdlds el6tt 2 draval tapfolyadékot cseréliink és csak 10 ml
DMEM-t (2% FBS tartalmu) tesziink egy T75-0s sejttenyésztd flaskara.

5.01.03

1. nap: Lipofectamine-t Eppendorf csében 0sszekeveriink Opti-mem-
mel (végtérfogat: 300ul/T75 flaska), illetve ezzel parhuzamosan a
plazmidot (DNS-t) egy masik Eppendorf csGben elkeverjiik az Opti-
mem-mel (végtérfogat: 300ul/T75 flaska). A DNS-t a lipofectaminnal
végil 1:2.5 aranyban kell majd hasznalni, ennek megfelel6en kell az
opti-mem-mel kiegésziteni 6ket (36 pg DNS (plazmid) egy T75
flaskahoz; a midipreppel nyert plazmid koncentréciéjabdl
kiszamoljuk, hogy hany ul kell a plazmid-bdl, hogy a kivant 36ug
plazmid-ot vigyuk be a transzfektdlds sordn. A kiszamolt X pl-t
kivonjuk 300 pl-bél, ennyi Opti-mem-mel egészitjik ki. Ezutan a
lipofectamine mennyiségét is kiszamoljuk, 36x2.5=90ul, igy 210pl
Opti-memet adunk hozza, hogy a végtérfogat 300ul legyen. 5 percig
szobahémeérsékleten kell inkubalni a két keveréket (300 + 300 pl),
majd ezt kovetGen a lipofectamine-os oldatot hozza kell adni a DNS-
es keverékhez és 20 percig inkubalni szobahémérsékleten
(végtérfogat 600 pl). Végezetiil a sejtekhez kell adni az oldatot,
Ovatosan elkeverve. Ezt a Iépést délutan érdemes elkezdeni mivel a
termosztatban 37 oC-on kell 6ket inkubalni 15 dran at.

5.02.04

2. nap: A kovetkez6 nap reggel szivjuk le a sejtekrdl a transzfekcids
tapfolyadékot, és cseréljik le 15 ml 10% FBS-t tartalmazé DMEM-re.

5.01.05

A 3. és 4. napon egyarant szivjuk le a virust tartalmazo felliliszét és
adjunk a sejtekhez 15 ml 10% FBS-t tartalmazé DMEM-et. A
felliluszét 2500 RPM-el centrifugaljuk 10 percig, 4 °C-on, majd 0.45
pm PVDF fecskenddszlirén fecskend6 és injekcios ti segitségével
atsz(rjik. A felluszékat a kdvetkezd napig h(it6ben, 4 °C-on taroljuk.

5.01.06

4. nap: A virust tartalmazo egyesitett felliluszokat
ultracentrifugaldssal (2 6ra, 100 ezer g, 4 °C) koncentraljuk. A
feltiluszokat tartalmazo ultracentrifuga csoveket lemérjiik és
fecskenddvel, injekcios tlivel adagolt steril MQ vizzel
kiegyensulyozzuk. Jégen visszlk at a masik épuletbe, Ggyelve arra,
hogy a centrifugacsévekhez mar ne érjen jég vagy viz! A centrifugaba
a csovon évé feliratnak megfelel6en tessziik be, annak érdekében,
hogy akkor is tudjuk, hogy hol a pellet ha kevésbé latszana.
Visszahozva a mintakat, a sejtlaborban fiilke alatt a felliliszot
Ovatosan leszivjuk és a pellet-et 200 pul PBS-ben oldjuk. Majd
szétosztjuk 50 pl-es részletekben és felhasznalasig -70 °C-on taroljuk.
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