BSL2-002 szamu munkafolyamat dokumentalasa

Melléklet-2 HUVEC sejtek transzdukciéja koncentralt virussal

A vizsgalat datuma:

Kad

végrehajtas

A munkafolyamat 1épései

igen

nem

N/A

Megjegyzés

5.02.01

HUVEC sejteket 24 Iyuku plate-re kell tenni (4 well-re), hogy masnapra 50-
60% -o0s konfluenciat érjen el.

5.02.02

2. nap: A kdvetkezd nap a tdpfolyadékot leszivjuk (NEM mossuk PBS-el!),
majd 120 ul tiszta M-199-t (FBS, Hepes, L-glutamin, Penicillin-
Streptomycin, amphotericin és EGM2 NELKUL!) médiumot adunk hozza.
Majd ezt kdvetden pipettaval virust tartalmazé PBS-t adunk cseppenként a
sejtekhez.

5.02.03

3. nap: A sejteken 1évo tapfolyadékot kiegészitjiik 120 pl olyan M-199-el,
amely dupla mennyiségii FBS-t, glutamint és Penicillin-Streptomycin-t,
amphotericint és EGM2-t tartalmaz.

5.02.04

6. nap: A tapfolyadékot eltavolitjuk és a sejteket PBS-el mossuk majd. 500
ul bekevert M-199-t (10% FBS, 1% L-glutamin, 1% Pen-Strep., 1%
Amphotericin, 2% Hepes, 10%EGM-2) adunk a sejtekhez.

5.02.05

7. nap: Leszivjuk a tapfolyadékot a sejtekrdl és 500 pl a szelekcios
komponenst megfelelé koncentracioban tartalmazo M-199-t tesziink a
sejtekre. A Pbabe -neo hTert vektor esetén G418-at alkalmazunk szelekcids
komponensként. (HUVEC sejtekken tesztelve korabban higitési sort
készitettlink a G418 hatékony koncentracié megallapitasa céljabdl, ennek
alapjan 10 mg/ml térzsoldatb6l 900 pl-t tesziink 50 ml M-199
tapfolyadékba).

5.02.06

8. naptdl naponta tapfolyadékot cseréllink, igy eltavolitjuk az elpusztult
sejteket. Kontrollként 1 well-en virusos transzdukcion nem étesett sejtekre
is szelekcios komponenst tartalmaz6 M-199-t tesziink, egy tovabbi well-en
pedig szelekcids komponenst nem tartalmazé M-199-t tesztellink. A
szelekcids tapfolyadékot addig alkalmazzuk, amig a virusos transzdukcion
nem atesett sejtek el nem pusztulnak. Ezutan a szelekciés komponenst a

felére csokkentjik a médiumban.

A vizsgalat eredményének rovid értékelése:

A vizsgalatot végezte:

A vizsgalatot ellendrizte:




