BSL2-019 szamu munkafolyamat dokumentalasa

Melléklet-1 Lentivirus termelése HEK293FT sejtekben

A vizsgalat datuma:

Kéd

A munkafolyamat Iépései

végrehajtas

igen

nem

N/A

Megjegyzés

5.01.01

0. nap: A sejteket ugy novesztjik fel, hogy a kisérlet tervezett napjara
70%-0s konfluenciat érjenek el.

5.01.02

1. nap: Transzfektdlds el6tt 6 draval lecseréljik a tapfolyadékot és
csak 10 ml komplett DMEM-et adunk a sejtekhez.

5.01.03

1. nap: 1. nap: A szlikséges plazmidokat egy 50 ml-es centrifugacsébe
mérjlk. A kbvetkezé reagenseket adjuk hozza, a kbvetkezé
sorrendben:

- 0,667 ml TE 0,1x oldat

- 0,346 ml steril Milli-Q viz

-113,3 pl 2,5 M CaCl,-oldat

Az elegyhez autoklavozott filteres Pasteur-pipettan pipettorral
keresztil buborékoltatott levegbvel, folyamatosan keverve, lassan,
cseppenként hozzaadunk 1,13 ml HBS2x oldatot.

Az igy kapott szuszpenzidt minimum 5, maximum 30 percig
szobahémérsékleten allni hagyjuk (optimélisan 20 perc).

Allas utan 0,9 ml szuszpenzidt csepegtetiink Gvatosan, egyenletesen
egy T75-0s sejttenyészt6 edényben |évé HEK 293FT sejtekre.
Gyengéden, éppen csak megkeverve a sejttenyészt6 edényben a
folyadékot. Ezutdn masnap reggelig inkubaljuk a sejteket (kb. 14-16
ora).

5.01.04

2. nap: A kovetkez8 nap reggel szivjuk le a sejtekrdl a transzfekcios
tapfolyadékot, és cseréljiik le 10 ml komplett DMEM-re. A leszivott
felliliszdval ugy banjunk, ami mar potencialisan tartalmazhat
fert6z6képes virusokat!

5.01.05

A 3. és 4. napon a reggeli 6rakban egyarant gydjtsiik 6ssze a virust
tartalmazé fellluszot és adjunk a sejtekhez 10 ml komplett DMEM-
et. A felliliszot 1500 RPM-el centrifugaljuk 5 percig, 4 °C-on, majd
0.45 pm PVDF fecskend&sz(irén fecskend6 és injekcids tli
segitségével atszdrjuk. A feliiliszokat a kovetkezé napig hiit6ben, 4°C
on tarolhatjuk, de azonnal frakcidkban fagyaszthatjuk is.

5.01.06

A virust tartalmazé felliluszot koncentralhatjuk 50 ml-es centrifugalis
koncentrator csovekkel: A centrifugalt, sz(irt virusos felliliszot a
koncentrator csébe toltjuk, majd a csé lezarasa, fertGtlenitése utan a
centrifugaban 2500-3000 RPM-mel (mindenképp kevesebb, mint
4000g) koncentraljuk a kivant térfogatra.

Alikvotokban fagyasztjuk és felhasznaldsig -70 °C-on taroljuk.

5.01.07

Ha sziikséges a virust tartalmazo egyesitett feltiliszokat
ultracentrifugalassal (2 éra, 100 000 g, 4 °C) koncentralhatjuk. A
felliliszokat tartalmazd ultracentrifuga csdveket lemérjiik, majd
fecskenddvel és injekcids tlvel adagolt steril Milli-Q vizzel
kiegyensulyozzuk. Jégen vissziik 4t a masik éplletbe, ligyelve arra,
hogy a centrifugacsdvekhez mar ne érjen jég vagy viz! A centrifugaba
a csovon 1évé feliratnak megfelel6en tessziik be, annak érdekében,
hogy akkor is tudjuk, hogy hol a pellet, ha kevésbé latszana.
Visszahozva a mintdkat, a sejtlaborban fiilke alatt a feliilisz6t
dvatosan leszivjuk és a pellet-et 200 pl PBS-ben visszaoldjuk.
Szétosztjuk 50 pl-es részletekbe és felhasznaldsig -70 °C-on taroljuk.

A vizsgalat eredményének rovid értékelése:

A vizsgalatot végezte:

A vizsgalatot ellendrizte:




