BSL2-019 szamu munkafolyamat dokumentalasa

Melléklet-2 Usz6 sejtek transzdukcidja a virust tartalmazé feliiltszéval

A vizsga’lat datuma:

Kod

A munkafolyamat Iépései

végrehajtas

igen

nem

N/A

Megjegyzés

5.03.01

0. nap: A transzdukalni kivant emlés sejteket 6 lyuku lemezre
helyezziik Ggy, hogy a kisérlet napjara 70%-os konfluenciat érjenek
el.

5.03.02

1. nap: Az Usz6 sejteket centrifugaljuk (1000 rpm, 8 perc), majd a
felliliszo leszivasa utan a pelletet 1 ml komplett DMEM-ben/ RPMI-
ben visszaoldjuk sejtvonaltdl fuggden és visszamérjik a lyukakba. Ezt
kovetSen pipettaval cseppenként hozzdadunk 1 ml virust tartalmazé
fellilUszot a sejtekhez.

5.03.03

2. nap: A kévetkez8 nap reggel centrifugéljuk a sejteket, majd a virust
tartalmazé felliliszd leszivasa utan a pelletet oldjuk vissza 2 ml
komplett tapfolyadékban és rakjuk vissza a megfelel6 lyukba.

5.03.04

3. nap: A sejteket centrifugdljuk, majd a pelletet oldjuk vissza 2 ml, a
szelekcios komponenst megfelel§ koncentracidban tartalmazé
komplett médiumot teszilink a sejtekre. (A target sejteken korabban
higitasi sort készitiink a szelekciés reagens hatékony
koncentracidjanak megallapitasa céljabol).

5.03.05

A 3. naptdl kezdve minden masnap lecseréljiik a szelekcios
komponenst tartalmazo tapfolyadékot, igy eltavolitjuk az elpusztult
sejteket. Kontrollként 1 lyukban virusos transzdukcidn nem atesett
sejtekre is szelekciés komponenst tartalmazé tapfolyadékot tesziink,
egy tovabbi lyukban pedig szelekcids komponenst nem tartalmazé
tapfolyadékkal tesztellink. A szelekciét addig alkalmazzuk, amig a
virusos transzdukcion nem atesett sejtek elpusztulnak (4-7 nap).
Ezutdn a szelekcids komponenst a felére csokkentjiik a médiumban.
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