Comet assay

timocita

Eppendorf-csdvek (2x10° sejt/1 ml/ csé)

A munka menete

e Targylemezeket -20 °C-ra tessziik (min. 20 percre)
e Egér tulaltatasa éterrel
e Timusz kivétele
o Az eldzdleg elokészitett 10 ml médiumba
e Timocita szuszpenzid készitése
o A cs0 tartalmat a Petri-csésze tetejébe boritjuk szitan at
o A szitara raontjiikk a masik cs6 tartalmat és atnyomkodjuk a timuszt
e Sejtszamolas
o Neubauer/Buerker kamraban
e Sejtek higitasa
o 2x10° sejt/lyuk

o A sejtek kezelése
e kozben:
o clkészitjiik a targylemezeket
e maratott targylemezt kivessziik a hlit6bol, a parat letoroljiik,
o felolvasztott, max 1,5 %-os agardzba meritjiik
e +4 °C-ra tessziik

¢ 5 ml mincing solution készitése:
e 3.5 ml steril deszt viz
e 0,5ml 10x HBSS W/O Ca,Mg
e 0,5ml 200 mM EDTA
e 0,5ml DMSO
¢ A tovabbi miiveleteket minimalis fény mellett végezziik!
e akezelés elteltével
e CFG

e 5perc
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e 10000 RPM
e leszivjuk a mediumot
e 200 ul mincing solution/cs6
e Felszuszpendaljuk benne a sejteket
e a sejteket felvissziik a targylemezre
e Osszekeverni:
e 10 ul sejtszuszpenzid
e 75 ul LMPA
o ezt vissziik fel
e majd lefedjiik feddlemezzel (18x18)
e minél hamarabb hidegre tessziik
e hagyjuk megszilardulni
e kdzben:

o lizalo oldat készitése (400 ml):

e 1% Triton X-100 4 ml
e 10 % DMSO 40 ml
e DV 36 ml

e 400 ml-re kiegészitjiik lizis pufferrel
e Lizis

e atargylemezeket (a fed6lemez eltavolitasa utan) az el6zdleg elkészitett lizis
pufferbe tessziik (lehetdleg vizszintesen)

e 1h
e sotet
e hideg
e kozben: elfo puffer készitése: kb. 11(800 ml elég)
e 30 ml NaOH /1000 ml
e 5mlIEDTA/ 1000 ml
o kiegészitjiik 1 1-re DV-vel
e Elfo
o akad feltoltése elfo pufferrel (kb 800 ml)
e sOtét
o targylemezek behelyezése

e fallal parhuzamosan
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e azonos allasban
e elfo

o 25V

e 300 mA

e 0:25h

Neutralizalas

o targylemezeket bele a neutralizalo puffert tartalmazé livegkiivettaba
e 5-10 percig
Festés Ethidium bromiddal

e 5-10 perc
e azoldat: 20-30 pl EtBr/ 10 ml dv
e cbbdl 100 pl/lemez

A targylemezeket neutralizald oldattal atoblitjiik

Detektalas fluoreszcens mikroszkdpiaval
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