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1. Tartalma

293T sejtek transzfekcitja a lentivirus termeléshez sziikséges plazmidokkal, virustermelés és
gylijtés, koncentralas. 293T sejtek transzdukcidja a megtermelt virus preparatummal. Az itt
felvazolt munkautasitasok lehet6vé teszik a lentivirusok termelését, biztonsagos kinyerését és a

veliik torténd tovabbi munkafolyamatokat.
2. Hatélya

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC) dolgozéira vonatkozik,
akik engedellyel rendelkeznek a DE OEC BMBI-BSL2 laboratérium hasznalatara.

3. A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

3.1 Anyagok

- Sejtek: 293T emlo6s sejtek

- Tapfolyadék: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
- Fetal Bovine Serum (FBS)

- Penicillin/Streptomycin oldat

- Polietilénimin (PEI) oldat: pH 7.0 Sterilre sziirjik 0.22 um-es sziir6vel.
-150 mM NaCl oldat

- Plazmidok:

10 pg pWOX-CMV-GFP

6.5 ug pMDLg/pRRE

2.5 ug pRSV.rev
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3.5 ug pMD.G

13 ug lazac sperma DNS

3.2 Eszk0z6k

Eppendorf centrifuga

15 és 50 ml-es Falcon milanyag centrifugacsovek
T75-0s sejttenyészto flaskak

24 lyuku sejttenyészto plate-ek

20 ml-es fecskendok

0,45 pm-es fecskend6sziirdk (Millex-Durapore, Meck)
Pipettor (5, 10 és 25 ml-es egyszer hasznalatos steril miianyag hegyekkel)
50 ml-es ultracentrifuga csovek

4. A vizsgalathoz hasznalt mintak elokészitése

A 293T sejteket 70%-0s konfluenciara novesztjiik. A BSL2 laboratériumban termelt
viruspreparatumot a feldolgozas elétt vagy kozben tilos kivinni, illetve mas laboratoriumban

tarolni.

A transzfekcidhoz és transzdukcidhoz szikséges oldatokat elére el kell késziteni és a BSL2
laboratérium 4 fokos hiitéjében kell tarolni. Minden preparalt oldat és tapfolyadék esetében

jelezni kell, hogy ki készitette az oldatot és a lejarati id6t is fel kell tiintetni.
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5. A vizsgélat lépései

5.01. 293T sejtek transzfekcidja:

5.01.01. 0. nap: A sejteket ugy novesztjuk fel, hogy a kisérlet tervezett napjara 70%-0s

konfluenciat érjenek el.

5.01.02. 1. nap: A plazmidokat egy 15 ml-es centrifugacsében dsszekeverjuk és sterilre sziirt 150
mM-os NaCl-oldatbdl annyit adunk hozz4, hogy az 6ssztérfogatuk 1 ml legyen. Egy Eppendorf
cs6ben 56.3 pl PEI-oldatot dsszekeverink 943.7 ul 150 mM-os sterilre sziirt NaCl-oldattal
(6ssztérfogat 1 ml). 1 ml-es pipettaval a PEI-oldatot cseppenként (kb. 1 csepp/masodperc
sebességgel) hozzaadjuk a DNS-oldathoz és 15-30 percet szobahémérsékleten inkubaljuk.

5.01.03.Az inkubacio utan szivjuk le a sejtekrél a tapfolyadékot, mossuk a sejteket 10 ml PBS-el,
majd adjunk hozza 5 ml csak 1% FBS-t tartalmaz6 DMEM-t. Ovatosan adjuk a sejtekhez a
transzfekcios komplexet (PEI + plazmidok). 6 6ra termosztatban val6 inkubalas utan cseréljik le
a tapfolyadékot 15 ml 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-re.

5.01.04. A 2. 3. és 4. napon egyarant szivjuk le a virust tartalmazo feliiliszét és adjunk a
sejtekhez 15 ml 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-t. A feluliszét 2500 RPM-el centrifugaljuk 10
percig, 4 °C-on, majd 0.45 um PVDF fecskenddsziirén, fecskendé és injekcios tii segitségével

atszirjuk. A feliluszokat a kovetkezd napig hiitében, 4 °C-on taroljuk.

5.01.05. 4. nap: A virust tartalmazo egyesitett felliliszokat ultracentrifugalassal (2 éra, 100 ezer
g, 4 °C) koncentraljuk. A feluluszdkat tartalmazé ultracentrifuga csdveket lemérjik,
fecskendével, injekcids tivel adagolt steril MQ vizzel kiegyensulyozzuk. Jégen visszik at a
masik épuletbe, tigyelve arra, hogy a centrifugacsévekhez mar ne érjen jég vagy viz! A
centrifugaba a csovon lévé feliratnak megfeleléen tesszik be, annak érdekében, hogy akkor is

tudjuk, hogy hol a pellet ha kevésbé latszana.
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A visszahozott mintakrol, a sejtlabor fiilkéje alatt 6vatosan leszivjuk a felliliszot, és a pelletet
200 ul PBS-ben oldjuk, majd szétosztjuk 50 pil-es részletekben és felhasznalasig -70 °C-on

taroljuk.

5.02. 293T sejtek transzdukcidja a koncentralt virussal:

5.02.01. 0. nap: a transzdukalni kivant eml6s sejteket 24 lyuku lemezre helyezziik Ggy, hogy a

Kisérlet napjara 50%-o0s konfluenciat érjenek el.

5.02.02. 1. nap: a tapfolyadékot leszivjuk (NEM mossuk PBS-sel!), majd 120 ul tiszta DMEM-t
(FBS, glutamin és Penicillin-Streptomycin NELKUL!) adunk hozza. Pipettaval virust tartalmazo

PBS-t adunk cseppenként a sejtekhez.

5.02.03. 2. nap: A sejteken lévé tapfolyadékot kiegészitjiik 120 ul olyan DMEM-el, amely dupla

mennyiségti FBS-t, glutamint és Penicillin-Streptomycin-t tartalmaz.

5.02.04. 6. nap: A tapfolyadékot eltavolitjuk és a sejteket PBS-el mossuk. A sejteket 1 ml PBS-
ben felkaparjuk és Eppendorf csébe tesszik. Lecentrifugaljuk, a felliliszot eldobjuk, majd a sejt
pelletet PBS-ben oldjuk.

Ujbal lecentrifugaljuk, a feliilisz6t eldobjuk, és a pelletet 1% formaldehidet tartalmazé PBS-ben

oldjuk (fixaljuk a sejteket), majd a mintakat FACS csébe tesszik.

5.02.05. Az igy begyijtott sejtek azonnal analizalhatok aramlasi citometriaval vagy 4 °C-on

tarolhatjuk oket a késébbi vizsgalatig.

6. Ertékelés
6.01. A transzfekcid eredményeként meg kell hatarozni, hogy mennyi viriont tartalmaz az

5.01.05. Iépésnél keletkezett PBS-ben beoldott preparatum a Reverse transcriptase assay
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(Reverse Transcriptase Assay, colorimetric, Roche) segitségével. Valamint a flaskdban maradt

sejteket mikroszkdppal ellenérizziik, hogy zolden fluoreszkalnak-e.

Tovabb4 a transzdukcio eredményeként a fert6zott (GFP-t termeld) sejtek aranyat hatarozzuk

meg aramlasi citometria segitsegével.

7. Dokumentélas

A vizsgalat [épéseirdl jegyzokonyvet kell késziteni, mely tartalmazza mindazokat az adatokat es
informaciokat, ami a kisérlet reprodukalasahoz szikséges. A jegyz6kdnyvnek tartalmaznia kell,

a transzfekcio és a porcidzas datumat, valamint a tomény minta koncentraciojat.

A transzdukcio esetében pontosan rogziteni kell a kisérlet korilményeit (alkalmazott
virusmennyiség, esetleges adalékanyagok, gatldszerek koncentrécidja), valamint a késébbi
citometrias mérés eredményeit. Az eredmények dokumentéalasahoz a mellékelt 2 tablazat

hasznalata kotelezo.
8. Munkavédelmi, higénés rendszabalyok

A BSL2 laboratorium altalanos szabalyai ennél a munkafolyamatnal is érvényesek, s szigortan
betartanddk. A steril sejttenyészté fiilkék hasznalatat és tisztitdsat a BSL2-005 szadmu leirasban

kulon részletesen ismertetjuk.

Az ismertetett 1épések talnyomo részét steril fiilke alatt kell elvégezni. Ez az jelenti, hogy a
transzfekcio soran a plazmidokat, illetve a transzfekcios elegyet steril fiilke alatt mérjuk 6ssze, a
virust tartalmazo feliilaszo gytjtése, ill. centrifugacsévekbe vald kitoltése, majd késobbi sziirése
is csak a steril fulke alatt végezhet6. Tovabba steril fllke alatt torténnek a transzdukcié lépései és
a fert6zott sejtek gytjtése is. Természetesen az ultracentrentrifuga csovek kiegyensulyozésa, az

aramlési citometrias analizis és a sejtek/virusok centrifugalasa a fllken kivil torténik. Ezekben
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az esetekben (a kiegyenstilyozas idétartamatol eltekintve) viszont a sejteket zart
centrifugacsovekben kell tarolni, s tgyelni kell arra, hogy a fiilkébdl kikeriilé csovek kiilseje

szennyez6deést ne tartalmazzon.

Az egész procedura soran keletkezé szennyezett fecskendét, sziir6t, sejtekkel szennyezett
centrifugacsoveket, pipetta hegyeket a fullke mellett elhelyezett zarhaté badellaba kell kidobni. A
badelldkon fel van tiintetve hogy ’biohazard’, ezekhez a takarit6 személyzet nem nyulhat, ha
megteltek legmentesen le kell z&rni 6ket. Az eljarés soran keletkeznek olyan folyadékok (pl. a
transzdukalt sejtek felliluszdja), melyek viszonylag témény potencialisan veszélyes
sejtszuszpenziot tartalmaznak, ezek els6ként Clorox-ot tartalmazé taroléedényekbe kertlnek

majd ezutan helyezhetéek at a badellakba.

Kulonosképpen arra kell vigyazni, hogy ne szennyez6djon be a steril fulke a sejteket vagy virust
tartalmazé feltldszoval. Ha véletlentl mégis racseppen a bioldgiai anyagot tartalmazé folyadék a
fulke fellletére vagy oldalara, akkor azonnal fert6tlenitd szerrel (Sprayln-TEVA) le kell kezelni
a szennyezett felliletet, majd eltvolitani a szennyezést és tobbsz6r gondosan attisztitani a
kontaminalt teruletet. A sejtlaborban végzett miiveletek soran kotelez6 az eldirt védoéfelszerelés
hasznalat: a BSL2 laboratorium hasznalatra dedikalt fehér kopenyt kell viselni, tovabba minden
miivelet sordn gumikesztytit kell hordani. Ha a munka soran a kesztytii biologiai szennyezddéssel
kontaminalddik, akkor azonnal uj kesztyiit kell felvenni. Az eljaras soran a dupla védékesztyii
hasznélata javasolt, transzfekcional az elsé virus feliilluszo gyiijtésétdl (2. nap.), a transzdukcid

alatt pedig a folyamat minden 1épésénél.




