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1. Tartalma

Fonix A sejtek transzfekcioja a retrovirus termeléshez sziikséges plazmidokkal, virustermelés és
gytjtés, koncentralds. HUVEC (human koldokvénabol szarmazo endothel sejtek) sejtek
transzdukcidja a megtermelt virus preparatummal. Az itt felvazolt munkautasitasok lehetévé
teszik a retrovirusok termelését, biztonsagos kinyerését és a veliik t6rténé 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: Fonix A emlds sejtek (Promega), HUVEC sejtek
Tapfolyadék: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), M-199
Mos6folyadék: PBS, Hanks' balanced salt solution

Fetal Bovine Serum (FBS),

Penicillin/Streptomycin oldat 1%

L-Glutamine 1%

Amphotericin

Hepes puffer

EGM-2 (Lonza)

Opti-mem (Gibco)

Lipofectamine (Invitrogen)
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Plazmid: 36 pg pBabe-neo.hTert

3.2 Eszk6z6k

Eppendorf centrifuga

15 és 50 ml-es Falcon milanyag centrifugacsovek

1.5ml-es Eppendorf csdvek

T75-0s sejttenyészto flaskak

24 lyuku sejttenyészt6 plate-ek

20 ml-es fecskenddk

0,45 pm-es fecskend6sziir6k (Millex-Durapore, Merck)

Pipettor (5, 10 és 25 ml-es egyszer hasznalatos steril miianyag hegyekkel)

Automata-pipettak (1000pl, 200ul, 20ul, 10 ul steril hegyekkel)

50 ml-es ultracentrifuga csovek (Amicon Ultra)
4. A vizsgalathoz hasznalt mintak elokészitése

A Fonix A (Promega) sejteket 70%-o0s konfluenciéra ndvesztjik. A BSL2 laboratériumban
termelt viruspreparatumot a feldolgozas el6tt vagy kozben tilos Kivinni, illetve mas

laborat6riumban tarolni.

A transzfekcidhoz ¢€s transzdukciohoz sziikséges oldatokat eldre el kell késziteni és a BSL2
laboratorium 4 fokos hiitdjében kell tarolni. Minden preparalt oldat és tapfolyadék esetében

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

5.01. Fonix A sejtek transzfekcidja:
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5.01.01. 0. nap: A sejteket gy ndvesztjik fel, hogy a kisérlet tervezett napjara 70%-0s

konfluenciét érjenek el.

5.01.02. 1. nap: Transzfektalas el6tt 2 oraval tapfolyadékot cseréliink és csak 10 ml DMEM-t
(2% FBS tartalmu) teszink egy T75-0s sejttenyészt6 flaskara.

5.01.03. 1. nap: Lipofectamine-t Eppendorf cs6ben 6sszekeveriink Opti-mem-mel (végtérfogat:
300pl/T75 flaska), illetve ezzel parhuzamosan a plazmidot (DNS-t) egy masik Eppendorf cs6ben
elkeverjik az Opti-mem-mel (végtérfogat: 300ul/T75 flaska). A DNS-t a lipofectaminnal végil
1:2.5 aranyban kell majd hasznélni, ennek megfelelden kell az opti-mem-mel kiegésziteni dket
(36 nug DNS (plazmid) egy T75 flaskahoz; a midipreppel nyert plazmid koncentraciojabol
kiszdmoljuk, hogy hany ul kell a plazmid-bdl, hogy a kivant 36g plazmid-ot vigyik be a
transzfektalas soran. A kiszamolt X pl-t kivonjuk 300 pl-bél, ennyi Opti-mem-mel egészitjuk ki.
Ezutan a lipofectamine mennyiségét is kiszamoljuk, 36x2.5=90ul, igy 210ul Opti-memet adunk
hozza, hogy a végtérfogat 300ul legyen. 5 percig szobahdmérsékleten kell inkubalni a két
keveréket (300 + 300 pl), majd ezt kévetden a lipofectamine-o0s oldatot hozza kell adni a DNS-es
keverékhez és 20 percig inkubalni szobah6mérsékleten (végtérfogat 600 ul). Végezetiil a
sejtekhez kell adni az oldatot, 6vatosan elkeverve. Ezt a Iépést délutan érdemes elkezdeni mivel a

termosztatban 37 °C-on kell dket inkubalni 15 6ran at.

5.01.04. 2. nap: A kovetkezo nap reggel szivjuk le a sejtekrél a transzfekcios tapfolyadékot, és
cseréljik le 15 ml 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-re.

5.01. 05 A 3. és 4. napon egyarant szivjuk le a virust tartalmazo feltluszot és adjunk a sejtekhez
15 ml 10% FBS-t tartalmazé6 DMEM-et. A feliilusz6t 2500 RPM-el centrifugaljuk 10 percig, 4
°C-on, majd 0.45 pm PVDF fecskenddszlirdn fecskendd és injekcios tii segitségével atsziirjiik. A

feliilaszokat a kovetkezd napig hiitében, 4 °C-on taroljuk.

5.01.05. 4. nap: A virust tartalmazo egyesitett felllliszokat ultracentrifugalassal (2 6ra, 100 ezer
g, 4 °C) koncentraljuk. A feluluszdkat tartalmazé ultracentrifuga csdveket lemérjik és

fecskendbvel, injekciods tlivel adagolt steril MQ vizzel kiegyensulyozzuk. Jégen visszik at a
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maésik épuletbe, Ugyelve arra, hogy a centrifugacsévekhez mar ne érjen jég vagy viz! A
centrifugaba a csdvon 1évo feliratnak megfelelden tessziik be, annak érdekében, hogy akkor is

tudjuk, hogy hol a pellet ha kevésbé latszana.

Visszahozva a mintékat, a sejtlaborban flilke alatt a feltiluszét dvatosan leszivjuk és a pellet-et
200 ul PBS-ben oldjuk. Majd szétosztjuk 50 pl-es részletekben és felhasznalasig -70 °C-on

taroljuk.

5.02. HUVEC sejtek transzdukcidja a koncentralt virussal:

5.02.01. 0. nap: a transzdukalni kivant eml6s sejteket 24 Iyukt lemezre helyezziik tigy, hogy a
kisérlet napjara 50%-o0s konfluenciat érjenek el.

5.02.02. 1. nap: a tapfolyadékot leszivjuk (NEM mossuk PBS-sel!), majd 120 pl tiszta M-
199(FBS, Hepes, L-glutamin, Penicillin-Streptomycin, amphotericin és EGM2 NELKUL!)
médiumot adunk hozza. Majd ezt kdvetden pipettaval virust tartalmaz6 PBS-t adunk cseppenként

a sejtekhez.

5.02.03. 2. nap: A sejteken 1év6 tapfolyadékot kiegészitjiik 120 ul olyan M-199-el, amely dupla
mennyiségii FBS-t, glutamint, Penicillin-Streptomycin-t, amphotericint és EGM2-t tartalmaz.

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

5.02.04. 7. nap: Leszivjuk a tapfolyadékot a sejtekrél és 500 ul, a szelekcios komponenst
megfeleld koncentracioban tartalmazd M-199-et tesziink a sejtekre. A Pbabe -neo hTert vektor
esetén G418-at alkalmazunk szelekcioés komponensként. (HUVEC sejteken tesztelve korabban
higitasi sort készitettlink a G418 hatékony koncentracié megallapitasa céljabol, ennek alapjan 10
mg/ml térzsoldatbol 900 ul-t tesziink 50 ml M-199 tapfolyadékba).

5.02.04 8. naptol naponta tapfolyadékot cserélink, igy eltavolitjuk az elpusztult sejteket.

Kontrollként 1 well-en virusos transzdukcion nem atesett sejtekre is szelekcios komponenst

5
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tartalmaz6 M-199-et tesziink, egy tovabbi well-en pedig szelekciés komponenst nem tartalmazo
M-199-e t tesztellink. A szelekcids tapfolyadékot addig alkalmazzuk, amig a virusos
transzdukcion nem atesett sejtek el nem pusztulnak. Ezutan a szelekcids komponenst a felére

csokkentjik a médiumban.

6. Ertékelés

6.01. A transzfekcid eredményeként meg kell hatarozni, hogy mennyi viriont tartalmaz az
5.01.05. lepésnél keletkezett PBS-ben beoldott preparatum. A virion mennyiségének
meghatarozasa reverz transzkriptaz assay (Reverse Transcriptase Assay, colorimetric, Roche)
segitségevel torténik. Tovabba a szelekcios markert tartalmazo M-199 tapfolyadékon 1év6 sejtek

talélése is jelzi, hogy sikeres volt-e a transzdukcio.
7. Dokumentélés

A vizsgaélat [épéseirdl jegyzOkonyvet kell késziteni, mely tartalmazza mindazokat az adatokat és
informaciokat, ami a kisérlet reprodukalasahoz sziikséges. A jegyz6konyvnek tartalmaznia kell,
a transzfekcio és a porcidzas pontos datumat, valamint a tomény minta koncentraciojat és

mennyiségét.

A transzdukci6 esetében pontosan rogziteni kell a kisérlet kdrilményeit (alkalmazott
virusmennyiség, esetleges adalékanyagok, gatloszerek koncentracidja), valamint a késbbi
analizisek pl. citometrias mérések eredmenyeit. Az eredmények dokumentalasahoz a mellékelt

két darab tablazat hasznalata kotelezo.
8. Munkavédelmi, higénés rendszabalyok

A BSL2 laboratorium &ltalanos szabalyai ennél a munkafolyamatnal is érvényesek, s szigortan
betartandok. A steril sejttenyészt6 fiilkék hasznalatat és tisztitasat a BSL2-005 szdmu leirdsban

kilon részletesen ismertetjik.

Az ismertetett Iépesek tdinyomo részét steril fulke alatt kell elvégezni. Ez az jelenti, hogy a

transzfekcid soran a plazmidokat, illetve a transzfekcids elegyet steril fulke alatt mérjik dssze.
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Tovabba a virust tartalmaz¢ feliiluszo gytjtése, ill. centrifugacsdvekbe valo kitdltése, majd
késobbi sziirése is csak a steril flilke alatt végezhetd. Tovabba a steril fiilke alatt térténnek a
transzdukcio 1€pései €s a fertdzott sejtek gytijtése is. Természetesen az ultracentrifuga csovek
kiegyensUlyozésa, az esetleges aramlasi citometrias analizis és a sejtek/virusok centrifugalésa a
fiilkén kiviil torténik. Ezekben az esetekben (a kiegyensulyozas id6tartamatol eltekintve) viszont
a sejteket zart centrifugacsdvekben kell tarolni, s ligyelni kell arra, hogy a fiilkébdl kikeriild

csovek kiilseje szennyez6dést ne tartalmazzon.

Az egész procedura sordn keletkezd szennyezett fecskendot, sziirdt, sejtekkel szennyezett
centrifugacsoveket, pipetta hegyeket a flilke mellett elhelyezett zarhat6 badellaba kell kidobni. A
badellakon fel van tiintetve, hogy "biohazard’, ezekhez a takaritd személyzet nem nyulhat, ha
megteltek 1égmentesen le kell zarni 6ket. Az eljaras soran keletkeznek olyan folyadékok (pl. a
transzdukalt sejtek felliluszdja), melyek viszonylag témény potencialisan veszélyes
sejtszuszpenziot tartalmaznak, ezek els6ként SUMA D4 (hipot) oldatot tartalmazo

taroloedényekbe keriilnek majd ezutan helyezhetdek at a badellakba.

Kiilonosképpen arra kell vigyazni, hogy ne szennyezd6djon be a steril fiilke a sejteket vagy virust
tartalmazd feltldszoval. Ha véletlen mégis racseppen a bioldgiai anyagot tartalmazo folyadék a
fillke feliiletére vagy oldalara, akkor azonnal fert6tlenitd szerrel (Sprayln-TEVA/Mikozid AF
Liquide) le kell kezelni a szennyezett feluletet, majd eltavolitani a szennyezést és toébbszor
gondosan attisztitani a kontaminalt teriiletet. A sejtlaborban végzett miiveletek soran kotelezé az
eloirt véddfelszerelés hasznélat: a BSL2 laboratoérium hasznalatra dedikalt fehér kopenyt kell
viselni, tovabba minden miivelet soran gumikesztytit kell hordani. Ha a munka soran a keszty(i
bioldgiai szennyezddéssel kontaminalddik, akkor azonnal 0j kesztyit kell felvenni. Az eljaras
soran a dupla védokesztyli hasznalata javasolt, transzfekcional az els6 virus feliiluszo gytijtésétol

(2. nap.), transzdukcio alatt pedig a folyamat minden lépésénél.




