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1. Tartalma

HEK293FT sejtek transzfekcioja a lentivirus termeléshez sziikséges plazmidokkal, virustermelés,
gyljtés és koncentralas. Az itt felvazolt munkautasitasok lehetdvé teszik a lentivirusok termelését
2 db T75-6s sejttenyésztd edényben, biztonsagos kinyerését ¢és tarolasat tovabbi

munkafolyamatokhoz.
2. Hatalya

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC) dolgozoéira vonatkozik,
akik engedéllyel rendelkeznek a DE OEC BMBI-BSL2 laboratérium hasznélatara.

3. A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkozok

3.1 Anyagok

Sejtek: HEK293FT emlds sejtek (Life Technologies)

Alap tapfolyadék: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)

Fetal Bovine Serum (FBS),

Komplett tapfolyadék: DMEM/ RPMI tapfolyadék a kovetkezokkel kiegészitve: 10% FBS, 1%
Penicillin/Streptomycin oldat, 1% Piruvat oldat (100 mM torzsoldatbol), 2% L-glutamin (200 mM
torzsoldatbol).

Mosofolyadék: PBS

TE 0,1x: 1 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,8

HBS2x: 280 mM NaCl, 100 mM HEPES, 1,5 mM Na;HPOs, pH 7,11-7,13
2,5 M CaCl

Steril Milli-Q viz
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Endotoxin mentes plazmid midiprepek:
22,4 ng transzferdland6 gént tartalmazo lentiviralis vektor
7,46 ng pMD2G VSV-G envelop kodolo vektor
14,5 pg psPAX2

3.2 Eszk6zok

Eppendorf centrifuga

15 és 50 ml-es Falcon mlianyag centrifugacsovek

1,5 ml-es Eppendorf csovek

T75-06s sejttenyészto flaskak

20 ml-es fecskenddk

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

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

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

50 ml-es centrifugalis koncentrator csévek (Amicon Ultra-15 — 100 kDa, Millipore)

4. A vizsgalathoz hasznalt mintak elokészitése

A HEK293FT (LifeTechnologies) sejteket 70%-os konfluenciara novesztjik. A BSL2
laboratoriumban termelt viruspreparatumot a feldolgozas eldtt vagy kdzben tilos kivinni, illetve

mas laboratoriumban tarolni.

A transzfekciohoz sziikséges oldatokat eldre el kell késziteni és a BSL2 laboratérium 4 °C-0s
hiitéjében kell tarolni. Minden preparalt oldat és tapfolyadék esetében jelezni kell, hogy ki

készitette az oldatot €s a lejarati 1d6t is fel kell tiintetni.
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5. A vizsgalat 1épései

5.01. HEK?293FT sejtek transzfekcidja és a termelt virus gvijtése:

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

konfluenciat érjenek el.

5.01.02. 1. nap: Transzfektalas el6tt 6 oraval lecseréljiik a tapfolyadékot és csak 10 ml komplett
DMEM-et adunk a sejtekhez.

5.01.03. 1. nap: A sziikséges plazmidokat egy 50 ml-es centrifugacsdbe mérjiik. A kovetkezo

reagenseket adjuk hozza, a kovetkezd sorrendben:
0,667 ml TE 0,1x oldat
0,346 ml steril Milli-Q viz
113,3 ul 2,5 M CaClz-oldat

Az elegyhez folyamatosan keverve, autoklavozott filteres Pasteur-pipettan pipettorral keresztiil

buborékoltatott levegdével, lassan, cseppenként hozzaadunk 1,13 ml HBS2x oldatot.

Az igy kapott szuszpenziot minimum 5, maximum 30 percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk

(optimalisan 20 perc).

Allas utan 0,9 ml szuszpenzidt csepegtetiink Ovatosan, egyenletesen egy T75-0s sejttenyésztd
edényben 1évé HEK 293FT sejtekre. Gyengéden, éppen csak megkeverve a sejttenyésztd edényben
a folyadékot. Ezutan masnap reggelig inkubaljuk a sejteket (kb. 14-16 ora).

5.01.04. A 2. nap reggel (kb. 14-16 ora elteltével) szivjuk le a sejtekrdl a transzfekcios
tapfolyadékot, és cseréljiik le 10 ml komplett DMEM-re. A leszivott feliiluszoval ugy banjunk,

ami mar potencialisan tartalmazhat fert6z6képes virusokat!

5.01.05. A 3. és 4. napon a reggeli 6rakban egyarant gy(ijtsiik 6ssze a virust tartalmazoé feliiluszot
¢és adjunk a sejtekhez 10 ml komplett DMEM-et. A feliiliszot 1500 RPM-el centrifugaljuk 5
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percig, 4 °C-on, majd 0.45 um PVDF fecskenddsziiron fecskendo segitségével atsziirjiik. A
feliilaszokat a kovetkezd napig hiitében, 4 °C-on tarolhatjuk, de azonnal frakciokban

fagyaszthatjuk is.

5.01.06. A virust tartalmaz6 feliiliszot koncentralhatjuk 50 ml-es centrifugalis koncentrator
csovekkel: A centrifugalt, szlirt virusos feliiluszot a koncentrator csdbe toltjiik, majd a cs6
lezarasa, ferttlenitése utan a centrifugaban 2500-3000 RPM-mel (mindenképp kevesebb, mint
4000g) koncentraljuk a kivant térfogatra.

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

5.01.07. Ha sziikséges a virust tartalmazé egyesitett feliiliszokat ultracentrifugalassal (2 ora, 100
000 g, 4 °C) koncentralhatjuk. A feliiluszokat tartalmazo ultracentrifuga csoveket lemérjiik, majd
fecskendével és injekcios tlivel adagolt steril Milli-Q vizzel kiegyenstulyozzuk. Jégen vissziik at
a masik épiiletbe, ligyelve arra, hogy a centrifugacsovekhez mar ne érjen jég vagy viz! A
centrifugaba a csovon 1évo feliratnak megfelelden tessziik be, annak érdekében, hogy akkor is

tudjuk, hogy hol a pellet, ha kevésbé latszana.

Visszahozva a mintakat, a sejtlaborban fiilke alatt a feliiluszot 6vatosan leszivjuk €s a pellet-et
200 pl PBS-ben visszaoldjuk. Szétosztjuk 50 pl-es részletekbe és felhasznalasig -70 °C-on
taroljuk.

5.02. Letapado sejtek transzdukciodja a virust tartalmazé feliliszoval:

5.02.01. 0. nap: A transzdukalni kivant emlds sejteket 6 lyukt lemezre helyezziik ugy, hogy a

kisérlet napjara 70%-os konfluenciat érjenek el.
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5.02.02. 1. nap: A tapfolyadékot leszivjuk (NEM mossuk PBS-sel!), majd a sejtekhez 1 ml
komplett DMEM-et/ RPMI-t adunk sejtvonaltol fiiggden. Ezt kdvetden pipettaval cseppenként

hozzaadunk 1 ml virust tartalmaz¢ feliiliszot a sejtekhez.

5.02.03. 2. nap: A kovetkez6 nap reggel szivjuk le a sejtekrdl a virust tartalmazo tapfolyadékot

és cseréljiik le 2 ml komplett médiumra.

5.02.04. 3. nap: Leszivjuk a tapfolyadékot a sejtekrél és 2 ml, a szelekcids komponenst
megfelel koncentracioban tartalmazé komplett médiumot tesziink a sejtekre. (A target sejteken

céljabol).

5.02.05. A 3. napt6l kezdve minden masnap lecseréljiik a szelekciés komponenst tartalmazo
tapfolyadékot, igy eltavolitjuk az elpusztult sejteket. Kontrollként 1 lyukban virusos
transzdukcion nem atesett sejtekre is szelekcidos komponenst tartalmazo tapfolyadékot tesziink,
egy tovabbi lyukban pedig szelekcidos komponenst nem tartalmazo tapfolyadékkal teszteliink. A
szelekciot addig alkalmazzuk, amig a virusos transzdukcion at nem esett sejtek elpusztulnak (4-7

nap). Ezutan a szelekcios komponenst a felére csokkentjiik a médiumban.

5.03. Uszo sejtek transzdukcidija a virust tartalmazé feliiliszoval:

5.03.01. 0. nap: A transzdukalni kivant emlds sejteket 6 lyuka lemezre helyezziik tigy, hogy a

kisérlet napjara 70%-os konfluenciat érjenek el.

5.03.02. 1. nap: Az Gsz6 sejteket centrifugaljuk (1000 rpm, 8 perc), majd a feliiluszo leszivasa
utan a pelletet 1 ml komplett DMEM-ben/ RPMI-ben visszaoldjuk sejtvonaltol fiiggden €s
visszamérjiik a lyukakba. Ezt kovetden pipettaval cseppenként hozzdadunk 1 ml virust

tartalmazo feliiluszot a sejtekhez.
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5.03.03. 2. nap: A kovetkezd nap reggel centrifugaljuk a sejteket, majd a virust tartalmazo
feliiliszo leszivasa utan a pelletet oldjuk vissza 2 ml komplett tapfolyadékban és rakjuk vissza a

megfelel6 lyukba.

5.03.04. 3. nap: A sejteket centrifugéljuk, majd a pelletet oldjuk vissza 2 ml, a szelekcids
komponenst megfelel6 koncentracioban tartalmazé komplett médiumot tesziink a sejtekre. (A

megallapitasa céljabol).

5.03.05. A 3. napt6l kezdve minden mésnap lecseréljiik a szelekcidés komponenst tartalmazé
tapfolyadékot, igy eltavolitjuk az elpusztult sejteket. Kontrollként 1 lyukban virusos
transzdukcion nem atesett sejtekre is szelekcids komponenst tartalmaz6 tapfolyadékot tesziink,
egy tovabbi lyukban pedig szelekcids komponenst nem tartalmazé tapfolyadékkal teszteliink. A
szelekcidt addig alkalmazzuk, amig a virusos transzdukcion nem atesett sejtek elpusztulnak (4-7

nap). Ezutan a szelekcidos komponenst a felére csokkentjiik a médiumban.

6. Ertékelés

6.01. A transzfekcio eredményeként meg kell hatarozni, hogy mennyi viriont tartalmaz az 5.02.
folyamatban keletkezett virust tartalmaz6 preparatum. A virion mennyiségének meghatarozasa
reverz transzkriptaz assay (Reverse Transcriptase Assay, colorimetric, Roche), vagy jelenlétének
kimutatasa p24 ELISA (HIV-1 p24 Antigen ELISA2.0 Kit, Zeptometrix) segitségével torténik.

Tovéabba a szelekcids markeren novesztett tilélése is jelzi, hogy sikeres volt-e a transzdukcio.
7. Dokumentalas

A vizsgélat 1épéseirdl jegyzokonyvet kell késziteni, mely tartalmazza mindazokat az adatokat és

informaciokat, ami a kisérlet reprodukalasdhoz sziikséges. A jegyzokonyvnek tartalmaznia kell, a

mennyiségét.

A transzdukcio esetében pontosan rogziteni kell a kisérlet koriilményeit (alkalmazott

virusmennyiség, esetleges adalékanyagok, gatloszerek koncentracidja), valamint a késdbbi
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analizisek pl. citometrias mérések eredményeit. Az eredmények dokumentalasdhoz a mellékelt két

darab tablazat hasznalata kotelezo.
8. Munkavédelmi, higiénés rendszabalyok

A BSL2 laboratorium altalanos szabélyai ennél a munkafolyamatnal is érvényesek, s szigortan
betartandok. A steril sejttenyésztd fiilkék hasznalatat és tisztitasat a BSL2-005 szamu leirasban

kiilon részletesen ismertetjiik.

Az ismertetett 1épések tilnyomo részét steril fiilke alatt kell elvégezni. Ez az jelenti, hogy a
transzfekcid soran a plazmidokat, illetve a transzfekcids elegyet steril fiilke alatt mérjiik dssze.
Tovabba a virust tartalmazo feliiliszé gytjtése, ill. centrifugacsovekbe vald kitoltése, majd
késobbi sziirése is csak a steril flilke alatt végezhetd. Tovabba a steril fiilke alatt torténnek a
transzdukcio 1épései és a fert6zott sejtek gylijtése is. Természetesen az ultracentrifuga csévek
kiegyensulyozasa, az esetleges dramlasi citometrias analizis €s a sejtek/virusok centrifugaldsa a
fiilkén kiviil torténik. Ezekben az esetekben (a kiegyenstlyozas id6tartamatol eltekintve) viszont
a sejteket zart centrifugacsdvekben kell tarolni, s ligyelni kell arra, hogy a fiilkébdl kikeriild csovek

kiilseje szennyezddést ne tartalmazzon.

Az egész procedura sordn keletkezd szennyezett fecskendot, szlirt, sejtekkel szennyezett
centrifugacsoveket, pipetta hegyeket a fiilke mellett elhelyezett zarhaté badelladba kell kidobni. A
badellakon fel van tiintetve, hogy ’biohazard’, ezekhez a takaritd6 személyzet nem nyulhat, ha
megteltek 1égmentesen le kell zarni dket. Az eljaras sordn keletkeznek olyan folyadékok (pl. a
transzdukalt sejtek feliiluszoja), melyek viszonylag tomény potencialisan veszélyes
sejtszuszpenziot tartalmaznak, ezek elsdként SUMA D4 (hipdt) oldatot tartalmazd

taroloedényekbe keriilnek majd ezutan helyezhetdek at a badellakba.

Kiilonosképpen arra kell vigyazni, hogy ne szennyezddjon be a steril fiilke a sejteket vagy virust
tartalmazo6 feliiluszoval. Ha véletlen mégis racseppen a bioldgiai anyagot tartalmaz6 folyadék a
fillke feliiletére vagy oldalara, akkor azonnal fert6tlenité szerrel (Sprayln-TEVA/Mikozid AF

Liquide) le kell kezelni a szennyezett feliiletet, majd eltavolitani a szennyezést és tobbszor
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gondosan attisztitani a kontaminalt teriiletet. A sejtlaborban végzett miiveletek soran kotelezd az
eldirt védofelszerelés hasznalat: a BSL2 laboratorium hasznalatra dedikalt fehér kopenyt kell
viselni, tovabba minden miivelet soran gumikesztytit kell hordani. Ha a munka soran a kesztyi
bioldgiai szennyezddéssel kontamindlodik, akkor azonnal 1) kesztytit kell felvenni. Az eljaras
soran a dupla védokesztyli hasznélata javasolt, transzfekcional az els6 virus feliiluszo gytijtésétol

(2. nap.), transzdukcid alatt pedig a folyamat minden 1épésénél.




