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Az elvégzett tevékenységek osszefoglalasa

1.1 részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikiodésének a megbizé dltal rend ek ez ésre bocsito
MEF-145 immortaliz dlt egér embrionilis fibroblaszt sejtvonalon torténé jellemz ése

o

A vad tipusii immortalizalt MEF-145 (egér embrionalis fibroblaszt) sejtek 2017.06.08-an 13.00-kor
megérkeztek a LipidArt Kft sejtlaborjaba. 2db T-75-6s vent cup flaskédban (parafilmmel szigetelve).
A sejtek kb 80-90%-ig konfluensek, passzdzs szamuk 47 volt. Ez a sejtvonal nem tartalmaz

semmilyen genctikai médositast, a kisérlesorozat kontroll objektum at képviseli.

A sejtslir(iség fenymi krosképpal megjelenitve
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Novekedési idogorbe szamitas

A cél a sejtvonal novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t61ténd novesziéshez.

Fhhez clengedhetetleniil szitkséges a sejtvonal bazalis novekedési karakterisztik 4janak jellemzcst

(€
-

novekedési idbgde sogitségével. A mérést sejtszamolassal (Biiker kamra) végeztiik, a megadott

id épontokban, 3 pathuzamos mintan/idépont. Ercdménye az alabbi abran lathato.

MEF-145 niivekedési

MEF-145
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A novekedési id 6gorbe nyers adatai és dbrazoldsa vonaldiagrammal

MEF-145 sejtvonal dajkafehérje expresszié fehérjeszintii dokumentaicidja

Kiilonbozé hémérsékleteken (37, 39, 40, 42 ¢&s 44°C) 15, 30 és 60 percig hokezeltiik a sejtek:

(9]
N

melyet 16 éra pihentetési (recovery) fazis kovetett sejtinkubétorban 37°C-on. A bazalis dajkafehérje
szint megallapitisihoz western blot technikat alkalmaztunk. Dajkafchérék kozil a legjobban
indukalhatékat valasztottuk, a Hsp70-et és a Hsp25-6t, mivel ezek szintje bizonyos stresszorok

hataséra jelentdsen valtozik (pl. h8), valamint a szakirodalomban is jol dokumentaltak.
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A feldolgozasra vard sejteket | x RIPA lizis pufferben tartuk fel mtenziv rizatassal. A lizatumokban
meghat droztuk az Osszfehége koncentriciét (BCA Protein Assay, Pierce). A mintdkbol azonos
osszefehérje mennyiségeket futtattunk meg SDS-poliakrilamid gélen, majd a fehégeket PVDF
membranra (0,45 pm, Pierce) vittik 4t. Loading kontrollnak GAPDH (Glicerinaldehid-3-foszfa

(I—O-

dehidrogenaz) fehérjét hasznéliuk. Anti-Hsp ellenanyagokkal (clsbdleges, és torma-peroxidaz
konjugélt anti-cgér (Sigma) masodlagos antitestte]l jeldltik & a létrejott immunkomplexet | a
kemilumineszcens detekcios modszerrel (Pierce) géldokumentécios képalkotdssal rogzitettik, majd

képelemzés segitségével elvégeztiik a mintak mennyiségi analizis ét 3 techikai pathuzamban.

B membran —30 perces hokezelés

Hsp70 - - - - R
Hsp25 B G S -— . -
o m—

IF=¢C 3I3°C  41"°C 42*C 44°C 335C 41°C 42°C 44°C 39°C 41°C  42°C 44°C

A hémérséklet emelés hatdsa a MEF-145 scjtck Hsp70 és Hsp25 szinfj cre.
A kisédet eredményeképpen a 30 perces hokezelés 42° bizonyult a leghatékonyabbnak (ezeket a
korilményeket hasznaltuk tovabbi kisédeteinkben), mivel ezen a hémérsékleten és idStartam alatt
mindkét jol indukalhaté hdsokk fehérje jelentés mennyiségi emelkedést mutat. Fontos azonban, hogy

ez a hémérséklet még csak kozepesen erGs stressz a sejteknek, szemben a 44°C-os Ugynevez

¢
=

severe, vagy denaturaldo hdmémsékletiel.
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1.2 reészfeladat: Jellemzett MEF-145 sejtvonalon a dajkafehérje szint specifikus és nem

— specifikus modulacidja

Az clbz6 kisérletben meghatarozott héfokon és idbtartamig (30 perc, 42°C) hokezeltiik és ezzel
egyidej lileg specifikus, bizonyos szignalitaciés tutvonalon keresztil haté kismolekuldk (LAI1011,
LAI030 és LA1050), illetve nem specifikus modulaciéjat idéztiik eld kiilonboz6 membran
perturbaciot okozé vegyiiletekkel, benzil alkohol (BA), illetve fenetil alkohol (PhA) alkalmazasaval
MEF-145 scjtcken. A kezelGanyagként alkalmazoit vegyiiletek egy kivételével ko-inducerként
hatottak, azaz stersszmentes kériilmények kozott nem, csak valamilyen stressz jelenlétében (cbben az
csetben héstressz) fejtették ki hésokk valasz indukélé hatasukat. Hyen ko-inducerck voltak a BA,
PhA, LAI011 & LA1050. Az egyetlen silencerként, vagyis hésokkvilasz csendesitoként hato
molekula az LA1030 volt, melynek hatisa a korabbi kisédeteink eredményei alapjan ersen fiigg a
lipid komyezettsl (sejttipustol), igy két, kiilonboz0 sejtvonalon akar cllentétes hatast is mutathat. A
scjtvonalak novekedési stabilitdsinak szmpontjabél e vegyiilet nem mutat semmilyen negativ hatast,
azonban fehére thltermeltetés folyamén a stabilizalé dajkafehérjék expressziojanak csokkentése nem
- feltétleniil jama elényds hatissal. Igen j6 hésokkvalasz indukalo szernek bizonyult ugyanakkor az
LLA1011 é&s a PhA, mindkettéjiik jelentésen emelte a Hsp70 és Hsp25 szintet, s6t a PhA még az ezen
= a Théfokon viszonylag ritkan indukalodé Hsp60 ésHsp90  expresszidjat is  novelni

tudta. Val észinfisithetd, hogy az ilyen mért ékii dajkafehérje modulaci6 elényos hatassal jarhat a sej tE

- stabilit4sa, valamint a termeltetett fehérje stabilitasa szempontjabél cgyarant.
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A fenetil alkohol (6 mM) hatasa a legf6bb dajkafehérje osztalyokra.
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Folyamatban 1évé vizsgilatok és tervek

ot

A CSEVES scjtck dajkafehérje expresszid fehérjeszintli dokumentécioja. A CSEVES sejtek ige
lassti (7-12 napos passzazs id8) novekedése miatt nem tudtunk a sejtvonal dajkafehére profiljanak
felallitasaval  elkésziilni, A novesztési koriilményeket még jelentésen optimalizalnunk kell,
fermentorban téiténd alkalmazashoz.
A CSEVES csirke vescham scjtck a dajkafchéje szint nem specifikus (kémiai indukiorokkal) ill.
specifikus modulacioja ko-induktor kismolekul akkal (1,4-dihidropiridin szammazek LA vegyiiletek),
stressz-jel képzo és jelatviteli folyamatok célzott aktivalasival. Az 1.1 részfeladathoz hasonldan
tenyésztett scjtcket a megfeleld hémérs ékletre (+ 0.1 °C) beallitott vizfiird6be helyezziik majd benzil-
alkohol (BA), fenetil-alkohol (PhA) ill. specifikus membran kolesonhato HSP  ko-indoktor
kismolekul dkkal LA1011, LA1030, LA1050 stb. kezeljiik 8ket. A kiilonbozo ideig ill. hdmérs ékleten
torénd clokezelést kovetden az 1.1 részfeladatban bedllitott dajkafchére profil kovetésével
optimalizaljuk a kezelési koriilménycket (médium, hémérséklet, sejt- € kémiai induktor
koncentracid) az idealis dajkafehérjeszerkezet cléréséhez. Ezt kovetben a tervezzik a tenyésziési
koriilmények (szérum, médium, hémérséklet, stb.) optimalizalasat az 1.2 feladat soran optimalizalt
dajkafehérje szintet modosité kezeléshez a sejtvonalak ndvekedésének és stabilitdsanak fokozasa

érdek ében fermentorban 16nénd novesztéshez,
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Csatolt mellékletek felsorolasa

Debrecen, 2017 év. oktober honap 4. nap

Dr. Torok Zsolt
LipidATt Kit.
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A teljesitést igazolom: K"é?“@(‘fgef&d 3@3‘779-2%

Prof. Dr. Szilvassy Zoltan
szakmai vezeto aldirasa

Dr. Prépost Eszter
Alprojekt Kutatocsoport vezet6
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. LipidArt Kutato Fejleszté és Beszamolasi 2
2 2017 -2017 d b
gt Tanacsado Kit. id6szak: 017 majus eoember
Projektben
betoltott Kiils6 szolgaltato
szerep:

Az elvégzett tevékenységek Osszefoglalasa

1.3. részfeladat. A tenyésztési koriilmények optimalizdlasa az el6z6 részfeladat sorin
kiv alasztott stresszfehérje szintet modos ité kezeléshez (MEF-145 sejtek)

Az 1.1 és 1.2 részfeladatokban részletezett kiséretek alapjan optimalizaltuk a tenyésziési
koriilményeket a Ichet6é legnagyobb Hsp ko-indukcid elérése érdekében, a toxicitas kikiiszobolése
mellett. Az alabbiakban részletezett optimalis tenyésztési koriilmények tovébbi finomhangol dsa
véalhat sziikségess € a termeltetett idegen fehérjék elére nem lathato hatasai kovetkeziében.

Optimalis teny észtési koriilmények leirata:

1) A sejtekr6l (10 cm-es csésze) eltavolitjuk az elhasznalt tenyészi$ tapoldatot

2) ascjteket 5 mL steril PBS-scl mossuk

3) a sejtekre 2 mL Trypsin-EDTA oldatot mériink, majd 2 percre 37°C-os CO2 inkubatorba
helyezziik oket

4) a 2 perc inkubécidés id6 letelte utdn vizlégszivattyu vakuumahoz csatlakoztatott Pasteur
pipettaval ovatosan leszivjuk a Trypsin-EDTA oldatot

5) livegpipettaval alaposan felszuszpendiljuk a sejteket, majd 10 mL fiiss DMEM-high glucose
+10% FBS +1 x- es Penicillin-Streptomycin tapoldattal
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6) cbbdl a szuszpenziobol osztunk, Gj steril 10 cm-es csészékbe 1:10 ardnyban. Az Gsszes
csészében a folyad éktérfogatot kiegészitjiik 10 mL-re friss tapldattal

7) A sejteket 48 orara sejttenyészt & inkubatorba helyezzik 37°C, 5% CO»)

8) A masodik nap végére elérik a konfluens allapotot

9) 10 mM BA vagy 10 pM LA1011 vagy 6 mM PhA vegyiilettel tort énd kezelés

10) Hésokk 30 perc 42°C

11) 16 éra recovery
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Folyamatban 1évé vizsgalatok és tervek

=

A CSEVES sejtek dajkafehérje expresszid fehégeszinti dokumentacidja. A CSEVES sejtek ige

B

lassti (7-12 napos passzizs id8) novekedése miatt nem tudtunk a sejtvonal dajkafehége profiljana
felallitasaval  elkésziilni,. A novesztési koérilményeket még jelentésen optimalizalnunk kell,

fermentorban toérténd alkalmazashoz.
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Csatolt mellékletek felsoroléasa

Debrecen, 2017 év. december hénap 1. nap

A teljesitést igazolom:

Prof. Dr. Szilvassy Zoltan
szakmai vezetd alairasa

Dr. Prepost Eszter
Alprojekt! Kutatdcsoport vezetd
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Emlés (egér) MEF-145 2.x T75 Szobahémérséklet | 37°C, 5%CO02
immortalizalt sejtvonal flaska
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KUTATASI TERV
Cim: A dajkafehérjék expresszidjdnak és miikidésének a megbizo dltal
rendelkezésre bocsdtott MEF-145 immortalizdlt egér embriondlis fibroblaszt
sejtvonalon torténd jellemsz ése
Hivatkozas: |-
Keszitette: Datum: Alairas:
Dr. Hunya Akos Gabor 2017.06.07.
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1. AMEGB{ZO0, A MEGBIZOTT ES A KUTAT OHELY(EK) ADATAI

1.1. Megbizd neve

DEBRECENI EGYETEM

1.2. Megbiz6 cime, telefon, telefax

4032 Debrecen, Egyetem ter 1.
Tel: 36 52 512 900
Fax: +36 52 512-965

1.3. Megbizott neve

LipidArt Kft.

1.4. Megbizott cime, telefon, elefax

6726 Szeged, Temesvari krt.62.
Tel: +36 62 432038

Fax: +36-62-432048

1.5. Tématelelds (meghizo rész érol)

Dr. Prépost Eszter

1.6. A témafelelds (megbizo részérdl) nyilatkozata

Nyilatkozom, miszenint felel dss éggel tartozom az
elvégzett tevékenység jelen kutatasi tervek megfelel §
lefolytat asat illetden.

Dt 2017607, AVIIS oo v sism e

1.7. A megbizéasra vonatkoz dokumentum(ok)
megnevezese

300086971 -es nyilv antart asi sz amm vallalkozasi
szerzodes

1.8. Kutat 4t végzd intézmeény neve

LIPIDART KUTATO FEJLESZTO ES TANACSAD O
KFT.

1.9. Kutat ast végzd mtézmény cime, elefon, telefax

6726 Szeged, Temesvari krt. 62.
Tel: +36 62 432038

Fax: +36-62-432048

1.10. A kutatisba bevont egy éb int ézm ény(ek Y
alvallalkozd megnevezése

1.11. Témafelelds (megbizott részérdl)

Dr. Torok Zsolt

1.12. T émafelelds (meghbizb rész érdl) nyilatkozata

Nyilatkozom, miszerint feleldss éggel tartozom az
elvégzett tevékenység jelen kutatasi tervek megfelel &
lefolytat dsat illetéen.

Datam: 2017.06.07. AL&IrS . ...ooovviiiiiiiiiieee,
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2. A KUTATAS AZONOSITASA

2.1. Leir6 cim A dajkafehérjék expressziojanak és miikodésének a
megbizd  altal rendelkezésre bocsatott MEF-145
immortalizalt egér embriondlis fibroblaszt sejtvonalon
tortend jellemzese

2.2. A kutatas célia, elvart eredményei
A vizsgalt sejtvonal/ak dajkafehérje expresszié gén és fehérje szintii dokumentéicidja

2.3. A kutatas egyedi azonositoja 11-LIP-117-01
2.4. A kutatas tervezett kezd sl id Gpongja 2017.06.08.
2.5. A kutatas tervezett befejezési id épontja 2017.12.01.

3. A KUTAT AS KIVITELEZESENEK/VEGREHAJT ASANAK LE iR ASA

3.1. A kutatas végzésének helye, mindsitése,

flsrerltséoe A LipidArt Kft. laboratériomai az MTA Szegedi

Biologiai Kutatokdzpontban

3.2. A kutatas részfolyamatainak/lépé seinck/feladatainak meghatéarozasa, felsorolasa & varhat6 eredménye
1. Sejtvonalak nivekedésének és stabilitisinak fokozisa fermentorban térténd névesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak ¢s mitkédésének amegbizo dltal rendelkezésre boesatott
MEF-145 immortalizalt egér embrionalis fibroblaszt sejtvonalon ©rténd jellemz ése.

Eredmény: A vizsgalt MEF-145 sejtvonal dajkafehénje expresszi6 gén és feh érjeszintii dokumentaci oja
(részletes kutat 4si jegyz8konyvek).
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3.3. A kutatas végrehajt dsanak Gtemterve/folyamatibra

Projekt idévonal

hénap a b 12 18 24 27
Jr r l" *’ l
5:8K &
IC5F és ] e HA, VLP &
" £ VLP plazmid E A5 B
CSF sejt IMEE = i iCSF én iMEF | 2
= | IcSF &5 IMEF P
sejtek = <ejiaklich sejtekben g
4 8
Konzorcium
F F 3 b
. Fermpnticidra
icupes  Ferjernsheiors 8f | HA plamid optinkalizalt e
et T optipializatt & VAP plazrmid b 2 .
MEF IMEF . l Forer o HA é5 V1P plazmid -
e ol ICSFlEs IMEF 7 iCSF s IMEF S > 8
sejtel ;i k L w
sejtdh ) § sejtekben sejtel <4
lipidar: % - - -

iCSL, iMEF: immartalizalt sejtvonalak

34. A kutatasi folyamat sordn tervezett vizsgalati modszerek

e ejlienyesztes

e mikroszkopia

e gjthomogenizdlas

e poliakrilamid gélelektroforézis

e westem blot

3.5. Felhasznalisra keriilé szakirodalom, kiikd szabalyozé dokumentum(ok) megnevezése, védettnem védett

eljarasok/anyagok hasznidlata
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Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutatd

56. A fladawkban éwivevd wemdyek neve, Dr. Hunya Akos Gabor, tndomanyos munkatars

pozictop Dr. Pilbat Ana Maria, mdomanyos munkatars
Bogdan Istvanneé, technikus, laborasszisztens
7. A tervezett felhasznaldsra keriild Sejtkult dra reagensek

Molekuldris biologiai reagensek

anyagok/reagensek felsorol asa . ..
yag g e Biokémiai reagensek

steril lamindris sejtteny észtd fiilke
CO, inkub ator

e nvert, fazis kontraszt fénymikroszkop
Mini-PROTEAN Tetra Cell gél ELFO rendszer
nedves blottold rendszer
geldokument écios képalkoto rendszer

38. A fervezett felhasznalasra kerilé gépek és
berendezések felsorolasa

3.9. Egyéb feltételek felsorol 4sa -

4. A KUTATAS RESZFOLY AMATAINAK RESZLETES LEIRASA

1.1. A dajkafehérjék expresszidjanak és miikéddsének a megbizo altal rendelkezésre bocs atett MEF-145
immortalizali egér embrionalis fibroblaszt sejtvonalon torténd jellemzése

A hokezel és hatasdnak meghatarozasa a 6 dajkafehérje osztalyok (Hsp90, Hsp70, HSP60, HSP27) mennyis égére
a kiilonbozo sejtvonalakon.

A megbizd dltal rendelkezésre bocséatott scjtvonalakat 37°C-on, paras komyczetben, 5% CO2-ot tartalmazod
fermosztathan a sejtvonalakhoz a megbizé altal ajanlott kezd$ Osszetételil médiumban enyészgitk. A hdsokk
kezelésekhez a Petri csészéket Parafilmmel lezarjuk, és a megfeleld hémeérs éklere (£ 0.1 °C) beallitott vizfiirddbe
helyezziik Sket. A hésokk fehérjék (Hsp90, Hep70, HSP60O, HSP27), mennyiségének jellemzésére Western blot
technikat alkalmazunk. A feldolgozaga vardé sejteket 2 x Laemli SDS minta pufferben tiguk fel mtenziv
keveréssel és 5 perces forraldssal. A lizdtumokban meghatiroztuk az dsszfehérje koncentraciét (RC DC Protein
Assay, BioRad). A mintakbol azonos Osszefehérje mennyis égeket futtatunk meg SDS-poliakrilamid gélen, majd a
fehérjéket PVDF membranm (045 pm, Pierce) visszitk 4t Anti-Hsp ellenahyagokkal (elsédleges, €s torma-
peroxidiz konjugak anti-egér (Sigma) masodlagos antitesttel jeloljiik és a [éwejdtt immunkomplexet a
kemilumineszcens detekei6s modszerrel (Pierce) géldokumentécios képalkotassal rdgzijiik, majd képelemzés
segitségével elvégezzik a mintdk mennyiségi analizisét. Meghatarozzuk a hékezelés hatasat a f6 dajkafchére
osztalyok mennyiségére a kiilonbdz6 sejtvonalakon. Az eredményeket jegyz6kdényvben régzigiik.
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KUTATASI JEGYZOKONYV {leti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitasinak fokozésa fermentorban torténd néveszteshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/eml 6s sejtvonalon tBrténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 cgér embrionalis fibroblaszt sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segits égével.

Datuma: 2017.06.08. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-001

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratoriuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végz6 szem élyek

Beoszt as Alairas
K/T

Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutatd Vezet 8 kutato M
Dr. Hunya Akos Gabor Tudomanyos //’_’

munkat ars
Dr. Pilbat Ana Maria Tudoményos 3 '

munkat ars :\_—?\ ]Ti / ‘@“"‘" ﬂ\’Q_"’
Bogdén Istvanné Laborasszisztens %f/{x i é'/)[‘ [yt

&
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 2/7

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Scjtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozisa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizo dltal rendelkezésre bocsatott
maddr/eml &s scjtvonalon torténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt scjtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszk 6p segits égével.

Dadtuma: 2017.06.08.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-001

Célja és rovid leirasa:

sejtvonal fertézott-e mikoplazmaéval.

54.2.2 tablazatkezel 6 szofiverrel értékeltiik ki

Cél: Annak kideritése, hogy a Megbizd altal rendelkezésiinkre bocsatott MEF-145 eger embrionalis fibroblaszt

Leiris: A LipidArt Kft. laborat ériuménak biztonsagi protokollja alapjan egy jonnan beérkez ¢ sejtet minden esetben
rdgton karanténba kell helyezni, bizonyos kontaminacio (pl. Mikoplazma fertdzés) elkeriilése érdekében. A sejtnek
mindaddig elkiilonitd (karantén) inkubatorban kell maradnia, amig be nem bizonyosodik, hogy mikoplazma negativ.
A fesztet biolumineszeens elven mikédé MicoAlert® Mycoplasma Detection (LONZA ; LT07-218) kit segitségével
végeztiik el. A mérést lnmineszeencia detekciora alkalmas plate-readerrel végeztiik, az adatokat LibreOffice Cale
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Teladat: Sejtvonalak néveked ésénck ¢s stabilitisanak fokozésa fermentorban térténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkddésének a megbizé altal rendelkezésre bocsitott
madar/eml 6s sejtvonalon ©rténd jellemz ésc

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fenotipusos vizsgalata fenymikroszk op segits égével.

Datuma: 2017.06.08. Azonosito: KUT-IKV-LIP-01-001
Felhasznalt anyagok
Gyértési Sff"
Anyag neve Gyartd szam v. I;; Lejarati id6
azon osito x
Mycoﬁ_;lert T\_/llcoAlert@ Mycoplasma LONZA LT07218 2018.01.
Detection Kit
15 ml-es centrifuga csé Deltalab 22.429920 X 2020.02.
therq nem dttetszd, kerek alja. 96-lyuki Costar 3789 2019.11.
mikroplate
1.5 mL-es mikrocentrifuga cs6 Greiner Bio-One 616-201 X 2020.02.
1 mL-es milanyag pipettahegy Greiner Bio-One 740290 X 2020.02.

Felhasznalt gépek, berendez ések, mérdeszkozok

Ellendrzés
Beren dezés neve Azonosité Kvalifikalt kalibrilt-e: x,
kvalifikalisi azonosité
Steril fiilke ADS Laminaire BIO 1L 12 x, 025/MTA 20-1801-3034
37°C-0s CO; inkubator Jouan LC N/A
Fluoreszcens/umineszcens mikroplate Thermo Scientific FluoScan NA
olvasé (reader) Ascent FL
Keverd-vortex Vortex-Genie 2 N/A
20-200 pL-es manualis pipetia Biohit ProLine N/A
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitisanak fokozdsa fermentorban tirténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszigjanak és mitkodésének a megbizo dltal rendelkezésre bocsdtoty
madar/em] &s sejtvonalon ©rténd jellemz ése

Aleim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fenotipusos vizsgilata fénymikroszk 6p segitségével.

Datuma: 2017.06.08. Azonosito: KUT-IKV-LIP-01-001

El 6zm ények:
01 MET-145_atadas jegyzokonyv a 2017.06.08-4n érkezett MEF-145 sejtekrdl

Lépések (névvel,szign dval):

Készitette Dr. Hunya Akos Gabor

A mikoplazma ftesztet a gyartoi protokoll instrukcidi alapjan végeztem (LONZA MycoAlert® Mycoplasma
Detection Kit; LT07-218) . Lépései:

1) A kit dsszes komponensét szobah mérsékletre hagytuk melegedni hasznalat el 6t

2) 600 puL MycoAlert Assay puffer-t mértem a liofilizalt MycoAlert Reagent-et tartalmaz 6 fiolaba, majd
vortexeltiik, mig teljesen fel nem oldédott

3) 600 pL. MycoAlert Assay puffer-t mértem a liofilizalt MycoAlert Substrate-ot tartalmazé fiol dba, majd
vortexeltitk, mig teljesen fel nem oldodott

4) 15 percig szobahén alini hagytuk &ket

5) a MEF-145 sejtekrol sterl fiilke alatt eltavolitottunk 2-2 ml feliiliszot mindk ét T-75-6s flaskarol (fontos,
hogy a sejtek mir legaldbb 24 ordja ebben a tapoldatban voltak)

6) a begyiijtott feliiliszokat 15 mL-cs centrifugacs ébe pipett aztuk

7) lecentrifugéltuk 1500 rpm-en (200 x g), 5 percig

8) atiszta feliiliszObol 200 pL-t 1,5 mL-es mikrocentrifuga csdvekbe pipettaztunk

9) a csovekbdl 100-100 pL-t fehér iminecszeens 96-lyuki platekbe pipettaztunk, a pozitiv és a negativ
kontrollokkal egyiitt

10) 2 limineszcens plate-readert 1s mtegrated reading-re allitottuk, majd lemértik az Osszes minta
lumineszcenciajat ( Blank)

11) ezutdn az egyes mintakra 100 uL. MycoAlert Reagent-et pipettaztuk, a plate-t rézattuk 1 percig, majd 4
percig sététben inkubdltuk, az mkubacié letelte utin lemértiik a mint ak umuneszcenciajat (Reading A)

12) a mintakra 100 pL MycoAlert Substrate-ot pipettaztunk, majd szintén 1 percig rézattuk a plate-t, melyet 9
perc sotét inkubacio kovetett. Ezutan mértiik a mintdk lumineszcenciajat (Reading B)

13) Kiéntékelésnél (LibreOffice Cale 5.4.2.2 woftver) eldszor az Osszes mért adatbol levontuk a Blank
értékeket, majd a Reading B értékeket elosztottuk a Reading A értékekkel (ReadigB/ReadingA)

14) A sejtek mikoplazma negativnak tekintheték, ha a ReadigB/ReadingA 1-nél kisebb
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Uzleti titok

madér/emlés sejtvonalon tirténd jellemz ése

Tdrgy: 1. Feladat: Scjtvonalak néveked ésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodesének a meghizo altal rendelkezésre bocsatott

Alcim: MEF-145 cgér embrionalis fibroblaszt scjtek fenotipusos vizsgilata fenymikroszk op segits égevel.

Datuma: 2017.06.08.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-001

Osszefoglal 4sa, eredménye:

kisérletek biztons dgosan folyhatnak.
Csatolmanyok felsorol asa:

1 sz. mell éklet - MEF-145 sejtek mikoplazma tesztjének eredménye

A MEF-145 scjtck a vizsgalat eredményei (1.sz. melléklet) alapjan mikoplazma fertézés mentesnek bizonyultak, igy
nincs szitkség tovabbi kezel ésre, antibiotikumos beavatkozasra. A 2 db. T-74-es flaska kikeriilhet a karanténbol, a
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Oldal: 6/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Udeti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitisinak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és miikdésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott]
madar/em] 6s sejtvonalon orténd jellemz ése

Aleim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fonotipusos vizsgalata fénymikroszk 6p segits égével.

Datuma: 2017.06.08. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-001
Csatolmanyek
Neg. ctrl. Mef-145 Mef-145 Pos. ctri.
o 3.84E-05 0 00C1 o §.47E-05
5 00032 00075 00018 0.0027
1

iy 0 0 0002 0 0008 00243

paseling corected

ALy 0.0021616 00014 0.0018 0.0026353
B (107 -0 0000354 0 0003 0.0006 0.0242353
res (B/A) 0.0 0.2 0.3 9.2 |

1.s7. mell éklet. MEF-1435 sejtek mikoplazma tesztjénel{"cradm énye. Ha a B/A érték <1, akkor a sejtck negativak
Jelmagyarazat: 0 = Blank; 5’ = Reading A; 10° = Reading B
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KUTATASI JEGYZOKONY V Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban torténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és milkodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madér/eml 6s scjtvonalon ®rténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 egér embrionilis fibroblaszt sejtek fenotipusos vizsgilata fénymikroszk &p segits égével.

Ddtuma: 2017.06.08. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-001
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor, Kiaddsén felel: Dr. Hunya Akos Gabor
H—pn 2 [5/._

i
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 1/7

Uzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Scjtvonalak ndvekedésének és stabilitasinak fokozésa fermentotban torténG nivesztéshez
1.l. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
maddr/eml 6s scjtvonalon torténd jellemz ése
Alcim: MEF-145 scjtek fenotipusos vizsgilata fenymikroszk 6p segits égével

Ddatuma: 2017.06.09.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-002

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végz6 szem élyek

Beoszt s Alairas
K/T .

Dr. Horvith Ibolya, vezeto kutatod Vezet6 kutatd W
Dr. Hunya Akos Gébor Tudoményos ' , / )

munkat irs d /‘%
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos q

munkat irs 0\1 [ fr) Jobo ke -
Bogdéan Istvanné Laborasszisztens
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Utzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Scjtvonalak néveked ésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t61ténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

madéar/eml 6s sejtvonalon ©rténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszk op segifs égével

Datuma: 2017.06.09.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-002

Ceélja é rovid leirasa:

Cél: MEE-145 fibroblaszt sejtvonal morfoldgiai és sgjtstiniiség vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Leiras: A Debreceni Egyetem altal rendelkezésiinkre bocsatott MEF-145 sejtvonalat vizsgaltuk alak,
sejtméret, nytlvényozottsg mértéke, valamint korilbel illi sejtstiriiség szempong 4bol fenymikroszkop alatt.
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal:3/7

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténd nivesztéshez
[.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjinak és mitkodésének a meghizo Altal rendelkezésre bocsatott

madar/em] &s sejtvonalon trténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 sejtck fenotipusos vizsgalata fénymikroszk 6p segitségével

Dadtuma: 2017.06.09.

Azonosito: KUT-IKV-LIP-01-002

Felhasznalt anyagok

GyArtisi S,t;"‘
Anyag neve Gyarté szAm V. l;.; Lejarati ido
azon osito ’
X
N/ A N/A N/A N A
Felhasznalt gépek, berendez ések, méréeszk 6zok
Ellenorzés
Beren dezés neve Azonositd Kvalifikalt kalibralt-e: x,
kvalifikdlas azonositd
X[?~2 mvszrt fizis kontraszt sejtbiologiai 1218364 )
mikroszkop
CCD kamera N/A -
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Oldal:4/7
KUTATASI IJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban torténé névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziGjanak és miikodésének a megbizo dltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon ©rténd jellemsz ése

Alcim: MEF-145 sejtek fenotipusos vizsgilata fénymikroszk Op segiségével

Datuma: 2017.06.09. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-002

El 6zm ények:
KUT-AJK-LIP-117-01-001 - jegyzokonyv a 2017.06.08-4n érkezett MEF-145 sejiekrdl

Lépések (névvel szign Gval):
Készitette Dr. Hunya Akos Gabor
1) A sejteket tartalmazd T-75-0s flaskikat az inkubatorbol kivett ik
2) A flaskakat egyenként a mikroszkoép targyasztalara helyeztiik
3) Mikroszkop alatt vizsgaliuk 10-es (100x nagyitis), 25-8s (250x nagyitds) és 40-es (400x nagyitas)
objektivvel (lasd 1. mell éklet)
4) Felvételeket készitettiink a mikroszk dppal dsszekapesolt CCD kameraval
5) Passzalasok alkalmaval és utin a sejteket kiillonbdzo id 6kdzonkent Gjra vizsgaltuk, killonbdz6 sejtsiiriségii

allapotban (14sd 2-3. mell¢kletck)

Osszefoglal &sa, eredménye:

A MEF-145 egér embriondlis fibroblaszt sejtek 2db T-75-6s vent cup flaskaban (parafilmmel szigetelve). A sejtek
kb 80-90%-ig konfluensek, passzézs szamuk 47 volt. Ez a sejtvonal nem tartalmaz semmilyen genetikai modositast,
a kisérlesorozat kontroll objektum it képviseli. A sejtek tipikus fibroblaszt morfologidjak, kissé elnyult, hosszikas
sejttest, zomében rovid, témzsi nyilvinyok, egyes sgjtek azonban hosszii tilszerii myilvanyokat is képesek
niveszteni.

Csatolminyok felsorel 4sa:

Lsz. melléklet - MEF-145 sejtck az érkezés napjan

2.sz. melléklet - MEF-1435 sejtek kb. 70%-o0s konfluenci aval
3.sz. melléklet - MEF-145 sejiek kb. 55-60%-os konfluenciaval
4.s7. mellékiet - MEF-145 sejtek kb. 40% konfluencia

5.5z melléklet - MEF-145 sejtek passzalas uthn 5 oraval

szécnmw@

| Eurdpai Unié
Eurdpai Regionalis
Fejlesztési Alap

GINOP-2.3.4-15-2016-00002

bl G | G s o s T =
Afels Goktata az ipar egyUttmikodese az egészsegiparban MacwaOnSzAG
KORMANYA

BEFEKTETES A JOVOBE



§

[
- By

DEBRECENI EGYETEM

KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal:5/7

Uzleti titok

madar/eml 6s scjtvonalon torténd jellemz ése

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitasanak fokozdsa fermentorban torténé novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjck expresszidjanak és milkodésenek a megbizo altal rendelkezésre bocsatoty

Alcim: MEF-145 scjtck fenotipusos vizsgalata fenymikroszk op segits égevel

Ddtuma: 2017.06.09.

Azonosité: KUT-TKV-LIP-01-002

¥

2.sz. melléklet MEF-145 sejtek kb, 70%-os konfluenciaval (100x nagyitis)

GINOP-2.3.4~15-2016-00002
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Oldal:6/7

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Scjtvonalak néveked ésének ¢s stabilitisanak fokozasa fermentorban t6rténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a meghizo éltal rendelkezésre bocsatott
madar/eml 6s sejtvonalon tdrténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 sejtek fenotipusos vizsgdlata fénymikroszk 6p segits égével

Datuma: 2017.06.09. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-002

3.sz. mell éklet MEF-145 sejck kb. 55-60%-o0s konfluenci dval (100x nagyitas)

4.s7. mell éklet: MEF-145 sejtek kb. 40% konfluencia (200x nagyitas)

SZECHENYI @

Eurdpai Unié
Eurdpai Regionalis
Fejlesztési Alap
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Oldal: 7/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Tisiat fiick

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének ¢s stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
I.1. Résrfeladat: A dajkafehérjék cxpresszidjanak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsitott]
madar/eml §s sejtvonalon ©rténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszk op segits égével

Détuma: 2017.06.09. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-002

5.57. melléklet: MEF-145 sejtek passzalas utan 5 ordaval (400x nagyitissal)

Készitette: Dr. Hunya Akos Gibor / Kiad dsért felel: Dr. Hunya Akos Gibor
/ .

SZECHENYI

o

Eurépai Unid
Eurdpai Ragionalis
Fejlesztési Alap
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Oldal: 1/6

KUTAT ASI JEGYZOKONYV D —

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének ¢s stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak ¢és mitkédésének a megbizé édltal rendelkezésre bocsatott

madéar/eml 8s sejtvonalon wrténd jellemz ése
Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtvonal fenntartisa, passzalasa

Datuma: 2017.06.09. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-003

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatolaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végz6 személyek

Beoszt as Alairas
K/T
Dr. Horvéth Ibolya, vezet6 kutato Vezeto kutatd

Dr. Hunya Akos Gabor Tudoményos

munkatars

Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos T .
mlllmkatérs TEg tlﬂl ?Q'\"‘ L‘s‘_\

z PR o e P
Bogdan Istvinne Laborasszisztens // e /// 7 o
A
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KUTAT ASI JEGYZOKONYV

Oldal: 2/6

Uzleti titok

madar/eml&s sejtvonalon Brténd jellemz ése

Targy: 1. Feldat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasinak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Résfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és milkodésének a megbizo dltal rendelkezésre bocsatott

Alcim: MEF-145 cgér embrionilis fibroblaszt sejtvonal fenntartisa, passzalasa

Ddtuma: 2017.06.09.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-003

Célja és rovid leirasa:

el 6készitése

Cél: A MEF-145 sgjtvonal fenntartasa, passzalasa

Leiras: A Debreceni Egyetemtél kapott egér embriondlis fibroblaszt sejick tenyésziése optimalis
koriilmények kozott, megfeleld technikaval, megfelelé tipoldatban, valamint kiséretekhez torténd

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
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KUTAT ASI JEGYZOKONYV

Oldal:3/6

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Scjtvonalak néveked ésénck és stabilitisanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madarfem] ds sejtvonalon trténd jellemz ése
Alcim: MEF-145 egér embrionilis fibroblaszt scjtvonal fenntartdsa, passzalasa

Datuma: 2017.06.09.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-003

Felhasznalt anyagok

Gyartisi ST;"‘
Anyag neve Gyarté szam V. l;?_ Lejarati ido
azon osito 5

DMEM high ghicose Biowest PO103-NS50L X 202002,
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG X 2020.03.
Penicillin-Streptomycin solution . P4333- X

Sigma 10OML 2021.01
10 cm-es milanyag Pefri csésze VWR 734-2321 X 2020.06.03.
10 mlL-es iiveg szerol dgiai pipetta N/A N/A X N/A
5 mlL-es iiveg szerolOgiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A % N/A

Felhasznalt gépek, berendez ések, mérdeszk vzok
Ellen drzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt kalibralt-e: x,
kvalifikalasi azonosité

Steril fiilke ADS Laminaire BIO IL 12 x, 025/MTA20-1801-3034
37°C-o0s CO, mkubator Jouan IG-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fizis kontraszt fenymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A
V izl égszivattyu N/A N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002

Afels Boktatas és az ipar egy Uttm{ikodése az egészségiparban

Eurapai Unié
Eurdpai Regionalis
Fejlesztési Alap

MAGYARORSZAG
KORMANYA

SZECHENYI

BEFEKTETES A JOVOBE

€0




f

Ig DEBRECEN! EGYETEM

f
i

Oldal:4/6
KUTAT ASI JEGYZOKONYV Tlalett ok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak noveked ésének ¢s stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndveszt éshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsétott
madarfeml ds scjtvonalon ©rténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt scjtvonal fenntartasa, passzdlasa

Datuma: 2017.06.09. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-003

El 6zm ények:
01_MEF-145_atadas_jegyzokonyv a 2017.06.08-an erkezett MEF-145 sejtekrol

Lépések (névvelszign oval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gibor

1) A MEF-145 scjtekrdl (2 db T-75-0s flaska, passzazs szama: 48) eltavolijuk az elhasznalt teny eszid

tapoldatot

) asejteket 5 mL steril PBS-sel mossuk

3) a MEF-145 sejtekre 2 mL Trypsin-EDTA oldatot mériink, majd 2 percre 37°C-os COz inkubétorba
helyezziik ket

4) a 2 perc inkubdécios id6 letelte utan vizl égszivattyd vakuumihoz csatlakoztatott Pasteur pipettaval dvatosan
leszivjuk a Trypsin-EDTA oldatot

5) iivegpipettaval alaposan felszuszpendaljuk a scjteket, majd 10 mL fiiss tapoldattal

6) cbbél a szuszpenziobol osztunk, G steril 10 cmees csészékbe 1:10 ardnyban. Az Osszes csészében a
folyad éktérfogatot kiegészitjiik 10 mL-re. A MEF-145 sejtek igy elérték a 49. passzazst.

7) Most 10 db 10 cm-es csésze sejire lesz szitkségiink, fagyasztashoz, illetve tovabbi passzalashoz,
kisérletind itdshoz.

Osszefoglal 4sa, eredménye:
A MEF-145 sejteket a 2 db. T-75-6s flaskabol 10 db. 10-cm-cs sejttenyésztd Petri csészébe osztottuk. A sejtek

passzazs szama igy elérte a 49-ct.

Csatolmanyok felsorol dsa:
15z melléklet — MEF-145 passzalas el 6t

SZECHENYI @
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Oldal:5/6
KUTAT ASI JEGYZOKONYV {isleti titok

Targy: 1.Feldat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitisanak fokozésa fermentorban torténd noveszt éshez
1.1. Részfeladat: A dajkafechérjék expressziojanak és miitkddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/eml 6s sejtvonalon orténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 cgér cmbriondlis fibroblaszt sejtvonal fenntartisa, passzaldsa
Datuma: 2017.06.09. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-003
Csatolmdnyok

1sz. melléklet MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek passzalas elétt (100x nagyitas)

SZECHENYI @
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KUTAT ASI JEGYZOKONYV

Oldal: 6/6

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndveked ésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkddésének a megbizé dltal rendelkezésre bocsatott
madar/em]&s sejtvonalon rténd jellemz ése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtvonal fenntartdsa, passzdldsa

Datuma: 2017.06.09.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-003

Kiadasért felel: Dr. Hunya Akos Gabor

Készitette: Dr. Hunya Akos Gibor
. Vy
e il
2
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal:1/7

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Scjtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és mitkddésének a megbizo ltal rendelkezésre bocsatott
madér/emlos sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntart6 passzalasa

Datuma: 2017.06.12.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-004

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatolaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas Alairas
K/T

Dr. Horvath Ibolya, vezeto kutato Vezetd kutato W
Dr. Hunya Akos Gabor Tudoméanyos ;

munkatars - —
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos o§F

munkatéars q’ U’“J' "gm—’ M&—\
Bogdan Istvanné Laborasszisztens v/ / R

Lgeito Y7 (Troe
7
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Oldal:2/7
KUTATASIJEGYZOKONYV Ugzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tdrtén ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/eml6s sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionélis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntarto passzalasa

Dadtuma: 2017.06.12. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-004

Célja és rovid leirdsa:
Cél: A MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kriopreszervalasa.

Leiras: A Debreceni Egyetemtd] kapott MEF-145 sejtvonal fagyasztasa, fenntarté tenyésztése (passzalasa)
és kisérleti elokészitése.

SZECHENYI @
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Oldal:3/7
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdarey: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
gy
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expresszidjanak ¢s miikodésének a meghizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon t6rténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntart6 passzalasa

Datuma: 2017.06.12. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-004
Felhasznalt anyagok
Gyirtdsi | O
Anyag neve Gyarto $ZAm V. i Lejarati ido
ra r e .
azonosito ”
DMEM high glucose Biowest PO103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG ® 2020.03.
5 e : 4 : P4333- X
Penicillin-Streptomycin solution Sigma 100ML 2021.01
10 em-es mianyag Petri csésze VWR 734-2321 X 2020.06.03.
10 mL-es liveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
5 mL-es Giveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
1.5 ml-es Eppendorf csb Greiner Bio-One 616201 X 2020.06
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
15 mlL-es centrifugacsd Deltalab 22429920 5.8 2020.02.
Dimethyl-sulfoxide Molar e - 2019.10.
Csavaros tetgjil fagyasztocsd (CRYO.5) Greiner Bio-One 121263 X 2020.03.

Felhasznalt gépek, berendezések, méroeszkozok

Ellenérzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikilisi azonosito
Steril fiilke ADS Laminaire BIO I1. 12 %, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO; inkubator Jouan 1G-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkdp OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyt N/A N/A
Tzopropil-alkoholos fagyasztddoboz Nalgene Cryo 1C N/A
100-1000 pl-es manualis pipetta Biohit ProLine N/A
Sejtocentrifu%a ___ , Janetzki T32C N/A e ——
-80°C-o0s mélyfagyasztd hiitdszekrény NM
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Oldal:4/7
KUTATASI JEGYZOKONYV (zleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének €s stabilitisanak fokozasa fermentorban tdrténd noveszteshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkddésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlés sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntartd passzalasa

Ddtuma: 2017.06.12. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-004

El6zmények:
KUT-JKV-LIP-01-003 passzalasi jegyz6konyv

Lépések (névvel szignéval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gébor

I. fagyasztisi protokoll

1) A MEF-145 (10 db. 10 cm-es Petri csésze) sejtekrol eltavolitjuk az elhasznéalt médiumot

2) A MEF-145 sejteket 5-5 mL 37°C-os 1x PBS-sel mossuk

3) A sejtekre ezutan egyenként 2-2 mL Tripszin-EDTA oldatot pipettizunk, majd 2 percre 37°C-os
sejttenyésztd inkubatorba helyezziik Oket

4) 2 perc inkubécids idd letelte utan 5 csészeb6l 10 mL 37°C-ra elémelegitett DMEM tapoldattal ivegpipetta
segitségével alaposan felszuszpendaljuk, majd egy 15 mL-es centrifugacsibe pipettazzuk at a sejteket.

5) az igy dsszegyiijtott sejteket 1200 rpm-el 5 percig centrifugaljuk sejtcentrifuga segitségével

6) centrifugdlds utan a leiilepitett sej ttomegrol eltavolitjuk a feliiluszot

7) a sejtpelletet ezutan 10 mL sejtfagyasztd tapoldatban (DMEM tapoldat + 10% FBS + 10% DMSO)
tjraszuszpendaljuk

8) a 10 mL sejtszuszpenziot végil 10 db fagyasztocsdbe (minden 10 cm-es Petri csésze sejthol 2
fagyasztocsbnyi sejtet készitiink, ez kb. 5 x 108 sejt / cs6 sejtkoncentracidt jelent) pipettazzuk (mindegyikbe
1-1 mL-t).

9) a fagyasztécsdveket izopropil-alkoholos fagyasztédobozba helyezziik (ez biztositja a lassu, kb. 1°C / perces
hiitést) és -80°C-os mélyfagyaszto hiitdszekrénybe tessziik

I1. fenntarté passzalasi protokoll

1) amaradék 5 db 10 cm-es Petri csesze MEF-145 (az 1./1-4. pontokban) mar feltripszinezett sejteket 10 mL
DMEM tapoldatban iivegpipetta segitségével alaposan felszuszpendaljuk

2) a 10 mL sejtszuszpenziobdl 2 mL-t (ez 1:5 higitasi aranyt jelent) atpipettdzunk egy steril 15 mL-es
centrifuga, a tébbit megsemmisitjik

3) a csbben a 2 mL szuszpenzidt kiegészitjiik 10 mL-re, majd 1200 rpm-el 5 percig centrifugaljuk
sejtcentrifuga segitségevel

4) centrifugdlds utan a letilepitett sejitomegrd] eltavolitjuk a feliliszot és felszuszpendaljuk 10 mL DMEM
tapoldatban

5) egyenléen elosztiuk a sejteket 5 db 10 cm-es Petri csészében (2 mL), majd a csészék végtérfogatat
kiegészitjik 10 mL-re

6) a sejtek igy elérték az 50. passzazst

A fenntarté passzalast innenté1 hetente haromszor (hetfd, szerda, péntek) végezziik, a passzzs szam értelemszertien
minden passzalaskor eggyel (50. passzazshoz képest) novekszik.
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

madar/emlés sejtvonalon térténd jellemzése
Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntarto passzélasa

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjck expresszidjanak €s miikodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

Ddtuma: 2017.06.12. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-004

Osszefoglaldsa, eredménye:

(igy a sejtek elérték az 50. passzazst).

Csatolmanyok felsoroldsa:

1.sz. melléklet — MEF-145sejtek fagyasztas elott 100x nagyitagban

A Debreceni Egyeterrdl 2017.06.08-an érkezett MEF-145 sejteket 10 db 10 cm-es Petri csészében felszaporitottuk
(KUT-JKV-LIP-01-003 passzilasi jegyz6konyv), majd 5 db csészében talalhaté scjte
fagyasztocsibe, a maradék 5 db csésze sejtet 1:5 ardnyban kihigitva tovabb passzaltuk 5 db. 10 cm-

ket lefagyasztottuk 10 db
es Petri csészébe

—
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KUTATASI JEGYZOKONYV Usiet teok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésenek és stabilitasanak fokozasa fermentorban tirténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizé dltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztisa és fenntart6 passzalasa

Ddtuma: 2017.06.12. Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-004

Csatolmanyok

1.sz. melléklet: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztas el6tt (100x nagyitas)
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Oldal:7/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Uizl titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikodésének a megbizo ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon térténd jellemzése

Alctm: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek fagyasztasa és fenntarté passzalasa

Datuma: 2017.06.12. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-004
Készitette: Dr. Hunya Akos Gébor / Kiaddsért felel: Dr, Hunya Akos Gabor
U /&
‘ coit?
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal:1/7

Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott

madar/emlds sejtvonalon torténé jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtvonal novekedési gbrbe szdmitds.

Dadtuma: 2017.06.19-23.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzé személyek

Beosztas Alairas
K/T o
Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutatd Vezetd kutato M
" V.

Dr. Hunya Akos Gabor Tudoméanyos - Z

munkatars ~
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos T . ; .

munkatérs ’}\ u::J‘ ,@w, L\.—-.s_._
Bogdan Istvanné Laborasszisztens 7 _ (..?/; b ,/f{ ‘

ot et 14 ;‘L--Z
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Uzleti titok

madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtvonal ndvekedési gorbe szdmitas.

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasinak fokozéasa fermentorban t&rténd ndvesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezésre boesatott

Datuma: 2017.06.19-23.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

Célja és rovid leirasa:

novekedési idogarbe segitségével.

1dogorbe segitségével.

Cél: A sejtvonal ndvekedésének és stabilitdsinak osztddasi gyakorisdganak megismerése, jellemzése,

Leiras: A sejtvonal novekedésének és stabilitdsdnak fokozasa a fermentorban torténd novesztéshez,
melynek eléfeltétele a sejtvonal bazalis novekedési, osztodasi karakterisztikdjanak jellemzése, novekedési

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatds és az ipar egyittm(ikddése az egészségiparban
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KUTATASIJEGYZOKONYV Ugzleti titok

madar/emlds sejtvonalon térténd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtvonal novekedési gbrbe szamitas.

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban (rténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

Datuma: 2017.06.19-23.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

Felhasznalt anyagok
3 g te-
Gyartasi ?‘if
Anyag neve Gyarto szam v. ? Lejarati ido
azonosité x
DMEM high glucose Biowest P0103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12,
L-Glutamine Sigma G5792-1KG % 2020.03.
s i : : ; P4333- X
o @ o 2
Penicillin-Streptomycin solution Sigma 100ML 2021.01
10 mL-es iiveg szeroldgiai pipetta N/A N/A X N/A
5 ml -es liveg szerologiai pipetta N/A N/A % N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
3.5 cm-es miianyag Petri csésze VWR 734-2318 X 2020.06.03
1.5 ml-es Eppendorf cs6 Greiner Bio-One 616201 X 2020.06
Trypan Blue stain 0.4% Thecum-Fithee T10282 x 2019.10.20.
Scientific
Biirker-kamra sejtszdmold VWR 631-0921 N/A
Felhasznalt gépek, berendezések, méréeszkozok
Ellendrzés

Berendezés neve Azonosito

Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikalasi azonositd

Steril fulke ADS Laminaire BIO II. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO» inkubator Jouan IG-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyn N/A N/A
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KUTATASI JEGYZOKONYV Ualeti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és mitkodésének a megbizo 4ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtvonal névekedési gdrbe szamitas:
Datuma: 2017.06.19-23. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

Elézmények:
KUT-JKV-LIP-01-003 passzalasi jegyzOkonyv

Lépések (névvel szignoval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

1) Hétvége utin passzaltam (53. Passzazs) a sejteket 1:2 ardnyban (eredmény 4 csésze) a kisérleti kiosztashoz

2) Novekedési idogorbe szamitasi kisérlethez standard kiindulasi sejtmennyiségre van szilkség. Ez minden
mintanal azonos, 10.000 sejt/cm?, amely (a 3.5 cm-es Petri csészék esetén 9,62 cm? feliilettet] szimolva)
1 x 10° sejt/csésze sejtet jelent

3) Megfigyelési, sejtszamolasi idépontok a kiosztastdl (0 h) szamitott 24h, 48h és 72h

4) A Kkisérletet minden id6pontban 3 parhuzamos mintaval végzem, azaz 9db 3.5cm-es cseszére lesz
szitkségem. Ez 9 x 10° sejtet jelent, vagyis kis rahagyassal ~1 M sejt

5) 2017.06.21-én a 24h-as csészék sejtjeird] eltdvolitom az elhasznalt médiumot

6) A MEF-145 sejteket 2-2 mL 37°C-0s 1x PBS-sel mosom

7) A sejtekre ezutdn egyenként 1-1 mL Tripszin-EDTA oldatot pipettazok, majd 2 percre 37°C-0s
sejtienyésztd inkubatorba helyezem 6ket

8) 2 perc inkubdacids id6 letelte utan 3 csészébdl 2 mL 37°C-ra eldmelegitett DMEM tapoldattal iivegpipetta
segitségével alaposan felszuszpenddlom, majd 3 x 10 uL-t 3 db 1.5 mL-es Eppendorf csébe pipsttdzok

9) Ezekre az elkiilonitett mintakra egyenként 10-10 plL 0.4%-os Trypan Blue festéket pipettazok

10) 5 percig inkubdlom a csoveket

11) A festék-sejt szuszpenzidt (10 pL-t) a Birker-kamra zsebébe pipettazom

12) Mikroszkodp alatt leszdmolom az egységnyi teriileten lathato sejteket, mindharom csésze esetében, legalabb
3 technikai parhuzamban

13) Az egységnyi felilleten dsszeszamolt sejtek szdma szorozva a higitassal (ebben az esetben 1:2, tehat 2) és
szorozva 10%mnel, adja meg a sejtek szamat mL-ben

14) Ugyanigy jarok el 2017.06.22-én a 48h-is mintdkkal, leszamoltam Biirker-kamra segitségével
3 parhuzamosban.

15) Ugyanigy jarok el 2017.06.23-an a 72h-as mintdkkal, leszdmoltam Biirker-kamra segitségével
3 parhuzamosban.

16) A sejtszamolasi adatokat tablazatban rogzitem (lasd 1.sz. melléklet)

17) A nyers adatokat atlagolom, szérést (SD) szamolok, majd az atlagokat szérassal egyiitt vonaldiagrammon
abrazolom (lasd 2.sz. melléklet)

Osszefoglaldsa, eredménye:

A Debreceni Egyetemt6l kapott MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek igen gyorsa nének, kevesebb mint 24h
alatt megduplazddnak. A linedrisnak tekintjiik a ndvekedési gorbéjiiket (Isd. 2.sz. melléklet), akkor a szamitott
adatok szerint kb, 5 6ra a duplazodasi idejitk. 3.5 cm-es csészékben kb. 72 dra inkubéciot kovetden elérik a
szaturaltsagi allapotot (100 % konfluencia), ez a sejtszimolasi adatok alapjan kb. 2 x 10° sejtet jelent, ami 10 cm-es

csészékre (78.54 cm’-es feliilet) kb. 1.6 x 107 db sejtet jelent. i
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal:5/7

Uzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban tSrténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkddésének a meghizé alial rendelkezésre bogcsatott

madar/emlds sejtvonalon tdrténd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtvonal névekedési gbrbe szamitas:

Ddatuma: 2017.06.19-23.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

Csatolmanyok felsoroldsa:

3.sz. melléklet — tenyésztdedények felitleti adatai

Csatolmanyok

1.sz. melléklet — nyers sejtszamolasi adatok tdblazatos abrazolasban
2.sz. melléklet — ndvekedési girbe vonaldiagramm abrazolasban

MEF-145 novekedési
gorbe
2017.06.20.
Kiindulasi sejtszam: 10.000 gejt/icny
3.5cm-es azaz ~100.000
plate==9.62cm? sejt/csesze
id6 RAW AVG sSD norm.
Ch paralell 1 100000
paraleli2 100000
paralell3 100000 100000 0 1
24h paralell1 500000
paraleli2 540000
paraleli3 465000 501667 37528 5.1
48h paratell 1 1020000
paralell2 1170000
paralell3 1260000 1150000 121244 11.5
72h paralell 1 2430000
paraleli2 2100000 2265000 233345.23 22.65

1.sz. melléklet — nyers sejtszamolasi adatok tablazatos abrazolasban

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatds és az ipar egylittmikodése az egészségiparban
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KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tériénd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziojanak és mikddésének a megbizd 4ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon térténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtvonal ndvekedési gdrbe szamitas;

Datuma: 2017.06.19-23. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

MEF-145

2

00000

LIt

cell number

T T
Ch 24h 48h 72h

2.sz. melléklet — ndvekedési gorbe vonaldiagramm abrazolasban

3.sz melléklet - tenyése ':. i (gyéartoi adatok alapjan)
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésénck és stabilitasanak fokozasa fermentorban tdrténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expresszidjanak és mitkddésének a megbizé altal rendelkezésre bocsétott
madar/emlds sejtvonalon trténd jellemzese

Alcim: MEF-145 sejtvonal novekedési gorbe szamitds.

Dadtuma: 2017.06.19-23. Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-005

Késgitette: Dr. Hunya Akos Gibor Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gabor
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tadrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténd novesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziGjanak és miikodésének a megbizd altal rendelkezésre boesatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kiserleti sejtkiosztasi protokollja

Ddtuma: 2017.06.26- Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-006

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas Alairas
K/T “
Dr. Horvath Ibolya, vezet6 kutato Vezetd kutatd

Dr. Hunya Akos Gabor Tudomanyos f
munkatérs . S ol
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos f? ' ;
munkatérs A u?‘d_ T@w &’\"3——\

Bogdan Istvanné Laborasszisztens 7 2’/ //, /ﬂ / it
rr Rl Y
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KUTATASI JEGYZOKONYV {Toleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténé novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztasi protokollja

Dadtuma: 2017.06.26- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-006

Célja és rovid leirdsa:

Cél: A MEF-145 sejtek standardizalt protokoll alapjan torténd kisérleti elokészitése sejttoxicitasi é€s
western blot analizishez

Leiras: A KUT-JKV-LIP-01-005 azonositojli jegyzokdényvben kiszamitott novekedési gorbe eredményei
alapjan a kilonbozé nagysagi feliiltettel rendelkezd tenyésztdedényekhez optimalizalt standard
sejtkiosztasi protokollt dolgoztunk ki.
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KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t61ténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztési protokollja

Datuma: 2017.06.26- Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-006
Felhasznalt anyagok
Cyiketini Sr:f
Anyag neve Gyarté SZam v. o? Lejarati idé
azonositd )
X
DMEM high glucose Biowest P0103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG X 2020.03.
Penicillin-Streptomycin solution Sigma ?ggi;]: X 2021.01
10 mL-es liveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
5 mL-es {iveg szeroldgiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A % N/A
96-well plate Orange Scientific 4430100N X 2018.08.
6 cm-es milanyag Petri csésze VWR 734-2321 X 2020.06.03
1.5 ml-es Eppendorf csd Greiner Bio-One 616201 X 2020.06
12 csatornds multichannel pipetta 50-300uL Orange Scientific 3590130 - N/A
8 csatornas multichannel pipetta 50-300uL Orange Scientific 3590115 - N/A
Sejtkiosztd autoklavozhatd milanyag V- .
ala]a:l' reservoir 12 és 8 csatornas piget%ékhez Biki B0 ] WA
Autokléquhatq mianyag \’ftalzlxk{l .1'2 lyuka Bislogix 25-1202 ) N/A
reservoir 12 és 8 csatornas pipettdkhoz

Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkozok

Ellenérzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikdlt/kalibrilt-e: x,
kvalifikdlasi azonosito
Steril fiilke ADS Laminaire BIO II. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO; inlubator Jouan 1G-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkdp OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyt N/A N/A

SZECHENYI @

Euroépai Unidé
Eurépai Regionalis
Fejlesziési Alap

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felséoktatas és az ipar egyiittm{ikodése az egészségiparban

MAGYARORSZAG

KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE




}yf DEBRECENI EGYETEM
e
f

Oldal:4/8

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd noveszteshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé éltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon tdrténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztasi protokollja

Datuma: 2017.06.26- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-006

Elgzmények:

KUT-JKV-LIP-01-002 MEF-145 fénymikroszképos vizsgalat jegyzokonyv
KUT-JKV-LIP-01-003 MEF-145 passzalasi jegyzokonyv
KUT-JKV-LIP-01-005 MEF-145 novekedési gorbe

Lépések (névvel,szignéval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

A MEF-145 névekedési gorbe szamitasi kisérlet eredményei alapjan kidolgoztuk a kiilonbdzé nagysagui feliiltettel
rendelkezd tenyésztdedényekhez optimalizalt standard sejtkiosztasi protokollt. A tovabbiakban minden kisérlet
elokészitéséhez ezeket a standard protokollokatt hasznaljuk:

1. sejttoxicitdsi mérésekhez:

1) A MEF-145 (szaturaciohoz kdzeli kb. 80-90%-os konfluens 10 cm-es Petri csésze, 1.sz. melléklet) sejtekrol
eltavolitom az elhasznalt médiumot

2) A MEF-145 sejteket 5-5 mL 37°C-o0s 1x PBS-sel mosom

3) A sejtekre ezutin egyenként 2-2 mL Tripszin-EDTA oldatot pipettazok, majd 2 percre 37°C-0s
sejttenyésztd inkubatorba helyezem 6ket

4) 2 perc inkubdciés id6 letelte utin a csészé(k)bsl 10 mL 37°C-ra clomelegitett DMEM tapoldattal
iivegpipetta segitségével alaposan felszuszpendalom, majd egy 15 ml-es centrifugacsébe pipettizom at a
sejteket, innen 20 pl-t egy steril 1.5 pL-es Eppendorf csébe pipettazok

5) Erre az elkiilonitett mintara 10 pl 0.4%-os Trypan Blue festéket pipettazok

6) 5 percig inkubalom

7) A festék-sejt szuszpenzidt (10 plL-t) a Biirker-kamra zsebébe pipettazom

8) Mikroszkop alatt leszamolom az egységnyi terilleten lathato sejteket, legalabb 3 technikai parhuzamban

9) Az egységnyi feliileten 0sszeszamolt sejtek szdma szorozva a higitassal (ebben az esetben 1:2, tehat 2) és
szorozva 10*nel, adja meg a sejtek szamat mL-ben

10) A sejtioxicitasi  tesztek  clokészitéséhez az eddigi  vizsgdlatok eredményeit felhasznalva
(fénymikroszkopos vizsgélat, passzalasi jegyzokonyv, ndvekedési gérbe) hataroztuk meg a
megfeleld sejtszamot. Fontos kritérium: a sejtek a kioszést kovetéen 1 nappal 60%-os konfluens
allapotban legyenek (Isd. 2.sz. melléklet). Igy a leghatékonyabb a kezelés.

11) A toxicitasi teszteket 96-well plate-kben végzem, wellenként 100 pL munkatérfogattal

12) A standard kiosztasi sejtszam 96-well plate esetén 1 x 10* sejt/well, vagyis 1 x 10° sejt/ mL

13) A kiszamitott térfogatll sejtszuszpenziot a 15 ml-es centrifugacsébol atpipettazom a V-alaku reservoir-ba,
kiegészitem a kiszamitott ardnyban friss DMEM tapoldattal

14) 8 csatornas pipetta sejitségével a higitott szuszpenziot a 96-well plate-k welljeibe pipettazom
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KUTATASI JEGYZOKONYV et tirok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedesének €s stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a meghizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/enilos sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztasi protokollja

Ddtuma: 2017.06.26- Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-006

|

1) A MEF-145 (szaturaci6hoz kozeli kb. 80-90%-o0s konfluens 10 cm-es Petri csésze, 1.sz. melléklet) sejtekrdl
eltavolitom az elhasznalt médiumot

2) A MEF-145 sejteket 5-5 mL 37°C-o0s 1x PBS-sel mosom

3) A sejtekre ezutin egyenként 2-2 mL Tripszin-EDTA oldatot pipettazok, majd 2 percre 37°C-os
sejitenyésztd inkubétorba helyezem 6ket

4) 2 perc inkubaciés id6é letelte utdn a csészé(k)bdl 10 mL 37°C-ra elémelegitett DMEM tapoldattal
{ivegpipetta segitségével alaposan felszuszpendilom, majd egy 15 ml-es centrifugacsibe pipettdzom 4t a
sejteket, innen 20 plL-t egy steril 1.5 pl.-es Eppendorf cs6be pipettazok

5) Erre az elkiilénitett mintara 10 pL 0.4%-os Trypan Blue festéket pipettazok

6) 5 percig inkubilom

7) A festék-sejt szuszpenziét (10 pL-t) a Biirker-kamra zsebébe pipettazom

8) Mikroszkép alatt leszamolom az egységnyi teriileten lathato sejteket, legalabb 3 technikai parhuzamban

9) Az egységnyi felilleten dsszeszamolt sejtek szama szorozva a higitassal (ebben az esetben 1:2, tehat 2) és
szorozva 10%nel, adja meg a sejtek szamat ml-ben

10) A western blot kisérletek elokészités¢hez az eddigi vizsgalatok eredményeit felhasznalva
(fénymikroszképos vizsgalat, passzilasi jegyzokonyv, névekedesi gorbe) hataroztuk meg a
megfeleld sejtszamot. Fontos kritérium: a sejtek a kioszast kovetden 1 nappal 60%-os konfluens
allapotban legyenek (lsd. 2.sz. melleklet). Igy a leghatékonyabb a kezelés.

11) A western blot kisérletekhez a sejteket 6 cm-es milanyag Petri csészékbe osztottam ki, csészénként 5 mL
munkatérfogattal

12) A standard kiosztasi sejtszam 6 cm-es Petri csészék esetén 5 x 10° sejt/csésze, vagyis 1 x 10° sejt/ mL

II. Western blot kisérletekhez:

Osszefoglalasa, eredménye:

A KUT-JKV-LIP-01-002, KUT-JKV-LIP-01-003, valamint a KUT-JKV-LIP-01-005 azonositoju
jegyzOkonyvek adatai, eredményei alapjan a kiilonb6z0 nagysagu feliiltettel  rendelkez6
tenyésztéedényekhez optimalizalt standard sejtkiosztasi protokollt dolgoztunk ki 96-well plate-ekre
(citotoxicitasi kisérletek) és 6 cm-es Petri csészékre (western blot analizis). A jovOben minden kisérletre
torténd sejtkiosztast ezek alapjan fogunk elvégezni.

Csatolmanyok felsoroldsa:

1.sz. melléklet: 80-90%-os konfluens sejteloszlas
2.sz. melléklet, MEF-145 sejtek 60%-o0s konfluens allapotban
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Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikodésének a megbizd Altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionélis fibroblaszt sejtek kisérleti sej tkiosztasi protokollja

Datuma: 2017.06.26- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-006

Csatolmanyok

2 - 8.
‘P ) -

1.sz. melléklet: 80-90%-os konfluens 10 cm-es Petri csésze sejteloszlasa — ez az allapot a kiindulds az optimalis
kisérleti sejtkiosztashoz (100x nagyitas)
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KUTATASI JEGYZOKONYV (ladleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban térténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziojanak és mitkbdésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztasi protokollja

Datuma: 2017.06.26- Azonositéo: KUT-JKV-LIP-01-006

2.sz. melléklet, MEF-145 sejtek 1 nappal a kiosztés utédn 60%-o0s konfluens -éllapotb —idedlisa
stresszorokkal, gyégyszerjeldltekkel torténd kezeléshez
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a KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésénck és stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténo jellemzése

Alcim: MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek kisérleti sejtkiosztasi protokollja

Datuma: 2017.06.26- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-006
Készitette: Dv. Hunya Akos Gabor Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gabor
o '
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KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és mitkédésének a meghizé 4ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Datuma: 2017.07.03- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatolaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas Alairas
K/T

Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato Vezet6 kutatd /96 s :
Dr. Hunya Akos Gabor Tudomanyos / / A

munkatars —
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos s | _

munkatars rﬁ 1 {ELt-d' “ngu_ h&;ﬂ_
Bogdan Istvanné Laborasszisztens //{-/:.-;);,.4@,, //\/‘ {/fk*. s’
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Uzleti titok

madar/emlds sejtvonalon térténd jellemzése
Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

Datuma: 2017.07.03-

Azonosité; KUT-JKV-LIP-01-007

Célja és rovid leirdsa:

Cél: Western blot analizis standardizélt protokoll létrehozasa

optimalizalasa, standardizalasa, leitaranak elkészitése.

Leiris: Dajkafchérjék expressziGjanak és mitkddésének a Debreceni Egyetem altal rendelkezésre bocsatott
MEF-145 egér embrionélis fibroblaszt sejtvonalon torténd jellemzéschez hasznalt western blot technika

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGaktatas és az ipar egylittmiikddése az egészségiparban
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének ¢és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének a megbizé dltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

N Datuma: 2017.07.03- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007
Felhasznalt anyagok
. GyArtasi S:le
Anyag neve Gyarté szam v. o? Lejarati ido
azonosito x
RIPA puffer Sigma-Aldrich R0O278-50ML - 2020.02.23.
Protease inhibitor coctail Sigma-Aldrich P8340-1ML - 2019.12.20.
Mintapuffer, Lacmmli 4= koncentralt BIO-RAD 161-0747 - 2019.12.20.
F vizjég N/A N/A - N/A
1.5 mL-es Eppendorf csé Greiner Bio-One 616201 - 2020.06.
Pierce BCA Protein Assay kit Pierce 23225 - 2020.01.
= 96 well plate fehérjeméréshez Greiner Bio-One 655101 - 2020.05.10.
Uveglapok (.75 mm vastagsaga 1653308 és
pulishdleanid pilhen ElO-RAL 1653310 - W&
Protein molekulatémeg marker BIO-RAD 1610375 - 2019.11.
i PVDF membran Immobilon-P .45mm Millipore IPVHO00010 - 2019.10.
Whatmann szlirépapir VWR 732-4093 - 2020.01.
Miianyag talka membranokhoz N/A N/A - N/A
— PBS N/A N/A - N/A
ECL (Immobilon Western) Millipore WBKLS0100 - 2019.01.05.
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Uzleti titok

Aleim: Western blot standardizélt protokoll

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban térténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expresszidjanak és mitkodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon térténd jellemzése

Datuma: 2017.07.03-

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

Felhasznalt gépek, berendezések, méroeszkiozok

kamera

Ellenérzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikalasi azonosito
Sejtkapard palca N/A N/A
Manualis pipetta 100-1000 pL Biohit ProLine N/A
Hiithet6 sikrazd mikro centrifugacsévekhez | Eppendorf Thermomixer Comfort | N/A
Vizlégszivattyi N/A N/A
Centrifuga mikro centrifugacsévekhez Sorvall RMC 14 N/A
Plate olvaso fotométer Thermo MultSkan EX N/A
Poliaksilamid gél elekrtoforézis kit Blo"%ﬁngii%mm N/A
Blottolo berendezés BIO-RAD Mini Trans-Blot Cell | N/A
Billego tér-razd razdgép Labnet Rocker 25 N/A
Alphalmager HP nagysebességii CCD Alphia Tt T, N/A
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KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténé novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Datuma: 2017.07.03- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

El6zmények:
KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll

Lépések (névvel szigndval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

A standardizalt protokollt a BIO-RAD cég A Guide to Polyacrylamide Gel Electrophoresis and Detection”
valamint a ,Protein Blotting Giude” cimii protokolljai alapjan készitettiik (a pufferck, oldatok receptjei is innen
szarmaznak), 1épései:

1) A vizsgalat kezdetét megelézben 48 6raval 5 x 10° sejt/csésze MEF-145 sejtet oltottunk ki 6 cm-es Petri
csészére.

2) A 24 6rés inkubaciét (37°C, 5% CO») kdvetden a sejteket a hovel (hosokk), gyoOgyszerjelolt molekulakkal,
stresszorokkal kezeljiik meghatirozott koncentracioban és ideig

3) Ezt kveti egy minimum 6 6rés, de dltalaban overnight (16 dras) recovery

4y Ezutin a sejtekrol eltavolitom az elhasznalt médiumot

5) Innentdl minden lépést jégen végzek, illetve minden edényt puffert, eszkdzt lehiitdk legalabb +4°C-ra

6) A sejteket haromszor mosom jéghideg PBS-el, a maradék folyadékot leszivom a sejtekrdl amennyire csak
tudom vizlégszivattyl segitségével

7) Ezt kovetben 200 pL jéghideg protedz inhibitor koktélt tartalmazé RIPA (Radio-Immunoprecipitation
Assay) puffert pipettazok a sejtekre

8) Sejtkapar6 palca segitségével a sejteket Gsszekaparom, majd atpipettazom eldhiitdtt, feliratozott 1.5 mL-es
Eppendorf csévekbe

9) A csdveket ezutan razatom hiithetd sikrazéban 2 6ran keresztil

10) 12000 rpm-en 10 petcig centrifugalom ket, majd a feliiluszot atszivom 1j csdvekbe

11) Ezt kivetden az egyes mintak sejtlizatumainak osszfehérje koncentraciojat megmérem BCA reagen kit-tel
(a gyartdi protokoll alapjan)

12) A fehérjemérés eredménycit felhasznalva a mintdk protein koncentraciojat egységesitetem (a legkisebb

szamitasok alapjan

14) az igy elkészitett mintakhoz a térfogat aranynak megfeleld mennyiségii 4 x Laemmli puffert adok, majd a
mintakat forralom 5 percig

15) az 1.sz. mellékletben talalhato tablazat alapjan 12 %-os 15 zsebes 0.75 mm vastag SDS-Poliakrilamid gélt
készitek

16) A gél zsebeibe 5 pL mintat viszek fel, a két szé1s6 zsebbe csak 1 x Laemmli puffert pipettazok

17) A masodik zsebbe protein molekulatomeg markert, a fennmaradé zsebekbe pedig mintakat viszek fel, ez
utdbbiakat 3 technikai parhuzamban

18) A futtatist 160 V fesziiltséggel végzem, nagyjabol 45 percig, amig a front éppen nem fut le a gélrdl

19) A futas végeztével a gél(eke)t blottold putferbe helyezem 5 percig
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Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban tdrténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és miikodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madarfemlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alecim: Western blot standardizalt protokoll

Datuma: 2017.07.03- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

20) Kdzben elére méretere vagott (8 x 5 cm) PVDF membran(oka)t metanolban aztatom (aktivalom) 5 percig,
majd szintén 5 percig blottold pufferbe rakom

21) Majd ugyanebben a pufferben eldaztatott 2 db egymara illesztett Whatman sziir6papir felszinére helyezem
a membrant

22) A membrén felszinét blottold pufferrel alaposan megnedvesitem, majd réhelyezem a gélt, erre pedig jabb
2 db. elénedvesitett Whatman papirt.

23) Az igy keletkezett ,.szendvics”-bél alaposan kinyomkodom a buborékokat, majd a megfeleld orientacidban
(a futds az aram irdnyanak megfeleléen, vagyis a negativ pélus felol a pozitiv polus felé zajlik) a blottold
késziilékbe helyezem és hiitve 500 mA aramerdsséggel 1 6ran at blottolom.

24) Blottolas befejeztével a membran(okajt 1 x TBS-0.1% Tween-20 (TTBS) pufferrel 3 x 5 percig mosom

25) Mosast kivetéen 5%-0s nem zsiros tejport tartalmazé TTBS-ben blokkolom a membran(oka)t 1 6rén at

26) Ezt ijabb mosasi lépés kdveti 1 x TTBS pufferrel 3 x 5 percig

27) Ezutan a membranokat a megfeleld elsédleges antitesttel, a megfeleld higitasban overnight +4°C-on
inkubalom

28) Az inkubécio leteltével a membran(oka)t mosom 1 x TTBS pufferrel 3 x 5 percig

29) Majd a membranokat 1 6ran at inkubaltom torma peroxidaz-konjugalt anti-egér vagy anti-nyal IgG
masodlagos antitest (3% nem zsiros tejport tartalmazé PBS-ben oldva, megfeleld higitasban) j elenlétében

30) A fehérje-antitest komplexeket a torma peroxiddz enzim kemilumineszcens szubsztratjanak (ECL)
segitségével mutatom ki

31) A membranokrol késziilt digitalis felvételeket az AlphaEase FC szoftver segitségével analizalom

32) Az egyes mintak denzitometrids analizisének eredményeit az ugyanabbol a mintabol mért GAPDH fehérje
szintjéhez normalizdlom

Osszefoglalasa, eredménye:

Dajkafehériék expressziéjanak és mitkédésének a Debreceni Egyetem altal rendelkezésre bocsatott MEF-145 egér
embrionalis fibroblaszt sejtvonalon torténd jellemzéséhez, a BIO-RAD cég ingyenesen elérhetd guide-jainak
felhasznalasaval hoztunk létre egy standardizalt western blot protokoll leiratot.

Csatolmanyok felsorolasa:

1.sz. melléklet: Kézzel 6ntdtt poliakrilamid gélek Gsszetétele
2.sz. melléklet: SDS-PAGE-hez hasznalt pufferek dsszetétele
3.sz. melléklet: Blottolashoz hasznalt oldatok pufferek sszetétele
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd ndvesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezesre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll
Datuma: 2017.07.03- Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

Csatolmanyok

FABLE 18.3 Solutions for Frepaving Resolving Gels for Tris-gigcine
sys.,rolyueryhmﬂc Gel Electrophoresis

Componcnt velumes {ml) per gel mold volume of
Solution components Sl 10ml i5ml 20ml 25ml 30ml 40mi 50ml
e i

e

¥ b 96 53 79 106 132 159 202 265
30% acrylamide mix 10 20 30 40 50 60 80 100
1.5 Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 100 12--2
10% SDS 005 0f 015 02 025 03 0.4 O‘ﬁ
10% ammonium persulfste 0.05 01 015 0.2 0.25 03 04 0.5
TEMED 0.004 0.008 0012 0016 002 0024 0032 0.04

o 5 232
H.O 23 46 69 93 115 139 188
30% acrylamide mix 13 27 40 53 67 80 107 ISAg
1.5 Tris (pH 8.8) 13 25 38 50 63 15 100 12
10%SDS 005 01 015 0.2 025 03 0.4 9.5
10% ammonium persulfate 005 0.1 015 0.2 025 03 0.4 0.5

TEMED 0.003 0.006 0.008 0.012 0015 0.018 0,024 0.03
IGE-.O 19 40 59 79 99 119 159 198

30% acrylamide mix j7 33 50 67 83 100 133 167
1.5M Tris (pH 8.8) 13 25 38 50 6.3 75 100 125
10%8DS 005 €1 0156 02 025 03 0.4 0.5
10% ammonium persulfate 0.05 1 015 02 p25 03 0.3 0.5.
TEMED 0.002 0004 0.006 0.008 001 O 012 0.016 v.02
% “

12}-1‘,(} 16 / 33, 49 6.6 82 138 {gg | ;‘gg

3% acrylamide mix 20 " 40 640 80 100 3 2
- 1,5‘;4 Tns (pH 8.8) 13 25 a8 5.0 63 75 100 125

10% SDS 605 01 Cl5 g'z; 0 gg gg g.: gg

i sulfate 0.05 01 015 2 0 : X

i‘g}?&nﬁmomum = 0.002 0004 0.006 0008 001 0012, 006 0.02

i
151?2(‘) 11 23 34 186 g; 12% ')g 2 ; i g

de mi 24 50 175 100 12 . 20.0 5.
gqﬁﬁg‘gﬁl?:‘;ﬁ ;tr]r;nx 13 25 38 50 6.3 75 100 125
10% SDS po5 01 015 O g gg-’; gg g‘: k:.S

% i sulfate 0.05 01 0315 0. B2 05

é%&g:‘)mom“m PSS 0.002 0.004 0.006 0.008 001 0012 0016 o2
TABLE 18.4 Solutions for Preparing 5% Stacking Gels for Trin-glycine
SDS-Poly ¢7] ide Gel Elfcctrophoresis

Component volumes (ml) per get meld volume of

Solution components S0u T 2wl Bmb Aml sml Gml Nwl 10wl

e R VA, 47 1.4 a1 .

H.O T oem 14zl ¥ _ &

g L €2 07 033 U5 OuT uEL Lo )
3“@3%?,'?,2‘;1"3 S}”‘ c0013 025 038 05 0EL 0T 10 1
10% SDS ’ G4 001 QU 008 001 QW 0WGoes o

. " ¢ 0ol 002 003 081 005 8¢ 4 RS
'Ji%'};aEgmn.uum pumulfnl;‘-om g,l}ul Q002 0003 QU0 OUUH DO0E QQeN 0oy
— e 1
Tables 18.3 und 154 vre modified from Harlus and Lawae (FOHRL

1.sz. melléklet: Kézzel ontott kiilonbozo toménységll poliakrilamid gélek (Stacking és resolving) dsszedllitasa. A
tablazat Harlow és Lane (1988) alapjan késziilt.
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madar/emlds sejtvonalon térténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

Datuma: 2017.07.03-

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

Buffer Formulations

1 M8 Tris-HEH, 5 7.0 (100 )

Sample Preparation Buffers

SDS-PAGE Sample Buffer (2x, & mi)

{ . Gomh
mHﬂuHm !g'n: 525 18 Tis-HCL pH B, 25% gfyoand, 7% DS,
Arfust pH 1w 75 with HOL D015 bramophenal blis
ot 0 0 100 mi 0:5 mi Tris-HCL pH 6.8 om

25% Giyeercd 20w
0.5 M Tris-HCI, pH 0.8 (100 mi) 1.0% Eromupbencl tg 008

0% 505 1Bm
Tris: bsny 6089 a0 202mi
dHO -enmi Storn s 1-2 mi siiquots a1 ~70°C g add
Acust 1 pH A 8 with HOL B {04 mi) or 3% OTT
a0 10 100m before usn
Store a1 £°C

Protein Precipitation Solution (100 mi)
10% SDS {10 mi) 20% Tichloroacatic ackd (TCAL 0.2% DIT # toe-cold

acatdne (-20°C)
sns 100g TCA 000G
dHO o W0mi orr 0205

Aceons awm
1.0% Bromophanol Blue (10 mi) Disaohe

Acstora tn 100 mi
Eromoghano biua 100 mg Stora ot -20°C.

0 B Wash Solution (100 mi}

RIPA Solubliization Butfer (100 mij 0.2% DT in ice-coied acetons -20°C]

2 M Trie-HOI pH 76, 150 M NaCh 5 mMEDTA, DT astg
158 P40 o 126 Triton X-400, 155 socum decxycholstn. Acstcnn 0mi
0.1% 508 Dusche

Natl os8g Acetone to 10
DA 0159 Sore at -20°0,

NP-40 oo Triton X100 1

Sotum daseyeroian 1g Lavis Butias (50 mij .
P ot0g EMWanmwMMPS.I%(MJMI
o it 2% fu) cormer amghlytes [pH 3-10)

1 M Trig-HCl, pH 76 26mi Uma 2o0g
#H0 to 108 m! Thiowea T60q

a0 045
Phosphats Buffered Salina (PBS, 1L) CHARS. zo0g
Q8% ) sodum chiorids bn Bolyta® 10m
bufier pH 74 oIt 0shg
Ml BGOg aH0 o 50m
el 022g SDS Sampl 0 i}
Ha HPO, 1449 1% fwvy SDS, 100 mid Tris-HCH [EH 8.5
g,;o “ ;;;ns a0 as0g
Aciust piH to 7.4 with 1 or NeOH. L’“zm ‘:‘;’"z
L L Teratn to pH 5.5 with dted HE:

¢HO 0 B0nE

Buifer Formulations

Gel Casting Reagents

Sample Buffers

Acrylamide/Biz {30% T, 2.67% C) 2% SDS-PAGE [Lasmmit, 30 mi
m‘;s m?”{’gg‘"” H;ﬂg 2 5 mid Tris-HOL pH 8.8, 2% SDIS, 25% ghycerol,
&40 b 0.03% bromophenal bluo. 5% f-mercaptosthandt
Filtar s store af 4°C i tve Gk (30 davel kbt fremn)
Somtishunming Pl oo
Catalog #151-0125, 3751 acrylamioabis powder 2l et
Catslog #161-0158, 50% ¥a soluticn ity i
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 {150 mi) a0 o 50ml
' R Add -mercsptoathanc 150 4 10 950 ul sarvpia butter)
Tria e (16.16 g1100 ) Z123g DSy
a0 Eomi 2x Native PAGE (30 mi}
Adamtio pHE.E with6 N HCL
g o 150m 82 5 il T HCL pH 8.8, 40% ghcerl,
Siom BE4°C, G.0Y% bromophenal blug
0.5 M Tris-HCL gH 6.0 05 M TisHOL pHES a5l
i .14 £0% Ghyoerol 240m

. 0% Bromophand Bue azm
Tris base andg ::
a0 i 0 1 30mi
Adpmtio pH © 57 with § N HOL 25 Tricine (30 mt)
HO 10 100 md
Siora @ £°C 200 mA Triz-HOL pH 6.8, 2% SOS, 40% plycord,

0.04% Coomases Briliart Blua G-250,
0% mfek 203 {10 ) 2% B-mercaptoethanol {addad frash)
e 10009 05 T HOL pHES 120w
o R e
el genbia stimng Gt =
&40 o 1000 Coomassio Bloo G-250 1200mg
@H,0 waom

10% bwiv APS frest daiiy) Add P 20 i 580
betorn use.

Anmonim permiistn orag

@0 Tm

Water-Saturated n-Butanol

nBuanol s0m

@50 smi

Combing m o botthe ond ahake, Use e top phase only.
i 5t oo temperatun

2.sz. melléklet: SDS-PAGE-hez hasznalt pufferek, oldatok receptjei a BIO-RAD ,,A Guide to

Polyacrylamide Gel Electrophoresis and Detection” protokoll alapjan
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KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd névesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és milkdésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/eml6s sejtvonalon térténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Datuma: 2017.07.03-

Azonosito: KUT-JKV-LIP-01-007

Senaral Detechion Bufters

Tris-buffered saline (TBS) 20 M Tria-HCL 500 mbd NaGl {pH 7.5)

Disacivo 4.84 g Tns base and 58.48 g NaClin 1.6 L deionized H,0: adiust pH 10 7.5 with HCI:
adust volume (o 2 L with delonized H,0.

TTBS wash solufion 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 0.05% Tween 20 (pH 7.5)
Add 0.5 mi Tween 2010 1 L TBS.

‘Wash solution for chemiluminescence 20 mi Tris-HCI, 500 mbA NoCl, 0.1% Tween 20 (pH 7.5)
Add 1 ml Tween 20 to 1 L TES.

Citrate-buffared saline (CBS) 20 mM cilrate, 500 mM NaCi (pH 5.8)
Includad in Immun-Blot® protein G Kits.

TCBS wash solution 20 mi citrate, 500 mM NaCl, 0.02% Tween 20 (pH &.5)
Ackd 0.5 mi Tween 20 to 1 L CBS.

Blocking solution 4% gelain-TBS
Add 3.0 g gelstin to 100 mi TBS. Heat to 50°C; stir to disschea
or
1% BSA-TBS
Add 1.0 g BSA 1o 100 mi TBS; st lo dimsolve.
ar
5% nonfat mik- TS
Add 5.0 g nanfat dry millk to 100 ml TBS; stir to dissolva,

Note: Gelatin will clog the membrana and cut off the vacuum fiow of the microfitration units; an alternativa blocking
solution and antibody buffer must be used with the Bio-Dot® or Bio-Dot SF apparatus.

Blocking solution 2% nonfat mik-TBS
for chemiluminascence {general) Acd 0.2 g of nonfat dry mik to 10 mi TBS, stir o dissobve,

Note: Thig blocker is nol recommondad for awdin-biotin systems.

Antibody butfer 1% golatin TTES
Add 2.0 g gelatin 10 200 ! TTBS. Heal to 50°C: slir to disaoive.

or

19 BSATTRS

Add 2 0.9 BSA to 200 ml TTBS, st 1o disschve

or

5% nonfat mik-TTBS

Add 10.0 g nonfat dry mik to 200 mi TTBS, etir to dissohe.

Note: Gelatin will clog the membrane and cut off the vacuum Sow of the microfiitration units; an allernative blocking
solution and antibocy buffer must be used with ihe Bio-Cot or Blo-Dot SF apparatua.

Antibody butfer 0.2% nonfat mik-TTBS

for chemiluminescence Add 0.4 g nenfat milk to 200 ml TTBS; str to dissobve,

{fmmun-Star™ AP anly)

Antibody buffer 1% gelalin TCSS

for protein G-HRP Add 1.0 g gelatinto 100 mi TCBS. Heat 1o 50°C; siir 1o dizsolve.

Primary antibody solution Diuta the primary antibady to tha appropriate fiter in 100 mi antibody butler.

Segondary antibody soluticn

Diute the secondary sntibody conjugate ot 1:3.000 by mbing 33 i antibody conjugate In 100 mi antibody buffer.

Protein G-HRP Mix 33 1 protein G conjugata solution in 100 M 13 gelatin n TCAS.

conjugate solution

Streptavidin-biotinylated Add 33 p! of streptavidin to 100 mi TTBS. Add 33 pi of biolmyiated AP (0 this solution
AP complox Allow the compiax 10 incubata 1-3 hr al room temperatule befom use.

3.sz. melléklet: Blottolashoz hasznalt oldatok pufferek sszetétele a BIO-RAD
,,Protein Blotting Giude” cimi protokollja alapjan
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének ¢s stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndveszieshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikodésének a meghizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: Western blot standardizalt protokoll

Datuma: 2017.07.03- Azonosité: KUT-JKV-LIP-01-007

Készitette: Dr. Hunya Akos Gibor Kiadasért felel: Dr. Hunya Akos Gabor
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziGjanak és mitkddesének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon (orténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hosokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozasa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62. —‘

A miiveletet végzo személyek

Beosztis Alairas
K/T N

Dr. Horvath Ibolya, vezet6 kutatd Vezetd kutatd M
-7 1)
Dr. Hunya Akos Géabor Tudomanyos
munkatars #,_7/ e
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos o /
munkatars ’_?{ L-L,ﬁf ‘”Q\—q:-— XA_Q‘

Bogdan Istvanné Laborasszisztens - 1 .S P
| Bog rasszisz u/f/j Al S e
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uloletl Giok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésénck és stabilitisanak fokozasa fermentorban t611én6 novesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikddésének a megbizo Altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatdrozasa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Célja és rovid leirasa:

Cél: A MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt sejtek optimalis hésokk hoémérsékletének-, és idejének
meghatarozasa western blot technika segitségével

Leirias: A Debreceni Egyetem altal rendelkezésiinkre bocsatott MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt
sejtek legfontosabb dajkafehérje (Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90) expresszidjanak jellemzése c€ljabol
meghatarozzuk azt legrovidebb id6tartamot, valamint azt a - még fehérje denaturdcioval nem jard —
legidedlisabb hosokk hémérsékletet, melyen a dajkafehérjék szignifikdns mértékben expresszalodnak. A
dajkafehérjék kozil a két legjobban indukalhatot, a Hsp70-et és Hsp25-6t valasztottam ehhez a kisérlethez.
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 3/10

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésenek €s stabilitisanak fokozéasa fermentorban térténé ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziojanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott

madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hosokk homérsékletének-, és idejének meghatérozasa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Felhasznalt anyagok
Gyartdsi Sr';f
Anyag neve Gyarto SZam V. o? Lejarati ido
azonosito x
RIPA puffer Sigma-Aldrich R0278-50ML - 2020.02.23.
Protease inhibitor coctail Sigma-Aldrich P8340-1ML - 2019.12.20.
Mintapuffer, Laemmli 45x koncentralt N/A N/A - N/A
vizjég N/A N/A - N/A
1.5 mL-es Eppendorf csé Greiner Bio-One 616201 - 2020.06.
Pierce BCA Protein Assay kit Pierce 23225 - 2020.01.
96 well plate fehérjeméréshez Greiner Bio-One 655101 - 2020.05.10.
Uveglapok 0.75 mm vastagsagu 1653308 és
poliakrilamid gélhez i 1653310 - s
Protein molekulatomeg marker BIO-RAD 1610375 - 2019.11.
PVDF membran Immobilon-P .45mm Millipore IPVHO0010 - 2019.10.
Whatmann sziirdpapir VWR 732-4093 - 2020.01.
Miianyag talka membranokhoz N/A N/A - N/A
PBS N/A N/A - N/A
ECL (Immobilon Western) Millipore WBKLS0100 - 2019.01.05.
Hsp27 poliklonalis antitest Abcam m§§3PA_ : 2020.02.20.
Hsp70 monoklonalis antitest Abcam ADé-lS OP = 4 2020.02.20.
Hsp60 monoklonalis antitest Abcam AD;-OS(SPA - 2020.02.20.
Hsp90 monecklonlis antitest Abcam AD;SOPA_ - 2020.02.20.
GAPDH poliklonalis antitest Sigma-Aldrich G9545 - 2020.03.10.
Coomassie brilliant blue oldat N/A N/A - N/A
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 4/10

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésenek és stabilitasanak fokozéasa fermentorban torténé novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziojanak és miikddésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hisokk homérsékletének-, és idejénck meghatarozasa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Felhasznalt gépek, berendezések, méroeszkozok

Ellendrzés
Berendezés neve Azonositod Kvalifikalt/kalibrilt-e: x,
kvalifikaldsi azonosité
Sejtkapar¢ palca N/A N/A
Manualis pipetta 100-1000 uL. Biohit ProLine N/A
Hiithet® sikrazo mikro centrifugacsévekhez | Eppendorf Thermomixer Comfort N/A
Vizlégszivattyl N/A N/A
Centrifuga mikro centrifugacsovekhez Sorvall RMC 14 N/A
Plate olvaso fotométer Thermo MultiSkan EX N/A
Poliakrilamid gél elekrtoforézis kit BIOR&%&“&&?DTEAN N/A
Blottold berendezés BIO-RAD Mini Trans-Blot Cell N/A
Billegd tér-razo razogép Labnet Rocker 25 N/A
;‘(\iﬁiﬂmager HP nagysebességli CCD Alpha Tnnotech Inc. N/A
Allithaté homérsékletii vizfiirdd Memmert N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002

A felsBoktatas és az ipar egylittm{(ikddése az egészségiparban

SZECHENYI @

Eurépai Unié
Eurapai Regionalis
Fejlesziési Alap

MAGYARORSZAG

KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE




1D

i

#

[/ DEBRECENI EGYETEM

Oldal: 5/10

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténé ndvesztéshez

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatérozésa

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon t6rténd jellemzése

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Elézmények:
KUT-JKV-LIP-117-01-007 western blot standardizalt protokoll

Lépések (névvel,szignoval):
Készitette; Dr. Hunya Akos Gabor

1) A vizsgilat kezdetét megeldzden 48 Sraval 5 x 10° sejt/csésze MEF-145 sejtet oltottam ki 13 db. 6 cm-es
Petri csészere.

2) A 24 oras inkubéciot (37°C, 5% CO») kovetten a csészéket 4 csoportra osztottam, csoportok a hokezelés
hémérsélkiete alapjan lettek kijeldlve (39°C, 41°C, 42°C és 44°C)

3) Mindegyik csoportba 3 db csésze keriilt, 3 killonbdzd kékezelési idétartam alapjan (15 perc, 30 perc és 60
perc)

4) A csészéket megfeleld homérsékletre bedllitott héfiirddbe helyezem a megfeleld idotartamra

5) 16 6rarecovery id6 utan a sejteket felkaparom, rdzatom, centrifugalom, majd pedig Gsszfehérje
koncentraciot mérek az egyes mintdkbol a KUT-JKV-LIP-117-01-007 western blot standardizalt protokoll
alapjan. A fehérjemérés és eredménye és nyers adatai az 1.sz. mellékletben tekinthetdk meg

6) Mindekdzben éntéttem 3 db. 15 zsebes 12%-0s SDS-Poliakrilamid gélt

7) A koncentraciokat 1.6pg/nL-re dllitottam és a gélre 5 uL mintat terveztem felvinni, igy a teljes gélre vitt
fehérjemennyiség 8 pL

8) Elkészitettem a minta higitasokat az 1.sz. mellékletben kiszamitott médon, hozzaadtam a terfogat aranynak
megfelel6 5 x Laemmli mintapuffert

9) 30 percig razattam szobahémérsékleten

10) Forraltam 5 percig

11) A gél zsebeibe 5-5 pL. mintat vittem fel a 2.5z mellékletben lathaté médon

12) A mitdkat megfuttattam, blottoltam, ezutian a membranokat blokkoltam (1sd. KUT-JKV-LIP-117-01-007)

13) majd a membranokat a legjobban indukalhaté két dajkafehérje, a Hsp70 (1:8000 higitisban) ¢s Hsp25
(1:1000 higitasban) elsddleges ellenanyagaval inkubaltam overnight

14) masnap mosast kévetben a megfeleld masodlagos ellenanyaggal (anti-egér, 1:80000; anti-nyul, 1:160000
aranyban) inkubaéltam 1 6ran at szobahdmérsckleten

15) eldhivtam kemilumineszcens mddon nagysebességii CCD kamera segitégével

16) a felvitt fehérjemennyiség ellen6zéséhez (loading kontroll) anti-GAPDH (1:20000 higitasban) haztartasi
fehérjét hasznalok, az egyes protein band-eket a GAPDH band-ckhez normalom

17) az tsszes antitestes eldhivast kbvetben a membranokat Coomassie brilliant blue oldattal festem (3.sz.
melléklet)

18) A western blot felvételek a 4, 5 és 6. sz mellékletekben lathatoak
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Oldal: 6/10
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésenek és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszio] 4nak és mikodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott

madar/emlos sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hdsokk hoémeérsékletének-, ¢s idejének meghatarozasa

Détuma: 2017.07.10-2017.07.21.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

@szefoglalésa, eredménye:

42°C, az idedlis hokezelési idd pedig 30 perc. Ezeket a paramétereket fogom a to
hasznalni.

Csatolmanyok felsoroldsa:

1 sz. melléklet - MEF-145 hosokk-, és id6sor mintak fehérjemérésének eredményei
3 sz melléklet - MEF-145 hdsokk-, és id6sor mintak gélre vitelének sorrendje

3 sz melléklet - MEF-145 hdsokk-, és id6sor membrinok Coomassie festése

4.sz. melléklet - 15 perces hkezelés el6hivott membran felvételel

5.57. melléklet - 30 perces hokezelés eldhivott membran felvételei

6.5z melléklet - 60 perces hikezelés clohivott membran felvételer

Elvégeztem a MEF-145 eger embrionalis fibroblaszt sejtek Hsp70 és Hsp27 indukciojanak vizsgalatat killonboz6
hémérsékleten és idGtartam alatt, arra keresve a vélaszt, hogy melyik az a legrovidebb hikezelési ido, illetve az az
idealis, még nem denaturalo hémérséklet, melyen a két valasztott hosokkfehérje jol elkilonithetd, szignifikans
modon indukéalodik. A valasztott hémeérsékletele: 37°C, 39°C, 41°C, 42°C és 44°C voltak. A hbkezelések iddtartama
pedig 15 perc, 30 perc és 60 perc voltak. Mivel az irodalom (valamint sajat korabbi kisérleti eredményeink is ezt
tamasztjak ald) a 44°C-ot mar ugynevezett ,severe” (fehérjedenaturacidval jaro) stressznek tartja, ezért ezt a
hémeérsékletet csak demonsraciés céllal hasznltam. A kisérlet eredménye alapjan az idealis hékezelési homérséklet
vabbi kisérletek aklalmaval

v
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Oldal: 7/10

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének ¢s stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezcsre bocsatott
madar/eml6s sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozasa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Csatolmanyok

kezelés
Mo1 37°C Kontroll
Moz 39°C, 15min
M03  39°C, 30min
Mo4 39°C, 60 min
Mos 41°C, 15 min
Mos 41°C, 30 min
MO7 41°C, 60 min
Mog 42°C, 15 min
M09 42°C, 30 min
M10 42°C, 60 min
M11 44°C, 15 min
M12 44°C, 30 min
M13 44°C, 60 min

8ug
pg/mL  pgipl felviteleh 30 pl ben RIPA mii

Mo1 2396.33 2.40 150 200 10.0 8

M02 2366.00 237 1.48 203 9.7 B8

M3 2477 24 2.48 155 19.4 10.6 8

Mo 2417 96 242 151 19.9 10.1 8 Koncentracié 1.6 pg/ul
M0S5 2466.30 247 1.54 195 105 8 Gélre vitt: 8 pg
MO6 2033.38 203 1.27 236 6.4 8

Mo7 1982.51 1.98 1.24 242 58 8

Mos 189321 189 1.18 254 46 8

M09 2254.42 225 1.41 213 8.7 8

M0 1946.74 195 1.22 M7 5.3 8

M1 2054.49 205 1.28 234 6.6 8

w12 2553.29 255 1.60 188 1.2 8

M13 2387 52 239 1.49 20.1 8.9 8

1.sz. melléklet — MEF-145 hosokk-, és idésor mintak fehérjemérésének eredményei. Gélre
vitt dsszfehérje mennyiség Sug volt
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Oldal: 8/10
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t0rténd nivesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikdésének a megbizo 4ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon trténd jellemzeése

Alcim: MEE-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozisa

Datuma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008
1 2 3 4 s & 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A mintapuffer marker  MOL oz oS M08 25 Moz Mos mog i1 Mo2 MOS5 MO8 M1t

TRy er y MO MI0 MI3 MO Mg ME ) S8, 2 .
2.5z melléklet - MEF-145 hésokk-, és idésor mintak gélre vitelének sorrendje, 3 technikai parhuzamban. A
membran: 15 percig hékezelt mintak; B membran: 30 percig hékezelt mintik; C membran: 60 percig hokezelt
mintak. Mintik kédoldsa az 1.sz. mellékletben lathato.

—# - - o
- - :

3 sz melléklet - MEF-145 hdsokk-, és iréi;g;lok E)massm ;festés. membran: 15 percig hékezelt
mintik: B membréan: 30 percig hékezelt mintak; C membran: 60 percig hékezelt mintak.

A membran — 15 perces hékezelés

Hsp70 ' - .
e . =Y - R T X

GAPDH

MO1 mo2 M05 MO8 M1t MO2 MO5 M08 M1l MO2 MO05 M08  Mil

4.sz. melléklet — 15 perces hokezelés eléhivott membran felvételei, a Hsp70 indukcidhoz ez az idotartam csak a mar
részleges fehérjedenaturacioval jard 44°C-os hékezelés esetén volt elegendd (a jel szaturalt, mennyiségi analizisre
nem alkalmas). A Hsp25 viszont mar 41°C-on is szépen indukalédik 15 perc alatt.
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Oldal: 9/10

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténé novesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon tdrténd jellemzése

Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hésokk homérsékletének-, s idejének meghatarozdsa

Ddtuma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

B membran — 30 perces hokezelés

Hsp70 - —-— o - .
Hsp25 e - - -— e -
- —

GAPDH

MO1 MO3 MO6 MO9S Mi2 MO3 MO6 M09 Mi2 MO3 MO6 MOS M12
5.sz. melléklet —30 perces hokezelés elohivott membran felvételei, Hsp70 indukcidhoz ez az idStartam mar elegendd

volt 42°C-on, a Hsp25 is ugyanezen a hmérsékleten jol aktivalodik. A 44°C-os mintak Hsp70 felvételei
tilszaturaltak.

C membran — 60 perces hdkezelés

Hsp70 | — g, - - -
Hsp25 —— " — —_— -— Q“
GAPDH | D G GENS WD~ e e G — GO -

Mo1 Mo4 M07  M10 Mi13  MO4 M07 M10 M13  MOD4 MO7 M16 M13

6.sz. melléklet — 60 perces hokezelés eldhivott membran felvételei, sem a Hsp70 indukcid, sem pedig a Hsp25 szint
nem véltozik lényegesen a 30 perces hokezeléshez viszonyitva. A 44°C-os minta Hsp25 és GAPDH felvétele
viszont hianyos, valosziniileg a minta degradalédhatott, ezt mutaja a Coomassie felvétel is (3.sz melléklet C
membran).
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Oldal: 10/10
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikédésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon tért€nd jellemzése
Alcim: MEF-145 sejtek optimalis hosokk hémérsékletének-, és idejének meghatirozasa
Ddituma: 2017.07.10-2017.07.21. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-008

Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor ) Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gabor
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 1/7

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
12. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajka
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membréan perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi mérésekhez

fehérje szint nem specifikus (BA) 1ll.

Ddtuma: 2017.07.24-

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-001

A miivelet végzésének helye

\j LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas
K/T

Alairas

Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato

Vezetd kutato

R _orn=cpL

Dr. Hunya Akos Gabor

Tudomanyos
munkatars

Dr. Pilbat Ana Maria

Tudomanyos
munkatars

Rl B

A8
fam

Bogdan Istvanné

Laborasszisztens
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Oldal: 2/7
KUTATASI JEGYZOKONYV {izleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tdrténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) 1ilL
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacioja membréan perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi méresekhez

Datuma: 2017.07.24- Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-001

Célja és rovid leirasa:
Cél: Sejttoxicitasi tesztek standardizalt protokolljanak létrehozasa

Leirds: Jellemzett MEF-145 scjtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus benzil-alkohol €és fenetil-
alkohol (BA, PhA) ill. specifikus (ko-induktor kismolekulak: LA1011, LA1030, LA1050) modulaciojéhoz
szilkséges a ezen molekuldk toxicitasi profiljanak felderitése. Kivancsiak vagyunk, hogy az egyes
vegyiiletek milyen koncentraci6 tartomanyban hasznalhatoak szadmottevé toxicitas nélkiil a MEF-145 egér
embriondlis fibroblaszt sejteken. Keressik tovdbbé azt a legmagasabb koncentraciét, ahol az adott
molekula még nem toxikus, viszont a membran perturbald / jelétviteli folyamatok célzottan aktivalo hatasat
maximélisan kifejti.
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 3/7

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nvekedésének ¢s stabilitisanak fokozésa fermentorban torténé ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulaci¢ja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi mérésekhez

Datuma: 2017.07.24-

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-001

Felhasznalt anyagok
Gyartasi Srtif_
Anyag neve Gyarto sZam V. o? Lejarati ido
azonosito
X
DMEM high glucose Biowest P0O103-N50L ié 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG X 2020.03.
. : . ; P4333- %

Penicillin-Streptomycin solution Sigma 100ML 2021.01

10 mL-es fiveg szerologiai pipetta N/A N/A % N/A

5 ml-es iiveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A

Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05

PBS N/A N/A X N/A
96-well plate Orange Scientific 4430100N X 2018.08.

12 csatornas multichannel pipetta 50-300uL Qrange Scientific 3590130 - N/A

8 csatornas multichannel pipetta 50-300pL Orange Scientific 3590115 - N/A

Sejtkiosztd autoklavozhaté miianyag V- s
alaki reservoir 12 és 8 csatornas pipettékhoz Biht THO ) WA
Autoklavo.zhato’ muanygg \{—ala}ku 1{2 lyukd Bt 95-1202 i N/A
reservoir 12 és 8 csatornds pipettakhoz
Resazurin festék Sigma R-7017-1G - 2019.11.04.
Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkozok
Ellenorzés

Berendezés neve

Azonosito

Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikalasi azonosito

Steril fitllke ADS Laminaire BIO II. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-0s CO: inkubator Jouan 1G-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyu N/A N/A
Fluoreszens/lumineszcens plate olvaso Thermo Fluoskan FL N/A
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Oldal: 4/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasinak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacidja membran perturbalé kezelessel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Aleim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi mérésekhez

Ddtuma: 2017.07.24- Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-001

Elézmények: ]
KUT-JKV-LIP-117-01-006 kisérleti sejtkiosztasi jegyzokdnyv
KUT-JKV-LIP-117-01-008 MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozasa

Lépések (névvel,szignfval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

1) Elodzetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a
sejteket

2) 24 érat inkubdlom Gket sejttenyésztd inkubatorban (37°C, 5% CO»)

3) A kezeldanyagokbol elkészitem a megfelel6 térzsoldatot (por allagh anyagokbél bemérek egy adott
eldzetesen kiszamitott tomeget, majd a megfeleld oldészerben feloldom)

4) A torzsoldatot lépésenként higitva, higitasi sort készitek egy elézetesen meghatarozott (pl. irodalmi adatok,
vagy elozetes mérések alapjan) koncentracié tartomanyban, a V-alaku 12 csatorndju reservoirban

5) A plate-k welljeiben 1év6 kitapadt sejtekrél leszivom az elhaszndlt tapoldatot, vizlégszivattyn segitségével

6) 12 csatornas pipetta segitségével a wellekbe pipettazom a vegyiileteket tartalmazo higitdsi sort 6 technikai
parhuzamban az 1.sz mellekletben lathatd modon

7) 30 percig eldinkubalom a vegyiiletekkel a sejteket sejtteny¢szto inkubatorban

8) A plate-k felét 42°C-os vizfiirdébe helyezem 30 percre (A KUT-JKV-LIP-1 17-01-008 jegyzokdmyv
eredményei alapjan)

9) A plate-k masik felét visszahelyezem a sejttenyésztd inkubétorba 37°C, 5% COs-ra

10) A hékezelési iddtartam lejarta utan a vizfliirdébsl a plate-eket atteszem 37°C-0s inkubatorba 20 6rara
(recovery)

11) A sejttoxicitds mérését resazurin festékkel végzem, a gyartdi protokoll alapjan:

12) 10 x —es téméységli torzsoldatot készitek (0.3 mg/mL Resazurin, PBS-ben)

13) A kiszamitott dssztérfogatra szitkséges mennyiséget kiveszek a tdrzsoldatbol, majd friss DMEM tépoldattal
kihigitom 1 x —es koncentraciéra, V-alaki reservoir-ban

14) Vizlégszivattyu segitségével leszivom a wellck sejtjeirdl a hasznalt médiumot

15) Ezutan 8 csatornas pipetta segitségével az 1 x-es festtk-DMEM oldatbél 100-100 pL-t pipettizok a
wellekre

16) 4 6rat inkubalom a sejteket a festékkel

17) Az inkubécio lejarta utan a plate-ket fluoreszcens plate readerrel mérem 530/25 nm gerjesztési ¢s 590/35
nm emissziods tartomanyban

18) A keletkezd nyers adatokbdl kivonom a sejtmentes festék--DMEM negativ kontroll értékekeket (blanking)

19) A 6 technikai replikatum értékeit atlagolom, szorést (SD) szdmitok belolik

20) A kiszamitott atlagokat oszlopdiagrammon, szhrassal egyiitt abrazolom

SZECHENYI

Eurépai Unié
Eurépai Regionalis
Fejlesztési Alap

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egylittm(ikddése az egészségiparban

MAGYARORSZAG
KORMANYA

BEFEKTETES A JOVOBE



DEBRECENI EGYETEM

)
( /
P

Oldal: 5/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban trténd novesziéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacigja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd ¢€s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitési mérésekhez

Ddtuma: 2017.07.24- Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-001

Osszefoglalisa, eredménye:

Jellemzett MEF-145 sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus benzil-alkohol és fenetil-alkohol ill.
specifikus modulaciéjahoz alkalmazott kezeldanyagok (BA, PhA, LAI1011, LA1030, LA1050) toxicitdsanak
foltarasahoz létrehoztunk egy standardizalt protokollt. A protokoll alapjan végzett kisérletekkel a kovetkezd
kérdésekre kaphatunk valaszt: Milyen koncentracié tartomanyban hasznalhatoak a vegyiiletek szamottevd toxicitas
nélkiil MEF-145 sejtvonalon? Melyik az a legmagasabb koncentracio, ahol az adott molekula még nem toxikus,
viszont a membran perturbalo / jelatviteli folyamatok célzottan aktivalé hatdsit maximaélisan képes kifejteni
MEF-145 sejteken?

Csatolmanyok felsoroldsa:

1.sz melléklet - vegyiiletek sejttoxicitasanak meghatarozasa tébblépesds higitasi sorral, 96-well plate-en
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Oldal: 6/7
KUTATASIJEGYZOKONYV Ugzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndvesztéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje gzint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) moduldcidja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi mérésckhez

Ddtuma: 2017.07.24-

Azonosité: KUT-JKV-LIP-11 7-02-001

Csatolmanyok

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MEE-145 kiosztasi sejtszam: 1 x 109 sejt/mL

Control Xz Xisd X3z Xité X8 Xi4 X x Pos. Cul
1% Triton X-100

Jooseecseee

1.sz mellélkdet - vegyiiletek sejttoxicitasanak meghatarozasa tobblépcsos higitasi sorral, 96-well
plate-en. Pozitiv kontrollnak a Triton X-100 detergens 1%-os oldatat hasznaltam, mivel ilyen
toménységben biztosan megdli a sejteket. Negativ kontrollként pedig friss tapoldatot alkalmaztam.
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KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Oldal: 7/7

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitisdnak fokozasa fermentorban tortend novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo es
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: Standardizalt protokoll citotoxicitasi mérésekhez

Datuma: 2017.07.24-

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-001

Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gdbor

.
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Oldal: 1/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének €s stabilitasanak fokozéasa fermentorban térténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulécija membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzb és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

A mitvelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzé személyek

Beosztas Aldiras
K/T

Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato Vezetd kutato M
Dr. Hunya Akos Gabor Tudomanyos ( f 7
munkatars =

Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos )
munkatars ?l LJl 7 ?@“‘“’ K“\>\
Bogdan Istvanné Laborasszisztens % s /K/ Biine
g T R . LA
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DEBRECENI EGYETEM

Oldal: 2/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tértend novesztéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képz0 ¢s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alecim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-002

Eélja és rovid lefrasa:
Cél: A dimetil-szulfoxid (DMSO), illetve a benzil-alkohol (BA) sejttoxicitasanak tesztje MEF-145 sejtvonalon

Leiras: A DMSO-t, mint szerves oldoszert, széles korben alkalmazzék a sejtbioldgidban kiilonbdzo
appolaros kezeloanyagok oldoszereként. Mivel a DMSO-nak is lehet - bizonyos koncentracio felett,
szerves olddszer lévén — sejtmembrénra, igy sejtéletképessegre gyakorolt hatasa ¢s ¢ DMSO-val szembeni
tolerancia sejttipusonként jelentésen kiilonbozhet. Emiatt sziikséges a kezeldmolekuldk toxicitdsanak
mérését megeldzoen feltérképezni a MEF-145 DMSO-val szembeni tiiréképességét. A BA, mint nem
specifikus dajkafehérje induktor vegyiilet, hatdsit a membran fluiditisénak novelésével éri el. Az
irodalomban (Nagy et al. 2007) hasznalt effektiv koncentracié tartomanya in vitro kisérletekben mM-os
range-ben van. Bizonyos sejtek (pl. B16-F10 egér melanoma) akar a 40 mM-os koncentraciéban is
kezelhetéek BA-lal szamottevd sejpusztulds nélkiil. A feladat annak kideritése, hogy a MEF-145 sejtek
osetén melyl az a legmagasabb BA koncentracio, amely még nem toxikus mM-os tartomanyban,
valészintisithetden ez a koncentracié fogja kifejteni a maximalis membran perturbald hatast.
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DEBRECENI EGYETEM

KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 3/15

Ugzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nBvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafeheérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd €s

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasival
Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddatuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-002

Felhaszndlt anyagok

Gyartasi Srtif“
Anyag neve Gyarté SZAm V. e"- Lejarati id6
azonosito )
X
DMEM high glucose Biowest P0O103-N50L % 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
1-Glutamine Sigma G5792-1KG X 2020.03.
e 5 : . P4333- X
Penicillin-Streptomycin solution Sigma 100ML 2021.01
10 mL-es iiveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
5 ml -es iiveg szeroldgiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
06-well plate Qrange Scientific 4430100N 4 2018.08.
12 csatornas multichannel pipetta 50-300uL Orange Scientific 3590130 - N/A
8 csatornas multichannel pipetta 50-300pL Orange Scientific 3590115 - N/A
Seitkioszto autoklavozhatd milanyag V- oy
alakii reservoir 12 és § csatornas piget%ékhoz ki TR0 ) e
Autokléquhatc'{ milanyag \{—alz}kﬁ 1’2 lyukid Bislogix 25.1202 ) N/A
reservoir 12 és § csatornas pipettakhoz
Resazurin festék Sigma R-7017-1G - 2019.11.04.
Felhasznalt gépek, berendezésck, mérdeszkozok
Ellendrzés
Berendezés neve AzZonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikalasi azonosito
Steril fiilke ADS Laminaire BIO IL. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO;» inkubator Jouan IG-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkép OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyl N/A N/A
Fluoreszens/lumineszcens plate olvasd Thermo Fluoskan FL N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
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Oldal: 4/15
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének s stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jel4tviteli folyamatok celzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitdsi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosito:KUT-JKV-LIP-11 7-02-002

El6zmények:

KUT-JKV-LIP-117-01-006 - kisérleti sejtkiosztasi jegyzOkonyv

KUT-TKV-LIP-117-01-008 - MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatirozasa
KUT-JKV-LIP-117-02-001 - standardizalt sejttoxicitasi protokoll

Lépések (névvel,szignéval):
Készitette Dr. Hunya Akos Gabor

I DMSQO tox. teszt

1) Eldzetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a
sejteket

2) 24 6rat inkubalom ket sej ttenyésztd inkubatorban (37°C, 5% CO2)

3) Az irodalomban talalhatd adatok alapjan az elfogadhaté DMSO koncentracié tartomany kiilonbozo
sejtvonalak esetében 0.1 és 1% kozott mozog

4) A legtébb LA molekula hatasos (dajkafehérje ko-indukald hatas) koncentracié tartomanya uM-o0s (max.
40-50 pM), a legidealisabb térzsoldat koncentracid pedig 10 mM-os, igy ez a molekula higitdsa sordn max.
0.5% DMSO végkoncentraciot jelent

5) FEnnek alapjan a molekulak higitasi tartomanyat is figyelembe véve a DMSO max. kezelési koncentraciojat
1 mM-ban hataroztam meg. A higitasi sor err6l a Kkoncentraciorél indulva lépésenként felezédik, lasd 1.sz.
melléklet.

6) A kezelést, inkubalast, hésokkot, recovery inkubéaciot és fluoreszeens mérést a KUT-JKV-LIP-117-02-001
standardizalt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeztem el

7) A platekrol készitett fotok a 2.sz. mellékletben lathatéak

8) A DMSO toxicitas nyers adatait a 3.sz. melléklet tartalmazza

9) A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon dbrazoltam (Isd. 4.sz. melléklet)

SZECHENY!

Eurdpai Unié
Eurdpai Regionalis
Fejlesztesi Alap

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egylittmUikodése az egészségiparban

MAGYARORSZAG

KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE



~

7 DEBRECENI EGYETEM

Oldal: 5/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Claleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésenek €s stabilitasdnak fokozdsa fermentorban torténé novesztéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA)

ill.

specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacigja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzod €s

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Détuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

II. BA tox. teszt

sejteket
2) 24 ¢rat inkubdlom Bket sejttenyésztd inkubéatorban (37°C, 5% CO»)

terv az 5.sz. mellékletben tekinthetd meg

standardizalt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeztem el
5) A platekrol készitett fotok a 6.sz. mellékletben lathatdak
6) A DMSO toxicitas nyers adatait a 7.sz. melléklet tartalmazza
7) A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon abrazoltam (Isd. 8.sz. melléklet)

1) Elozetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a

Irodalmi adatok (Nagy et al. 2007) B16-F10 egér melanoma sejtvonalon hasznalt effektiv (jelentds
membran perturbilo hatdst mutatd) koncentraci6 40 mM volt. Ezt alapul véve a max. kezelési
koncentricionak emnek 4 x -ét, vagyis 160 mM-t alkalmazom (valésziniileg ez mar toxikus lesz) A kezelési

4) A kezelést, inkubalast, hésokkot, recovery inkubaciot és fluoreszcens mérést a KUT-JKV-LIP-117-02-001
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Oldal: 6/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésénck és stabilitisanak fokozéasa fermentorban t6rténd ndveszteshez
12 Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulécidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd es
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-002

Osszefoglalasa, eredménye:

Ezzel a kisérlettel kivantuk meghatarozni MEF-145 sejtek DMSO-val szembeni tiirdképességét, valamint
azt a legmagasabb BA koncentraciot, amely még nem toxikus mM-os tartomanyban, és képes elvileg a
maximalis membrén perturbalé hatast kifejteni. A MEF-145 scjtek birjak akér a 2.5%-os DMSO jelenlétét is
(ha 10 mM-os torzsoldatbol indulunk ki, akkor a 250 pM 2.5%-0s koncentrcidt jelent) fiiggetlenil attél, hogy
hékezelve voltak-e, vagy sem. Ez azért fontos, mert a legmagasabb effektiv LA molekula koncentracio 50 pM, ami
a 10 mM-os torzsoldathoz képest 200 x-os higitdst jelent, vagyis 0.5%-o0s DMSO jelenlétet, Ez biztonsdggal
hasznalhat6, nem toxikus koncentracié (lasd 4.sz. melléklet).

A BA toxicitasdnak meghatérozasanal érdekes volt, hogy az irodalomban hasznalt 40 mM (B16-F10) koncentraciod
jelent6sen toxikusnak mutatkozott MEF-145 sejteken. A biztonsagos koncentracid tartomany MEF-145 sejtvonalon
a 10 mM alatti (lasd 8.sz. melléklet). Western blot kisérletekhez ezt, valamint emnck felét és negyedét fogom
hasznalni.

Csatolmanyok felsorolasa:

1.sz. melléklet - DMSO kezelés toxicitas méréshez

2.sz. melléklet - DMSO-val kezelt platekrél készitett fotdk

3.sz. melléklet - A DMSO toxicitds nyers adatai

4.s7. melléklet - A DMSO toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva
5.sz. melléklet - BA kezelési terv toxicitasi kisérlethez

6.sz. melléklet - BA-lal kezelt platekrd] készitett fotok

7.sz. melléklet - A BA toxicitas nyers adatai

8.5z melléklet - A BA toxicitas adatok oszlopdiagrammon dbrazolva
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 7/15

Uxzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének eés stabilitisanak fokozésa fermentorban torténd novesziéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbalod kezelessel, stressz-jel képzo €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosité-KUT-JKV-LIP-117-02-002

Csatolmanyok

3 4 5 6 7 8 9 10
DMSO toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon

11

T & m m o O @ »

Kontroll 17.812 pum}15.62 pm

kontroll

12

toménységben

1.7 melléklet. DMSO kezelés toxicitas méréshez. Pozitiv kontrollként Triton X-100 detergenst 1%-o0s
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Oldal: 8/15
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Scjtvonalak nvekedésénck és stabilitisanak fokozasa fermentorban tortend névesztéshez
1. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejivonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzo és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-002

o
|

f__, g 'Lt *-?'l e e— .. i
2 sz melléklet. DMSO-val kezelt platekrdl készitett fotok. Minél inkabb a lila/rézsaszin felé
tolodik el a szin, annal életképesebbek a sejtek. A kék szin markans sejttoxicitast jelez
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 9/15

Ugzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nGvekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban torténd noveszteéshez
1. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafeherje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

DMSO 0 78125 15625 3125 6825 125 250 500 1000 Trton X 1%
37°C 2904 2988 3167 N7 3106 2832 2782 1811 737 729
{uM) 2972 2918 3044 3066 3075 2900 2748 1764 745 401

2880 2815 2973 3008 2980 2873 71 1803 755 326

2804 2708 2342 2952 2969 2811 2672 1745 7005 339

2845 2765 284 3045 2994 2857 2641 1770 7186 38

3008 2308 2893 3119 2870 2862 2643 1776 735 373

5919 28505 2995333 30545 3017.333 2885833 27025 1778167  731.85 4246667

100 98 103 105 103 98 93 61 25 1

SD % 2.1 386 33 24 20 1.1 20 08 0.7 05

DMS0 078125 _ 1565 1.5 615 125 250 500 1000 Triton X 1%
42°C 2044 2856 3046 2928 2979 2763 2646 1813 303.1 55.2
(UM 2730 2694 2969 2861 2887 2747 2526 1786 3365 7

2795 2756 2855 2900 2804 277 2503 1733 2893 2.5

281 2615 2842 2800 2830 2789 2437 1758 268.6 32.8

2692 2584 2868 2852 2799 2709 2461 1761 2721 337

2918 3010 25934 3044 2806 2862 26555 1782 3208 185

2825 27528 5919 20075 2850833 2762833 2521333 1772167 2985667 34.56667

Y 100 97 103 103 101 98 89 63 1 1

SD % 33 57 28 3.0 25 2.1 26 1.0 09 0.4

3 sz melléklet - A DMSO toxicitds nyers adatai. Feliil 37°C-on, alul 42°C 30 perc
hésoklk utan.

cell viability (%)

120

100

MEF-145 sejtek 37°C-on
—
T T T ] T T T T H T s 1
0 7.8125 15.625 31.25 62.5 125 250 500 1000 Triton X
1%
DMSO (M)
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Oldal: 10/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nGvekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndvesztéshez
12, Részfeladat: Jellemzett csirke/emloés sejivonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacioja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-002

MEF-145 sejtek 30 perc 42°C-oshésokk utan

120

100 4

60 4

cell viability (%)

0 7.8125 15.625 31.25 625 125 250 500 10600 Friton X

1%

DMSO (M)

4.5z, melléklet - A DMSO toxicitas adatok oszlopdiagrammon 4brazolva. Zold oszlopok nem hésokkolt 37°C-o0s
mintak, pirossal a 30 percig 42°C-on hokezelt platerdl szarmazé eredmények. Lathato, hogy mind 37, mind pedig
42°C-on a sejtek egyarant jol tiirik akar a 2.5%-0s DMSO jelenlétét is (ha 10 mM-os torzsoldatbol indulunk Ia,
akkor a 250 pM 2.5%-0s koncentraciét jelent)
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Oldal: 11/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasinak fokozasa fermentorban térténd noveszteshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-indultor kismolekulik) moduldciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzé és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Détuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

BA toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon
Kiindulsi sejtszam 1 x 10° / ml, azaz 1 x 10° / well

) 000aeE
===

a

XX
s
)@
XX
X X
XX
@

o

00

i.,@&’_&'g..
OO0

T O m m O O W P

Kontroll §1.25mM} 25mM { 5mM | t0mM | 20mM § 40mM | BOmM §160 mM § Pozitiv

kontroll

3.9z, melléklet. BA kezelési terv toxicitasi kisérlethez.
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Oldal: 12/15
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban térténé novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacioja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alctm: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma:2017.08.21-2017.08.25 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-002

6.5z, melléklet - BA-lal kezelt platekrd] készitett fotok.Minél inkébb a lila/rzsaszin felé
tolédik el a szin, annal életképesebbek a sejtek. A kék szin markans sejttoxicitast jelez

enzylalcohol 0 125 25 L 10 20 a0 a0 T60_Triton X 1%]
37°C] 2931 2884 3238 3N 2630 1561 48.7 36.1 358 5g.9)

{mM) 2743 2841 3103 2993 2675 1239 379 254 306 352

26824 2859 2842 2935 2648 1071 34 251 250 295

2744 2535 292 2868 2652 1138 325 29 225 428

2780 2748 2931 2892 2628 1312 274 215 19.4 302

2938 2795 2893 2972 2639 1720 262 337 206 39

2826667 2776.667 3005833 2961.833 2678.667 1340.167 34.45 2745 251 383

Y% 100 98 106 105 95 a7 1 1 1 1

8D % 3.1 45 48 31 27 89 0.3 02 0.2 04
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Oldal: 13/15
KUTATASIJ EGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor Kismolekulak) moduldcioja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzl €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken
Ddtuma:2017.08.21-2017. 08.25 AZOHOSiIé:KUT—JKV—LIP-I 17-02-002

f |
Benzyl-aicohol 0 1.25 25 5 10 20 40 20 160 Triton X 1%
42°C 2826 2865 3133 2876 2525 167.3 515 4.1 328 558
(mM), 2823 2856 3037 2854 2530 156.8 383 288 282 39.8
2639 2753 2973 2870 2520 1513 356 249 233 325

7aa 242 w72 W 249 143 338 RB7 20.1 319

5796 oeM 2900 0 2793 U 278 285 264 271 367

o7 275 2851 o786 2505 2861 3.4 76 257 438

S0l B33 2%1 28185 2526333 1887187 3685  30.25 262 4005

% 100 29 107 102 @2 7 1 1 1 1

SD % 19 36 39 21 12 20 03 03 02 03
7 sz. melléklet. A BA toxicitas nyers adatai. Feljebb 37°C-on, alul 42°C 30 perc

hésokk utan.

MEE-145 sejtek 37°C-on
120 1
T F
100 - I ] .
W H
;,".: 80 4
=
.-E
a 60 1
2 T
=2
2 40
20 -
0 T T T T T T T T L
0 1.25 2.5 5 10 20 40 20 160  Triton X
1%
Benzyl-alcohol (mM)

SZECHENY

Eurdpai Unid
Eurdpai Regionahs
Fejlesztési Alap

MAGYARORSZAG B I
KORM i BEFEKTETES A JOVOBE

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egylittmiikddése az egészségiparban




3

Wl
{7 DEBRECENI EGYETEM

/

KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 14/15

Uzleti titok

1.2. Reszfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon

jelatviteli folyamatok célzott aktivélasaval
Alcim: DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez

specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzod €s

a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.

Ddtuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

MEF-145 sejtek 30 perc 42°C-os hékezelést kovetden
120 -
100 - I 3
= 80 |
=
E
3 60 o
3
=
W a0
20
0 -
0 1.25 25 5 10 20
Benzyl-alcohol (mM)

T T T T i

&

80 160 Triton X
1%

% sz melléklet. A BA toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva. Z51d oszlopok nem hésokkolt 37°C-o0s mintak,
pirossal a 30 percig 42°C-on hokezelt platersl szarmazo eredmények lathatoak. Megallapithato, hogy a 40 mM
koncentracio, de még ennek fele is jelentosen toxikus a MEF-145 sejtekre. Biztonsdgos tartomany a 10 mM ¢s az
annal kisebb koncentraciok
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Oldal: 15/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nGvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) il
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbalo kezeléssel, stressz-jel képzo ¢€s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: DMSO és BA toxicitési teszt MEF-145 sejteken

Ddétuma:2017.08.21-2017.08.25

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-002

Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor Kiadasért felel: Dr. Hunya Akos G::ibfr

x
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 1/14

Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasdnak fokozasa fermentorban torténo novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafe
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduldcioja membran perturl
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

hérje szint nem specifikus (BA) ill.
urbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és

Détuma: 2017.08.28 - 2017.09.01

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-003

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatolaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas
K/T

Alairas

Dr. Horvath Tbolya, vezetd kutatd

Vezetd kutatd

Dr. Hunya Akos Gabor

Tudomanyos
munkatars

#wa//%—

Dr. Pilbat Ana Maria

Tudoményos
munkatdrs

Filbd b e

Bogdan Istvanné

Laborasszisztens

/éaw

' Y=y,
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Oldal: 2/14

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasinak fokozasa fermentorban t9rténd novesztéshez
12, Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduldciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel kepzd cs
jelatviteli folyamatok célzott aktivaldsaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-003

Célja és rovid leirasa:

Cél: A fenetil-alkohol (PhA), illetve az LA1011 nevil gydgyszerjeldlt vegyiilet sejttoxicitasanak tesztje MEF-145
sejtvonalon

Leiras: A PhA, mint nem specifikus dajkafehérje induktor vegyiilet, hatdsat a membran fluiditasanak
novelésével ér el. Az irodalomban (Nagy et al. 2007) hasznalt effektiv koncentracio tartomdnya in vitro
Kkisérletekben mM-os range-ben van. Bizonyos sejtek (pl. B16-F10 egér melanéma) akar a 12 mM-os
koncentracidban is kezelhetéek PhA-lal szdmottevé sejpusztulds nélkiil. A feladat annak kideritése, hogy a
MEF-145 sejtek esetén melyi az a legmagasabb PhA koncentracio, amely még nem toxikus mM-os
tartomanyban, valészinisithetéen ez a koncentracio fogja kifejteni a maximalis membran perturbalé hatast.
Az LA1011 molekula egy a LipidArt Kft. tulajdondban 1év6, szabadalom altal védett vizoldékony
gyogyszerjelolt vegyiilet. Bizonyitottan ko-indukcios hatasa ,smart” drog, amely stresszmentes
kdrnyezetben nem, csak valamely komyezeti (pl. hé), vagy cellularis (pl oxidativ stressz) sressz hatdsara
fejti ki chaperone indukalé hatasat. Sajat kisérleti eredményneink alapjan a vegyiilet 10 pM koncenrtacid
felett mar toxikus, de ez a hatds erésen sejtfiiggd. A feladat annak kideritése, hogy a MEF-145 sejtek
esetén melyik az a legmagasabb LA1011 koncentracio, amely még nem toxikus, valdsziniisithetden ez a
koncentracid fogja kifejteni a maximalis chaperone ko-indukcids hatast.
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Oldal: 3/14
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésenek és stabilitasanak fokozasa fermentorban tdrténd ndveszieshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacioja membran perturbélo kezeléssel, stressz-jel képzb és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-003
Felhaszndilt anyagok
5 te-
Gyartasi Srile-
Anyag neve Gyarto szam v. e? Lejarati ido
azonosito x
DMEM high glucose Biowest P0103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG ® 2020.03.
s § ; . P4333- X
Penicillin-Streptomycin solution Sigma 100ML 2021.01
10 mL-es iiveg szeroldgiai pipeita N/A N/A % N/A
5 mL-es fiveg szerologiai pipetta N/A N/A % N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
96-well plate Orange Scientific 4430100N X 2018.08.
12 csatornas multichannel pipetta 50-300uL Orange Scientific 3590130 - N/A
8 csatornas multichannel pipetta 50-300uL Orange Scientific 3590115 - N/A
Sejtkiosztd autoklavozhaté milanyag V- ;o5
alaku reservoir 12 és 8 csatornas pipettikhoz B YA ) DL
Autoklavozhatd miianyag V-alaki 12 lyukd ; ; ;
reservoir 12 és § csatornds pipettikhoz Biolasix e ) HiA
Resazurin festék Sigma R-7017-1G - 2019.11.04.

Felhasznalt gépek, berendezések, méréeszkozok

Ellenérzés T
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikdlisi azonosité
Steril fiilke ADS Laminaire BIO IL. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-os CO; inkubator Jouan IG-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyi N/A N/A
Fluoreszens/lumineszcens plate olvasd Thermo Fluoskan FL N/A
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Oldal: 4/14
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy:

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének €s stabilitasénak fokozésa fermentorban torténd névesztéshez
1.2, Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbaléd kezeléssel, stressz-jel kepzo es

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-003

1)

2)
3)

4)
5)

6)
7)

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7)

Elézmények:

KUT-JKV-LIP-117-01-006 - kisérleti sejtkiosztasi jegyzOkonyv

KUT-TKV-LIP-117-01-008 - MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozasa
KUT-JKV-LIP-117-02-001 - standardizalt sejttoxicitasi protokoll

Lépések (névvel,szign(i\_fal):
Készitette: Dr. Hunya Akes Gibor

I. PhA toxicitds. teszt

Flézetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a
sejteket

24 6rat inkubalom 6ket sejttenyésztd inkubatorban (37°C, 5% CO2)

Irodalmi adatok (Nagy et al. 2007) B16-F10 egér melanoma sej tvonalon hasznalt effektiv (jelentds
membran perturbald hatast mutaté) koncentracié 12 mM volt. Ezt alapul véve a max. kezelési
koncentraciénak ennek 4 x -ét, vagyis 36 mM-t alkalmazom (valosziniileg ez mar toxikus lesz) A kezelési
terv az 1.sz. mellékletben tekinthet meg

A kezelést, inkubalast, hésokkot, recovery inkubdaciét és fluoreszcens mérést a KUT-JKV-LIP-117-02-001
standardizalt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeziem el

A platekrdl készitett fotok a 2.sz. mellékletben lathatdak

A PhA toxicitas nyers adatait a 3.sz. melléklet tartalmazza

A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon ébrazoltam (Isd. 4.sz. melléklet)

IT, LA1011 foxicitas. tesgt

Elézetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a
sejteket

24 érat inkubalom 6ket sejttenyésztd inkubatorban (37°C, 5% CO»)

Kisérleti adataink alapjan az effektiv (jelentds Hsp ko-indukalé hatast mutato) koncentracid 10 uM volt.
Maximalis kezelési koncentraciénak 160 pM-t alkalmazom (valosziniileg ez mér toxikus lesz) A kezelési
terv az 5.sz. mellékletben tekintheté meg

A kezelést, inkubélast, hosokkot, recovery inkubaciot és fluoreszcens mérést a KUT-JKV-LIP-117-02-001
standardizalt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeztem el

A platekrol készitett fotok a 6.sz. mellékletben lathatoak

Az LA1011 toxicitas nyers adatait a 7.sz. melléklet tartalmazza

A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon 4brézoltam (Isd. 8.sz. mell¢klet)
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Oldal: 5/14
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulécidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-003

Osszefoglaldsa, eredménye:

Ezzel a kisérlettel kivantuk meghatérozni MEF-145 sejtek PhA-lal, valamint az LA1011 nevi
gyogyszerjeldlt vegyiilettel szembeni tiirbképességét és azt a legmagasabb PhA és LA1011 koncentraciot,
amely még nem toxikus, és képes elvileg a maximélis chaperon indukalo/ko-indukald hatast kifejteni.

A PhA toxicitisanak meghatarozasanal érdekes volt, hogy az irodalomban hasznalt 12 mM (B16-F10) koncentracio
jelentésen toxikusnak mutatkozott MEF-145 sejteken, A biztonsagos koncentracio tartomany MEF-145 sejtvonalon
a 6 mM alatti (lasd 4.sz. melléklet). Western blot kisérletekhez ezt, valamint ennek felét és negyedét fogom
haszndlni.

Az LA1011 nevii gyogyszerjeldlt vegyiilet esetén korabbi sajat kiscrleti eredményneink alapjan a vegylilet 10
uM koncenrtéci6 felett mar toxikus - bar ez erbsen sejtfiiggd hatés- ezt az eredményt latszik megerositeni
a jelen kisérlet is MEF-145 egeér embrionalis fibroblaszt sejtvonalon. Biztonsagosan hasznélhato
koncentracié tartomany MEF-145 sejtvonalon a 10 uM alatti (lasd 4.sz. melléklet). Western blot kisérletekhez igy
max. Koncentracioként ezt a 10 uM-t fogom hasznilni, illetve ennek felét &s negyedét

Csatolmanyok felsorolasa:

1.sz. melléklet - PhA kezelés toxicitas méréshez

2 sz. melléklet - PhA-lal kezelt platekr6l készitett fotok

3.sz melléklet - A PhA toxicitas nyers adatai

4.5z melléklet - A PhA toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva
5.5z melléklet - LA1011 kezelési terv toxicitasi kisérlethez

6.s7. melléklet - LA1011-lal kezelt platekrol készitett foték

7.az. melléklet - Az LA1011 toxicitas nyers adatai

8.5z melléklet - Az LA1011 toxicitas adatok oszlopdiagrammon ébrézolva
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Oldal: 6/14
KUTATASI JEGYZOKONYV Tt Hitok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasanak fokozasa fermentorban t61téné ndvesztéshez
12, Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduldciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-003

Csatolmanyok

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PhA toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon
Kiindulasi sejtszam 1 x 10° / mL, azaz 1 x 10*/ well

CLLLLLED

000

00000
i
&
X X

( XX

T O M m O O W P

48 mM | Poxitiv
E kontroll

1.sz. melléklet. PhA kezelés toxicitas méréshez

SZECHENYI

Eurépai Unio
Eurdpai Regionatis
Fejlesztési Alap

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egyiittmikddése az egészsegiparban

MAGYARORSZAG

Pl BEFEKTETES A JOVOBE




el
]

=M

ég']DEBRECENIEGYETEM

KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 7/14

Uzleti titok

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tortend novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill

specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képz0 es

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-003

uEF =TS

r |

| o
& »
K ;

EYEC AW

2.5z melléklet. PhA-lal kezeit_piéte

.--I"-‘. ™

krol készitett fotok

Phenethyl alcohal 0 0375 a75 15 3 6 12 24 48 Trton X 1%
37°C 3337 3444 3719 3784 3704 3371 2448 1807 189 2006

(miv)} 3262 3473 3613 3597 3892 3317 2149 17873 1757 182

3300 3227 3509 3583 3666 3323 1984 206.1 1713 1729

3252 2946 3489 3555 3574 3123 1915 7 167 .1 177.3

3238 222 3598 362 3489 3368 1961 178 164.9 1812

3501 3263 3491 3793 3562 329 2133 2005 1733 1863

3313333 32625 3569833 3633833 36145 3309 2108.333 186.7667 173.55 183.3833

% 100 98 108 110 109 100 64 & 5 6

5D % 28 5T 27 36 286 29 60 04 03 03
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Oldal: 8/14

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nGvekedésének és stabilitasdnak fokozasa fermentorban (Srténé novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membréan perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok celzott aktivéalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosito:KUT-JKV-LIP-117-02-003
Phenethyl alcohol 0 0375 0.75 15 3 6 12 24 A8 Triton X 1%
42°C 3589 3576 3776 3626 3680 335 315 188.1 1903 212

(v 3424 3502 3641 3530 3584 3242 2572 1778 179.7 1979
3502 3453 3512 3550 3407 3176 2935 180.4 171.7 1783
3545 3397 3487 3517 3434 3036 2516 171 4 169.2 175.3
3473 3376 3570 3576 37 3180 2533 170.6 1646 1748

3724 343 3488 3604 3354 3306 2988 180 1706 1843
33 SIS 67 3579 3567 167 3479333 3215833 2/62333 17805 17435 18714
% 100 a8 101 101 98 3 8 5 5 5
SD % 3.0 21 32 12 35 31 08 02 03 0.4
3.sz. melléklet. A PhA toxicitds nyers adatai. Feliil 37°C-on, alul 42°C 30 perc
hésokk utan.

MEF-145 sejtek 37°C-on
120 -
100 { - B _}I _IT
H 5
& 80
e
.1_:
& 60 A
[
£
T 40 A
20 -
0 = - =1
T T T T T T T T T 1
0 0.375 0.75 15 3 6 12 24 48 Triton X
1%
Phenethyl alcohol {(mM)
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Qldal: 9/14

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesziéshez
1.2. Részleladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacioja membréan perturbald kezeléssel, stressz-jel képz6 ¢s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalisaval

Alecim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-003

MEF-145 sejtek 30 perc 42°C-os hdkezeléstkovetden

120 W

100

80

cell viability (%)

40 A

20 4

i} 0.375 0.75 L5 3 6 12 24 48 Triton X
1%

Phenethyl aicohol (mM}

4.s7. melléklet. A PhA toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva. Zold oszlopok nem hésokkolt 37°C-o0s
mintak, pirossal a 30 percig 42°C-on hokezelt platerdl] szarmazé eredmények lettek feltiintetve. Lathato, hogy a 12
mM koncentracié kdzepesen toxikus a 37°C-on tarott sejtekre, 42°C-0s 30 percig hikezelt MEF-145 sejtekre
viszont jelentdsen citotoxikus, igy ez a koncentracio tovabbi kisérletekre nem hasznalhatd. Biztonsdgos tartomany a
6 mM és az annal kisebb koncentraciok
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 10/14

Uzleti titok

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Tellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel kepzoé és

Ddtuma: 2017.08.28 - 2017.09.01

Azonosito:KUT-JKV-LIP-117-02-003

1 2 3 4 5 6

T ¢ m m o O W P

7

LA1011 toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon

Kiindulisi sejtszdm 1 x 105 / mL, azaz 1 x 10° / well

)OO @
=P=<P=

10pM | 20pm | 40 M | BOpuM | 160 1M | Pozitiv

8 9 10 11 12

e

1 kontrofl

5 sz. melléklet. LA1011 kezelési terv toxicitasi kisérlethez
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Oldal: 11/14

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésenek €s stabilitasanak fokozasa fermentorb

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és 1LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és

an torténd novesztéshez

Datuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosito: K

UT-JKV-LIP-117-02-003

s ot e

R

LAIOT 0 1.25 25 5 10 20 40 80 160 Trton X 1%
37°C 3081 3184 3527 3527 3476 2865 40.3 2986 38
) 3029 3100 3417 3452 3440 2614 318 23 26.1
2872 3043 3307 3407 3367 277 308 248 i
2973 2868 3200 3318 3268 243 266 23 202
3041 2933 N7 3316 3300 277 243 N5 20

3224 3155 3198 3369 3279 2608 20.2 25 18.1 i

3036.667 3047167 3311 3398.167 3355 2678.667 29 2521667 2398333 2021667

% 100 100 108 112 110 88 1 1 1 1

5D % 38 41 45 2t 29 52 02 01 0.2 0.3
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 12/14

Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitisinak fokozdsa fermentorban torténé novesztéshez
1.2, Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduldcidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo és

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.08.28 - 2017.09.01

Azonosito:KUT-JKV-LIP-117-02-003

LATOT1 0 125 25 5 10 20 40 80 160 Triton X 1%
42°C 3113 3138 3338 o 3271 194 289 202 334 245
(phl) 3014 2965 3267 3195 3176 2249 17.4 131 243 741
2756 3074 3101 3185 37 178.7 129 202 223 19

2951 215 3126 3210 3076 21341 125 173 186 51

2895 2963 3250 3163 3125 1776 122 209 147 127

2888 3063 3141 3235 3142 2022 16.3 25 21.2 9.3

7936 167 3019.667 3203333 3198B.167 3151.167 198.4167 16.7 19.45 22 41667 101

% 100 103 108 108 107 7 1 1 1 1]

S0 % 41 29 32 1.0 23 06 02 01 032 03

7.sz. melléklet. Az LA1011 toxicitas nyers adatai

MEF-145 sejtek 37°C-on
140 -
120 4 B
100 4 - ﬂ ﬂ
s T
Z 80 - 1]
=
i3
S 60 A
E]
40 -4
20 -
0 T T T T T T T T T 1
0 125 25 s 10 20 40 20 160 Triton X
1%
LAL011 (M)
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Oldal: 13/14

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nvekedésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduliciéja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzo és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.08.28 - 2017.09.01 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-003

MEF-145 sejtek 30 perc 42°C-os hékezelés utan
120 -
100 -
= 80
=
3 60
i3
5
T a0 A
20 4
0 T T T T =
0 125 25 5 10 20 40 30 160 Triton X
1%
LA1011 (M)

8.5z. melléklet. Az LA1011 toxicitas adatok oszlopdiagrammon dbrazolva. Zéld oszlopok nem hésokkolt 37°C-o0s
mintdk, pirossal a 30 percig 42°C-on hékezelt platerél szarmazé eredmények lettek feltiintetve. Lathaté, hogy a
20 uM koncentracié 37°C-on alig toxikus, mig 42°C-on 30 percig hékezelt MEF-145 sejteket mar majdnem teljesen
elpusztitotta, igy ez a koncentracié tovabbi kisérletekre nem hasznalhato. Biztonsagos tartomany a 10 uM és az
annal kisebb koncentraciok.

Eurdpai Uni6
Eur6pai Regionalis
Fejlesztési Alap
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasan

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: PhA és LA1011 toxicitasi teszt MEE-145 sejteken

Datuma: 2017.08.28 - 2017.09.01

ak fokozasa fermentorb

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem spe

specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran p

Oldal: 14/14

Uzleti titok

an toreénd novesztéshez
cifikus (BA) il

orturbalo kezeléssel, stressz-jel képzo ¢&s

Azonosito: KUT-JK V_LIP-117-02-003

Készitette: Dyr. Hunya Akos Gabor

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egylittmikddése az egészségiparban

Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gabor
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Oldal: 1/14
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd noveszieshez
1.2. Reészfeladat: Jellemzett csirke/emlts sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacioja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Aleim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Détuma: 2017.09.04 - 2017.09. 08 Azonosité: KUT-JKV-LIP-11 7-02-004

A mitvelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatolaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzo személyek

Beosztas Alairas
K/T
Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato Vezetd kutatd W
. 1l
Dr. Hunya Akos Gabor Tudoméanyos '
munkatars : :
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos
munkatars (? \ ]JL 7L ”]’qw-— Lus——
Bogdan Istvanne Laborassziszten Ie. oF. 7 -
Bog T Bton Al
[

SZECHEN)

Eurépai Unio
Eurdpal Regionalis
Fejlesztési Alap
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Oldal: 2/14
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbilé kezeléssel, stressz-jel képzo €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: 1LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-004

Célja és rovid leirasa:
Cél: Az LA1030, illetve az LA1050 nevii gyégyszerjeldlt vegyiilet sejttoxicitasanak tesztje MEF-145 sejtvonalon

Leirds: Mindkét molekula a LipidArt Kft. tulajdondban 1év6, szabadalom altal védett appoléros
gyogyszerjeldlt vegyiilet. Ko-indukciés hatastak és stresszmentes kornyezetben nem, csak valamely
kérnyezeti (pl. hé), vagy cellularis (pl oxidativ stressz) sressz hatasara fejtik ki chaperone indukalo
hatasukat. Sajat kisérleti eredményneink alapjan egyik vegyiilet sem mutat toxicitast 50 uM alatti
koncenrtacioban, 4m ez erbsen sejtfiiggd lehet. A feladat annak kideritése, hogy a MEF-145 sejtek esetén
melyik az a legmagasabb LA1030 és LA1050 koncentricid, amely még nem toxikus, valosziniisithetoen ez
a koncentracié fogja mindkét gydgyszerjeldlt esetében kifejteni a maximalis chaperone ko-indukcios
hatdst.

SZECHENY

Europai Unid
Eurdpai Regionalis
Fejlesziési Alap
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 3/14

Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasanak fokozéasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduléciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo ¢€s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017.09.08

Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-004

Felhasznalt anyagok
Gyartdsi Sl_:f__
Anyag neve Gyarto szam v. o? Lejarati id6
azonosito )
X
DMEM high glucose Biowest P0103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG X 2020.03.
Penicillin-Streptomycin solution Sigma Pas3s- - x 202101
100ML
10 mL-es iiveg szeroldgiai pipetta N/A N/A X N/A
5 ml-es iiveg szeroldgiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A % N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
96-well plate Orange Scientific 4430100N * 2018.08.
12 csatornas multichannel pipetta 50-300puL Orange Scientific 3590130 - N/A
8 csatornds multichannel pipetta 50-300pL Orange Scientific 3590115 - N/A
Sejtkioszté autoklavozhatd milanyag V- o
alakli reservoir 12 és 8 csatornas piget%ékhoz Bishil 7RE00 ) —
Autoklavozhaté miianyag V-alaka 12 lyukd . :
reservoir 12 és § csgto%‘nés pipettékhﬁ Biologix 431202 ) N
Resazurin festék Sigma R-7017-1G - 2019.11.04.
Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkozok
Ellenérzés

Berendezés neve

Azonositd

Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikaldsi azonositd

Steril fiilke ADS Laminaire BIOII. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO; inkubator Jouan 1G-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkdp OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyl N/A N/A
Fluoreszens/lumineszcens plate olvaso Thermo Fluoskan FL N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
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Oldal: 4/14
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.2 Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd es
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-004

Elézmények:

KUT-JKV-LIP-117-01-006 - kisérleti sejtkiosztasi jegyzokonyv

KUT-JKV-LIP-117-01-008 - MEF-145 sejtek optimalis hosokk homérsékletének-, &s idejének meghatarozasa
KUT-TKV-LIP-117-02-001 - standardizélt sejttoxicitasi protokoll

Lépések (névvel,szignoval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

I LAI030 toxicitds. teszt

1) Elbzetesen a KUT-JKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi teszire kiosztottam a
sejteket

2) 24 érat inkubalom Oket sejttenyesztd inkubatorban (37°C, 5% CO2)

3) Kisérleti adataink alapjan az effektiv (jelentbs Hsp ko-indukélé hatast mutaté) koncentracié 40 uM volt.
Maximalis kezelési koncentraciénak 160 uM-t alkalmazom (elméletileg ez mér toxikus lesz) A kezelési
terv az 5.sz. mellékletben tekinthetd meg

4) A kezelést, inkubalast, hésokkot, recovery inkubacidt és fluoreszcens mérést a KUT-TKV-LIP-117-02-001
standardizélt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeztem el

5) A platekrol készitett fotdk a 6.sz. mellékletben lathatoak

6) Az LA1030 toxicitas nyers adatait a 7.sz. melléklet tartalmazza

7) A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon abrazoltam (Isd. 8.sz. melléklet)

L LAI050 toxicitas. teszt

1) Elézetesen a KUT-TKV-LIP-01-006 sejtkiosztasi protokoll alapjan citotoxicitasi tesztre kiosztottam a
sejteket

2) 24 orat inkubalom Sket sejttenyésztd inkubétorban (37°C, 5% CO2)

3) Kisérleti adataink alapjan az effektiv (jelentds Hsp ko-indukald hatast mutaté) koncentracio 40 uM volt.
Maximalis kezelési koncentracionak 160 uM-t alkalmazom (elméletileg ez mar toxikus lesz) A kezelési
terv az 5.sz. mellékletben tekinthetd meg

4) A kezelést, inkubalast, hésokkot, recovery inkubaciot és fluoreszcens mérést a KUT-JKV-LIP-117-02-001
standardizalt sejttoxicitasi protokoll alapjan végeztem el

5) A platekrol készitett fotok a 6.sz. mellékletben lathatoak

6) Az LAI1050 toxicitas nyers adatait a 7.sz. melleklet tartalmazza

7) A kiértékelt eredményeket oszlopdiagrammon abrazoltam (Isd. 8.sz. melléklet)

SZECHENYI
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Oldal: 5/14

KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban térténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill
specifikus (ko-induktor kismolekulik) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-004

Osszefoglalasa, eredménye:

E kisérlet célja az volt, hogy meghatarozzuk a MEF-145 sejtek LA1030 és LA1050 nevii gyogyszerjeldlt
vegyliletekkel szembeni tiirdképességét és azt a legmagasabb LA1030 és LA1050 koncentraciot, amely
még nem toxikus, és képes elvileg a maximalis chaperon indukald/ko-indukalo hatast kifejteni.

Mind az LA1030, mind pedig az LA1050 gyogyszerjeldlt vegyiilet a korabbi sajat kisérleti eredményeinkhez
hasonléan egyik kiprobalt koncentraciéban sem mutatott toxicitast MEF-145 egér embrionalis fibroblaszt
sejtvonalon (4. és 8.sz. mell¢kletek). Ezek alapjan western blot kisérletekhez 40, 20 és 10 uM-os kezeléseket
fogok alkalmazni.

Csatolmanyok felsoroldsa:

1.sz. melléklet - LA1030 kezelés toxicitas méréshez

2.sz. melléklet - L A1030-cal kezelt platekrdl készitett fotok

3.sz. melléklet - LA 1030 toxicitas nyers adatai

4.sz. melléklet - LA1030 toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva
5.sz. melléklet - LA1050 kezelési terv toxicitasi kisérlethez

6.sz. melléklet - LA1050-nel kezelt platekrdl készitett fotdk

7.sz. melléklet - Az LA1050 toxicitas nyers adatai

8.sz. melléklet - Az LA1050 toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva

SZECHENYI @
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Fejlesziési Alap
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 6/14

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd nvesztéshez
12, Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) 1L
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel kepzd és

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: TA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.09.04 - 2017.09.08

Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-004

Csatolmanyok

1 2 3 4 5 6

LA1030 toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon

8 9 10 11 12

T & m m T O W »

| kontrell

1.sz. melléklet. LA1030 kezelés toxicitas méréshez

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egylttm(kodése az egészségiparban
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Oldal: 7/14
KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban tortén6 novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulécidja membran perturbdlod kezeléssel, stressz-jel képzé és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alecim: 1L.A1030 és 1.A1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-004

LA T A T s s

2.sz. melléklet. LA1030-cal keztekrbl készite

e

it foték

LA1030 0 1.35 25 5 10 20 40 80 160 Triton X 1%
37°C 3128 3046 3381 3376 3387 3298 s7 3080 2921 150.1
{uM) 2843 3069 357 3247 3272 3283 3255 3024 2699 927

2798 3023 3007 3200 3175 333 3133 2871 2808 462

2898 3041 3080 3310 3212 3181 3208 3086 2850 159 4

%72 2945 3060 3168 3140 3206 3056 3004 2751 205

3187 3055 37 3364 3245 3362 3104 3070 2916 107 7|

2921 3030833 3150333 32775 32385 3244833 3178833 3033.167 2824167 961

% 100 104 108 112 111 111 109 104 97 3

SD % 68 15 48 30 3.0 29 34 16 31 1.9
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Oldal: 8/14

KUTATASJEGYZOKONYV (zleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) il

specifikus (lo-induktor kismolekulak) modulacioja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Aleim: LA1030 €s LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Détuma. 2017.09.04 - 2017.09. 08

Azonosité: KUT-JK V-LIP-117-02-004

012 75 g 10 gl 0 a0 160 Triton X 1%
o[ e W% 3l 2% e M@ 3ia7 2960 2801 301
@w| 2763 90 3T JET 31N 00 375 2944 2618 127
Sizs 2999 2067 3160 3B 0B 093 2981 2768 6.2
S o891 90 30 30,2 303t 308 293 2700 9.4
es2 203 050 318 30 36 3046 2034 2741 105
087 2955 017 w4 35 363 3008 2970 2816 77
SR e B4 5 3067 3194167 3155167 31615 0955 2055833 2740833 12.76667
% 100 104 108 113 111 111 109 104 97 0
S0 % 59 13 45 18 24 30 27 0.8 26 03
3.sz. melléklet. LA1030 toxicitas nyers adatai
-
MEF-145 sejtek 37°C-on
140-‘
120 4
T - — T
IRUER: i o[ i k i F .
2
o
‘E 60
]
o
40 -
20
0 T T T T T T T 7 —
0 125 25 5 16 20 40 B0 160 TritonX
1%
LAL1030 (M)
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Oldal: 9/14

KUTATASI JEGYZOKONYV (Jzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd névgsztéshez _

" 1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szt nem specifikus (BA) ill.

specifikus (ko-induktor Kkismolekulak) modulacidja membréan perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017. 09.08 Azonosité:KUT-JKV-LIP-1 17-02-004

MEF-145 sejtek 30 perc 47°C-oshdkezelésutan
149

120 A

100

60 -

celt viabitity (%)

40 A

20 A

0 1.25 25 5 10 20 40 80 160 Triton X
1%

LA1030 (M)

4.sz. melléklet. Az LA1030 toxicitas adatok oszlopdiagrammon 4brazolva. Z6ld oszlopok nem hosokkolt 37°C-os
mintak, pirossal a 30 percig 42°C-on hookezelt platerol szarmazo eredmények lettek feltlintetve. Lathaté, hogy egyik
alkalmazott molekula koncentracid sem bizonyult toxikusnak sem 37°C-on, sem pedig a 42°C-on 30 percig hoékezelt
MEE-145 sejtekre. Ezek alapjan az eddig sajat kisérleteinkben hasznalt 40 pM-os végpont biztonsagosan
alkalmazhato tovabbi kisérletekben is. Igy western blot kisérletekben az LA1030 gyogyszerjeloletet 40, 20 és
10 pM-os koncentraciban fogom alkalmazni.
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Oldal: 10/14

KUTATASLJ EGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacitja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel leépz6 €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitési teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017. 09.08 onosité:KUT-JKV-LIP-11 7-02-004

Az

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12
LA 1050 toxicitas teszt MEF-145 sejtvonalon

Kiindulasi sejtszam 1 X 105 / ml, azaz 1 x 10°/ well

IG)T!mOOWP

kontroll

5.5z, melléklet - LA1050 kezelési terv toxicitasi kisérlethez
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Oldal: 11/14

Tdrgy: 1. Feladat: Sejivonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozéasa fermentorban térténd novesziéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduldcidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivéldsaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-004

4«ﬁ e T S e———

6.5z, melléklet - LA1050-nel kezelt platekrol készitett fotok

LA1050 0 125 25 5 10 20 40 80 160 Trton X 1%
37°C 3436 3529 3842 3741 3950 3867 3937 3725 3739 1924
(M) 3407 3417 3751 3700 3890 3911 3874 3734 3671 1705

3275 3435 3627 3735 3773 3771 3803 3668 3621 166 4

3326 3333 3621 3688 3842 3772 3794 3701 3622 1623

3423 3468 3679 3753 3739 3877 3746 3713 3551 1638

3726 3601 3624 3889 3723 3314 3748 3830 3578 1601

34305 3464833 3690667 3751 38105 3852 3/17 37285 3630333 16925

% 100 10 108 109 1m 112 111 109 106 5
S0 % 46 27 26 2.1 26 19 22 16 20 03
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Oldal: 12/14

KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rtén6 ndvesztéshez
1.2. Részieladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulédk) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Détuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosité-KUT-JKV-LIP-117-02-004
[CAT050 ] 125 25 5 0 20 40 B0 160 Irton X 1%]

42°C 3579 3596 3852 3826 3937 3868 3904 3723 3677 193.2]
(1) 3488 3488 3743 3700 3713 3849 3838 3790 3586 1772

3539 3638 3684 3673 3683 3708 3801 3717 3677 167
3521 3472 3587 3662 3685 3695 3830 3604 3585 166 2|
3568 3612 3796 3752 3727 3854 3759 3721 3514 17

3717 3594 3577 3765 3652 3333 3739 3758 3555 163 5
3568667 3566667 37065 3729667 3732833 3802167 3811.833 3718833 3582333 1740167
% 100 100 104 108 105 107 107 104 100 5
SD % 22 19 31 18 29 22 17 18 15 04

7 sz. melléklet - Az LA1050 toxicitas nyers adatai. Feliil 37°C-on, alul 42°C 30
perc hosokk utan.

MEF-145 sejtek 37°C-on
120 3
- = s
T =] ﬁ e
=3
w00 4 | ) £
T 80 A
e
E
F 60 1
b
£
T a0
20 |
0 ; . ; + . . . . —
0 1.25 2.5 5 10 20 a0 80 160 Triton X
1%
LAL050 (pm)
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Oldal: 13/14

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membréan perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Aleim: LA1030 és LA1050 toxicitasi teszt MEF-145 sejteken

Datuma: 2017.09.04 - 2017.09.08 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-004

MEF-145 sejtek 30 percig 42°C-os hdkezelést kovetden
120 -

160
80

60

cell viability (%)

20

o 1.25 2.5 5 10 20 40 80 160 Triton X
1%

LAL0S0 (ph)

8.sz. melléklet. Az L.A1050 toxicitas adatok oszlopdiagrammon abrazolva. Z§ld oszlopok nem hésokkolt 37°C-os
mintak, pirossal a 30 percig 42°C-on hokezelt plater§l szirmazo eredmények lettek feltiintetve. Lathato, hogy egyik
alkalmazott molekula koncentracid sem bizonyult toxikusnak,sem 37°C-on, sem pedig a 42°C-on 30 percig hékezelt
MEF-145 sejtekre. Ezek alapjan az eddig sajat kisérleteinkben hasznalt 40 pM-os végpont biztonsagosan
alkalmazhato tovabbi kisérletekben is. Igy western blot kisérletekben az LA1050 gydgyszerjeldltet 40, 20 és 10 pM-
ban fogom alkalmazni.
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 14/14

Uzleti titok

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Tdargy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének €s stabilitasanak fokozésa fermentorban tdrtén6 noveszieshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd ¢s

Alcim: LA1030 és LA1050 toxicitési teszt MEF-145 sejteken

Ddtuma: 2017.09.04 - 2017.09.08

Azonosité:KUT-JKV-LIP-117-02-004

Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

v g

Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gabor

v } e
r/
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Oldal: 1/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének ¢s stabilitisanak fokozasa fermentorban tortend novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus {(ko-induktor Kkismolekuldk) modulacioja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo &3
jelatviteli folyamatok c€lzott aktivalasaval
Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, H

Ddtuma: 2017.09.18-2017. 09.29

sp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére
Azonosito: K UT-JKV-LIP-11 7-02-005

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kift. kutatélaboratoriuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzd személyek

Beosztas Alairas
KT | :
Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato Vezetd kutato OZMQ
Dr. Hunya Akos Gabor Tudomanyos 7
munkatars %{‘/ / ,7 2
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos . —
munkatars (_P | L i A«—n_ L@_\_
Bogdén Istvanné Laborasszisztens e y 7 )
/ﬁ"%/}"—' l/ i
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Oldal: 2/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedesének ¢s stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd noveszteshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulaciéja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatdsa a MEE-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 ¢s Hsp%0 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Célja és rovid leirasa:

Cél: Membran fluiditast ndveld szerek, BA és PhA hatasanak vizsgélata a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25,
Hsp60 és Hsp90 szintjére western blot technikaval.

Leirds: Az elézetesen optimalizalt western blot protokoll alapjan vizsgaljuk MEF-145 egér embrionalis
fibroblaszt sejteken a négy legfobb hosokk fehérje csalad, a Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 szintjének
alakuldsat membran fluiditast névelé szerekkel (benzil alkohol, ill. a fenetil alkohol) torténd kezeles
hatasara.
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Oldal: 3/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulicidja membran perturbdlo kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 ¢és Hsp90 chaperone szintjére

Daétuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Felhasznalt anyagok

% @ g e Ste-
Gyartasi rif—
Anyag neve Gyarto §Zam v. e? Lejarati ido
azonosito x
RIPA puffer Sigma-Aldrich RO278- - 2020.02.23.
50ML
Protease inhibitor coctail Sigma-Aldrich P8340-1ML - 2019.12.20.
Mintapuffer, Laemmli 45% koncentralt N/A N/A - N/A
vizjeg N/A N/A - N/A
1.5 mL-cs Eppendorf ¢s6 Greiner Bio-One 616201 - 2020.06.
Pierce BCA Protein Assay kit Pierce 23225 - 2020.01.
96 well plate fehérjeméréshez Greiner Bio-One 655101 - 2020.05.10.
Uveglapok 0.75 mm vastagsaga : 1653308 és i
poliakrilamid gélhez i 1653310 A
Protein molekulatémeg marker BIO-RAD 1610375 - 2019.11.
PVDF membran Immobilon-P 45mm Millipore IPVHO0010 - 2019.10.
Whatmann sziirépapir VWR 732-4093 - 2020.01.
Miuanyag talka membranokhoz N/A N/A - N/A
PBS N/A N/A - N/A
ECL (Immobilon Western) Millipore WBK(];SO 10 - 2019.01.05.
Hsp27 poliklonalis antitest Abcam — ;'g s - 2020.02.20.
Hsp70 monoklondlis antitest Abicam AD ;'ISOPA' ; 2020.02.20.
Hsp60 monoklonalis antitest Abcam AD;.%P e = 2020.02.20.
Hsp90 monoklonalis antitest Abcam AD;})S OPA— = 2020.02.20.
GAPDH poliklonalis antitest Sigma-Aldrich G9545 - 2020.03.10.
Coomassie brilliant blue oldat N/A N/A - N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
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Oldal: 4/15

KUTATASI JEGYZOKONYV (lsleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténé novesziéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérie szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduladcidja membran perturbdld kezeléssel, stressz-jel képzod és
jelatviteli folyamatok célzott aktivaldsaval

Alcim: BA és PhA hatdsa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkézok

Ellenérzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikildsi azonosito

Sejtkaparo palca N/A N/A
Manuélis pipetta 100-1000 uL Biohit ProLine N/A
Hiithetd sikrazd mikro centrifugacsdvekhez | Eppendorf Thermomixer Comfort | N/A
Vizlégszivattyu N/A N/A
Centrifuga mikro centrifugacsovekhez Sorvall RMC 14 N/A
Plate olvasd fotométer Thermo MultiSkan EX N/A
Poliakrilamid gél elekrtoforézis kit BIO—RAD%I;JQR{S ;E?IN N/A
Blottold berendezés BIO-RAD Mini Trans-Blot Cell |N/A
Billegd tér-razo razégép Labnet Rocker 25 N/A
Alphalmager HP nagysebességii CCD Klpha Tnnotech Tne. N/A
kamera

Allithaté hémérsékletii vizfiirdo Memmert N/A
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Oldal: 5/15
KUTATASI JEGYZOKONYV {odeti itk

Téargy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésénck és stabilitisanak fokozasa fermentorban tortend nivesztéshez
1.2. Részfeladat; Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje gzint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzb és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatésa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Elézmények:

KUT-JKV-LIP-117-01-006 - MEF-145 kisérleti sejtkiosztas

KUTJKV-LIP-117-01-007 - Western blot protokoll

KUT-JKV-LIP-117-01-008 - MEF-145 sejtek optimalis hésokk hémérsékletének-, és idejének meghatarozasa
KUT-JKV-LIP-117-02-002 - DMSO és BA toxicitasi teszt MEF-1435 sejteken

KUT-JKV-LIP-117-02-003 - PhA és LA1011 toxicitdsi teszt MEF-145 sejteken

Lépések (névvel szignoval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

1) A vizsgalat kezdetét megeldzden 48 draval 5 x 105 sejt/csésze MEF-145 sejtet oltottam ki2x8db. 6cm-
es Petri csészére.

2) A 24 6ras inkubaciot (37°C, 5% CO2) kivetden a csészéket feliratoztam a KUT-JKV-LIP-117-02-002 és
KUT-JKV-LIP-117-02-003 jegyzékényvek alapjan meghatarozott koncentraciok szerint

3} Ezek alapjan a 6 cm-es csészéket 10, 5 és 2.5 mM BA val, és 6, 3 és 1.5 mM PhA-lal kezeltem

4) Majd a csészék felét 42°C-os vizfiirddbe helyeztem 30 percre

5) 16 dra recovery utan (sejtek mikroszkopos képeit kozvetleniil a feldolgozas elétt az 1.sz. melléklet
tartalmazza) a sejteket RIPA pufferben felkapartam, fehérjét mértem a mintakbol a KUT-JKV-LIP-1 17-01-
007 és KUT-JKV-LIP-117-01-008 irdnyelvei alapjan (a fehérjemérések eredményét lasd 1.sz. melléklet)

6) BA esetén 10 mM ésPhA esetén 6 mM-lal kezelt csészékbl szarmaz6 mintakat, valamint a 37°C és 42°C-
os kontroll mintékat (3 technikai parhuzamban, a 2.sz. mellékletben bemutatott sorrendben) vittem fel 15
zsebes 12%-o0s SDS-poliakrilamid gélre, majd futtattam 160 V fesziiltséggel.

7) Blottolas, blokkolds és mosas uthn éjszakara 4°C-on inkubaltam anti-Hsp70 ellenanyaggal (1:3000
higitasbhan)

8) Miésnap mosast kdvetden 3%-os nem zsiros tejben 1:160000 aranyban higitott anti-egér masodlagos
ellenanyaggal inkubaltam a membranokat szobahdmérsékleten 1 dran at

9) Ezt mosas, majd elohivas koveti

10) Eléhivés utan a membranokat ¢jszakan at 4°C-on inkubaltam anti-Hsp25 ellenanyaggal (1:1000 higitasban)

11) A kovetkezd napon mosast kovetden 3%-os nem zsiros tejben 1:160000 arinyban higitott anti-nyul
masodlagos ellenanyaggal inkubdltam a membranokat szobahdmérsékleten 1 éran at

12) Ezt mosas, majd eldhivas kéveti

13) Eléhivas utan a membranokat &jszakan at 4°C-on inkubaltam anti-Hsp60 ellenanyaggal (1:1000 higitasban)

14) A kovetkez6 napon mosast kovetben 3%-0s nem zsiros tejben 1:160000 aranyban higitott anti-egér
masodlagos ellenanyaggal inkubaltam a membréanokat szobahdmérsékleten 1 éran at

15) Ezt mosas, majd elohivas koveti
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Oldal: 6/15

KUTATASIJ EGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének es stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesziéshez

1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) il

specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd &s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és

Détuma: 2017.09.18-2017. 09.29

Hsp90 chaperone szintjére

Azonosité: KUT-JK V-LIP-117-02-005

16) Eléhivas uténa membranokat éjszakan at 4°C-on inkubaltam anti-Hsp90 ellenanyaggal (1:1000 higitasban)

17) A kovetkezd napon mosast kovetden 3%-0s nem zsiros tejben 1:160000 aranyban higitott anti-egér
masodlagos ellenanyaggal inkubaltam a membranokat szobahomérsékleten 1 oran at

18) Ezt mosas, majd eldhivas koveti

19) Eléhivas utan a membranokat éjszakan at 4°C-on inkubaltam anti-GAPDH ellenanyaggal (1:20000
higitasban)

20) A kovetkezd napon mosast kovetden 3%-0s nem zsiros tejben 1:160000 ardnyban higitott anti-nyul
masodlagos ellenanyaggal inkubaltam a membranokat szobahémérsekleten 1 6ran at

21) Ezt mosas, majd elohivas koveti

22) Eléhivas utan a membranokat Coomassie festékkel festem, majd a membranokat szkennelem (4.sz
melléklet)

23) Ezutin az adatok kiértékelése és abrazolasa kovetkezett (az egyes hésokkfehérjékhez tartozd
immunoreaktiv band-ek felvételeit a 5.5z mellékletben mutatom be).

24) A kiértékelt adatok abrazolasa oszlopdiagrammon az 6. és 7.sz mellékletben lathat6
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Oldal: 7/15

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasinak fokozasa fermentorban torténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) il
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képz6 és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Osszefoglaldsa, eredménye:

Elvégeztik a MEF-145 sejtek BA (10 mM) és PhA (6 mM) kezelését kdvetden a dajkafehérje szint nem specifikus
modulacidjanak vizsgalatat western blot technikaval. Mindkét vegyiilet hatasat a membran fluidizaciojaval éri el.
Elbzetes toxicitasvizsgalat eredményeinek figyelembevételével (KUT-JKV-LIP-117-02-002 és KUT-JKV-LIP-117-
02-003 jegyzOkdnyvek) allapitottuk meg a kezelési dozist. Kisérlet eredményeként megallapithato, hogy mindkét
szer azonos modon inkabb ko-inducer modon hat a MEF-145 sejteken, nem inducerként ahogyan azt elozdleg
feltételeztik. Frdekesség tovabba, hogy a BA csak a Hsp70 és Hsp25, mig a PhA viszont az osszes vizsgalt
hosokkfehérje szintjét emeli, h6kezeléssel kombinalva.

Csatolmanyok felsoroldsa:

1.sz. melléklet - BA és PhA kezelt sejtek mikroszkopos felvételei

2.sz. melléklet - BA és PhA kezelt mintak fehérjemérési eredménye

3.sz. melléklet - A BA és PhA kezelt mintak gélre vitelének sorrendje

4 sz. melléklet - BA és PhA kezelt mintak blottjainak Coomassie festése

5.sz. melléklet - BA és PhA kezelt mintak egyes hsokkfehérjéihez tartozo immunoreaktiv band-ck felvételei
6.sz. melléklet - A BA kezelt mintak western blot eredménye

7.sz. melléklet - A PhA kezelt mintak western blot eredménye
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Oldal: 8/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Tsleti Btok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasdnak fokozésa fermentorban torténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalisaval

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Csatolmanyok

37°C, Kontroll 42°C, Kontroll

42°C, 10 mM BA

37°C, 6 mM PhA 42°C, 6 mM PhA

1.sz. melléklet. A BA és PhA kezelt sejtek mikroszkapos felvételei kdzvetleniil a feldolgozéas elbtt. Lathatd, hogy
egyik kezelbanyag (az adott koncentracioban) sem okozott kiilondsebb szemmel lathatd a sejtek alakjat vagy
mennyiségét érintd hatast.
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Oldal: 9/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbalé kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

BCA feherjemeres

14-33 s2. mmtdk

3 paralell 1 2 3 4 5 & 7 a
A 2615 2231 1283 2288 1864 1097 2794 1218
B 208 1806 105 2232 92 1107 184 0538
c 2405 2053 1148 243 2076 1474 2316 1148
D 199 1863 098 1.8 1538 0425 388 1.236
E 2402 2N S ST Ge

1879 1864 1805 1507 1532 1546 1141 1178 1175 0876 0885 091§
D678 0678 0685 0408 0418 D416 0277 0288 0278 016 016 D181
0136 0131 013
oD OD-Bink
20007 184933 1.717 BSA standard curve slope 112716
500" 1535 140287 infercept -57.9593

1000”7 1.165 103267
750" 089233 076

500" 068033 0548 WO i=aaz Bi-57 939 ®
250" 0414 028167 ¥ =a 9502
1257 026133 0149 g ”
257016033  0.028
0 013233 o

iooa -

®
500 L4
®
L]
R
o 0z Ga 23 o8 1 12 ia 16 iB 2

Benzyl alcohol {calculated concentration)
1 2 3 4 5 (3 7 8 8 10 11 12

A 28896 24567 138B2 25210 21558 11783 25277 21794 13160 25785 2i625 12743
B 22068 19777 MI/E 23579 1084 11896 27 18970 9971 1648 18131 DIBS
Benzyl alcohol (considered the diutions)

1 2 3 4 3 ] 7 a8 g8 10 1 12
A 2\eB6 30709 34705 WAL 26047  IWAGI 20277 27233 32801 15785 27032 31858
B 22865 24721 28138 24579 26355 29745 20171 21213 24926 648 22664 25462
# pg/ml  pgful  norm. Bpgra 30l ben RIPA Sxee
M4 314384 314 142 1964773 458 145 L
Mi5 272067 2372 123 1.70042 115 12.5 8 Koncentracio 160 pohi
Mic 284738 285 129 1779615 17.8 13.0 § Gélre vitt: L]
Mr 282249 282 128 1764057 171.8 130 ]
Mig 2524147 252 114 1.577607 190 110 3
™19 2689.30 289 122 1680812 18.0 120 3
M20 221035 224 100 138147 215 3.5 3
o ral 232579 233 105 1.45362 205 35 3
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Oldal: 10/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozéasa fermentorban térténé novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés scjtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) moduléciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA és PhA hatdsa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Ddtuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Phenethyl alcohol (calculated concentrations)
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 1 12
(& 26528 22629 12033 26810 22820 12653 25825 21287 12360 23902 20171 11864
D 21851 17793 10467 20543 16756 9847
Phenethyl alcohol ( {considered the diutions)
1 2 3 4 5 8 7 B 9 10 1 12
c 26528 28286 30083 26810 28525 3633 25525 26609 30800 23002 25214 20661
D 21851 22241 26166 20543 20945 24616
8 pg-1a
szémol
egyltthat Sxce
# pg/mi  pg/ut  nom. 8 39 pl ben RIPA Laemmii
M2z 282991 283 1.28 1.768695 17.8 13.0 8
MZz3 2898 .95 250 1.32 1811844 16.5 13.5 8 Koncentricié 160 pghl
M24 276782 277 126 1.728891 175 12.5 § Gélre vitt: T |
M25 28259 263 1.19 1641186 135 1.5 3
M26 2341 .85 234 106 1463717 205 85 2
m27 22035 220 1.00 1377185 220 8.0 g

2.sz. melléklet - BA és PhA kezelt mintak fehérjemérési eredménye. Feljebb BA alul pedig a PhA-lal kezelt mintak
eredményei lathatoak. A beallitott dsszfehérje koncentracio 1.6 pg/uL, ami mintdnként 8 pg gélre vitt dsszfehérje
mennyiséget jelent. A koncentracidkat a standard egyenes alapjan szdmoltam ki.

SZECHENYI

Eurdpai Unié
Europai Regionalis
Fejlesziési Alap

GINOP-2.2.4-15-2016-00002
AfelsBoktatds és az ipar egylittmkodése az egészségiparban

MAGYARORSZAG

AR BEFEKTETES A JOVOBE




DEBRECENI
EGYETEM

KUTATASI JEGYZOKONYV

QOldal: 11/15

Uzleti titok

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitdsanak fokozasa fermentorban térténd névesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlés sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekuldk) modulaciéja membran perturbld kezeléssel, stressz-jel képzd és

Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Ddtuma: 2017.09.18-2017.09.29

Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-02-005

Mintaszém /

cadure felirat _htfok _kezelés

Mis 3r°c Kontroll

M5 42°C Kontroll

mM28 I7°C Benzyl alcohol 10mM

Mz 42C Benzyl slcohol 10mM

M26 IrC Phenethyt alcohol 6mM
m27 42°C Phenethyl alcohol 8mM

1 2 3 B 5 L} 7 8

"A"gél mintapuffer marker M4 mMis M20 21 M4 M1S M2 M21 Mi4 M15 Mo M21  mintapuffer

10 i1 12 13 14 15

L, EETS i e S

4.sz. melléklet. BA (A) és PhA (B) kezelt mlntakbol ésa megfe]e]o kontroli mmtakbol késziilt blottok Coomassw ]
festésérol késziilt felvételek

Y "T“‘ o 'ntaﬁ ‘ . Y-ﬂ- ' , !
1 ¢ i !

1Y
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Oldal: 12/15
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje gzint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulaciéja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd és
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA é&s PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szinfjére

Ddtuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005

A membran — BA (10 mM) kezelt MEF-145 mintak

Hsp70 T e o e — e
Hsp2S |  wmme @ e aew e T

Hsp90

GAPDH [—

HS
BA

B membran — PhA (6 mM) kezelt MEF-145 mintak

Hsp70 |

Hsp25 [ wewem
Hsp60 - ca—

GAPDH | e S s S A A S WS G G W —
HS - + - + - e - - = + - +

PhA = 2 E + - = + + & ~ + o

5.5z melléklet. Az egyes hosokkfehérjékhez tartozo immunoreaktiv band-ek felvételel.
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Oldal: 13/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasanak fokozasa fermentorban tortend nivesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlds sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzo ¢s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Ddtuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005

MEE-145, H3p70 MEE-145, Hzp25
“w b}
7. ] g ]
ga; k % § i: E
£" £ s
g @0 g i T“
2w % 0 1
i.;--; i®
gl{ ‘_g_ €
%;‘{.- e ; z 4
1 4 g° .
3 r“1 : | s )
e < F < & Fong & " g
dp" 6“\‘% & £ & & &
o & J Cal d‘\ﬁ"* w(" g,é & Q@"’P
MEF-145, Hip60 MEF-145, Hsp90
23 4%
g | g |
é 104 g 184
E £, ]
2] 8°
i i
10 4 !' 169 3
§ 5
4 E ]
. » ’ ~ ' 2 ) M 2 ) ' & A
e"{'*{t & & o a»‘s‘& #‘?& u“‘*‘ feﬁ
ot &+ ‘t\& ‘q-\e w + ""’* ‘v.\
6.sz. melléklet. A BA kezelt mintak western blot eredményének abrazolsa oszlopdiagrammon. Lathat6, hogy a
Hsp60 és Hsp90 szintje BA-kezelés hatasara nem valtozott jelentdsen. Meglepd médon e sejtvonalon a BA ko-
inducerként viselkedett, legalabbis a Hsp70 szint alakulasat tekintve. A Hsp25 expressziot lényegében a
hékezeléshez képest a BA kezelés nem valtoztatja
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Oldal: 14/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozéasa fermentorban trténd ndvesztéshez
1.2, Részfcladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulik) modulicitja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd ¢s

jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval
Alcim: BA és PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjére

Détuma: 2017.09.18-2017. 09.29

Azonosito: KUT-JKV-LIP-11 7-02-005

=

MEF-145, Hip70 MEF-145, Hsp25

3% % 4
T | T
§ 30 4 1 §r.s;‘ 1
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valtozott PhA kezelés hataséra a 42°C-os hokezelt mintdkhoz képest is.

o

7 sz melléklet. A PhA kezelt mintak western blot eredményének dbrazolasa oszlopdiagrammon. Lathato, hogy a
PhA-kezelés mind a négy chaperon csalad esetén ko-indukciot mutat. A Hsp70 és Hsp25 szint pedig igen markansan
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Oldal: 15/15

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének ¢s stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténé novesztéshez
1.2. Részfeladat: Jellemzett csirke/emlos sejtvonalakon a dajkafehérje szint nem specifikus (BA) ill.
specifikus (ko-induktor kismolekulak) modulacidja membran perturbald kezeléssel, stressz-jel képzd €s
jelatviteli folyamatok célzott aktivalasaval

Alcim: BA &s PhA hatasa a MEF-145 sejtek Hsp70, Hsp25, Hsp60 és Hsp90 chaperone szintjere

Datuma: 2017.09.18-2017.09.29 Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-02-005
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor i Kiaddasért felel: Dr. Hunya Akos Géabor
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ATADAS - ATVETELI JEGYZOKONYV

["Atadas - atvételi jegyzGkdnyv projektkédja: 112 T e e
Atadott tétei neve | Azonosité “TMennyisége | Szallitasi kov. | Tarolas kov.
CSEVES p13 CSEVES p13 2darab | Szobahomérsékiet | 37 °C-0s COz | |
(immortalizalt T25-6s inkubator
madar eredeti flaska
sejtvonal)
Atadas ideje (datum, idSpont): Atado cég: T
2017.10. 19. Debreceni Egyetem
Atadas szallitasra: Anton Pal (kutatasi asszisztens)
|
Atvétel ideje (datum, id6pont): Atvevd cég:
2017.10. 19. LipidArt Kit.
| Dr. Hunya Akos (tudoményos munkatars)
Sz4llité neve és kézjegye: Megjegyzés:
- A sejtek hungarocell dobozba zérva lettek
szallitva.
Készilt: 2 példanyban /

&

..................................

atadé alairasa

...................................
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Azonosito kod:

DEBRECENI EGYETEM Oldal: 1/5
KUT-TERV-LIP-117-01v02
KUTATASI TERV
Cim: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikidésének a megbizo altal

rendelkezésre bocsatott CSEVES immortalizdlt csirke vesehdm sejtvonalon
torténd jellemzése

Hivatkozas: -

Készitette: Datum: Alairas:

Dr. Hunya Akos Gabor 2017.10.18. / /
Mellékletek: |-

MEGJEGYZESEK/INTEZKEDESEK:
A kutatasi terv jovahagydasa (Jﬂahaglﬂ) eﬂglfi'-'sa
]E‘ﬁ“ &% 3

™y
Détum: 2017.10.18.. Dr. Térok Zsolt/ =
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1. A MEGBIZO, A MEGBIZOTT ES A KUTATOHELY(EK) ADATAI

1.1. Megbizd neve

DEBRECENI EGYETEM

1.2. Megbizé cime, telefon, telefax

4032 Debrecen, Egyetem tér 1.
Tel: +36 52 512 900
Fax: +36 52 512-965

1.3. Megbizott neve

LipidArt Kft.

1.4. Megbizott cime, telefon, telefax

6726 Szeged, Temesvari krt.62.
Tel: +36 62 432038
Fax: +36-62-432048

1.5. Témafelelds (meghbizo részérdl)

Dr. Prépost Eszter

1.6. A témafelelés (megbizo részérél) nyilatkozata

Nyilatkozom, miszerint felelosséggel tartozom az
elvégzett tevékenység jelen kutatasi tervek megfeleld
lefolytatasat illetden.

1.7. A megbizasra vonatkozd dokumentum(ok)
megnevezese

30008697 1-es nyilvantartasi szamu vallalkozasi
szerzddés

1.8. Kutatast végz0 intézmeny neve

LIPIDART KUTATO FEJLESZTO ES TANACSADO
KFT.

1.9. Kutatast végzd intézmény cime, telefon, telefax

6726 Szeged, Temesvari krt. 62.
Tel: +36 62 432038
Fax: +36-62-432048

1.10. A kutatasba bevont egyéb intézmény(ek )/
alvallalkozo megnevezese

1.11. Témafeleldés (megbizott részérol)

Dr. Tordk Zsolt

1.12. Témafelelés (megbizd részérdl) nyilatkozata

Nyilatkozom, miszerint felel6sséggel tartozom az
elvégzett tevékenység jelen kutatasi tervek megfeleld
lefolytatasat illetben.

Datum: 2017.10.18.. Alairas
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2. A KUTATAS AZONOSITASA

2.1. Leird cim A dajkafehérjék expresszidjanak és mitkodésének J
megbizé 4ltal rendelkezésre bocsatott CSEVES
immortalizalt csirke veseham sejtvonalon torténd
jellemzése

2.2. A kutatas célja, elvart eredményei
A vizsgalt sejtvonal dajkafehérje expresszi6 gén és fehérje szintl dokumentacidja

2.3. A kutatas egyedi azonositoja KUT-TERV-LIP-117-01v02
2.4. A kutatés tervezett kezdési idépontja 2017.10.19.
E. A kutatas tervezett befejezési idopontja 2018.04.01.

3. AKUTATAS KIVITELEZESENEK/VEGREHAJTASANAK LEIRASA

|

A LipidArt Kft. laboratériumai az MTA Szegedi
Biologiai Kutatokdzpontban

3.1. A kutatas végzésének helye, mindsitése,
felszereltsége

3.2. A kutatas részfolyamatainak/lépé-seinekffeladatainak meghatirozasa, felsorolasa ¢és varhato eredménye
1. Sejtvonalak niovekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténé nivesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojénak €s mitkodésének a meghizo altal rendelkezesre bocsatott
CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtvonalon tdrténd jellemzése.

Eredmény: A vizsgilt CSEVES sejtvonal dajkafehérje expresszié gén és fehérjeszintii dokumentacidja
(részletes kutatasi je gyzokonyvek).
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3.3. A kutatas végrehajtasanak iitemterve/ folyamatabra
Projekt idévonal
honap o 6 12 18 21 27
r t ¢ J
S1BK &
wi HA plazmid
iCSF és £ vip plazmid Ba. V¥ ¥
CSF sejt IMEF S| \cst és iMEF ICSF és iIMEF b4
sejtek S} sejtekben ssjtedien )
o w
’ v
Konzorcium ' X E "
(cspee Fementiciéra B | HA plazmid ;pﬁn.auzéi:m & 8
o optibalizalt 5| | ViP plazmid 5 ) - s
MEF IMEF g = 3 ) HA &8 VLP plazmid =
ICSFlEs IMEF iCSF és IMEF = = 63 E
sejtek seftek b 8l |t {CSF s IMEF 5t g
sei = l sejte} LR 3
LipidArt ‘L' 3

iCSF, IMEF: immortalizalt sejtvonalak

3.4, A kutatési folyamat soran tervezett vizsgalati modszerek

sejttenyésztés

e  mikroszkopia

e sejthomogenizalas

e poliakrilamid gélelektroforézis

e western blot

3.5. Felhasznalasra keriilé szakirodalom, kiilso szabalyozé dokumentum(ok) megnevezése, védett/nem védett
eljarasok/anyagok hasznalata
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Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutatd

36. A feladatokban résztvevi személyek neve, Dr. Heya Akos Gabor, tudomanyos munkatérs

przoja Dr. Pilbat Ana Maria, tudomanyos munkatars
Bogdan Istvanné, technikus, laborasszisztens
3.7. A tervezett felhasznalasra Jeertild *  Sejtkultura reagensek

o  Molekularis biolégiai reagensek

o Biokémiai reagensek

o steril lamindris sejttenyészto flilke

e (O, inkubétor

e invert, fazis kontraszt fénymikroszkop

e Mini-PROTEAN Tetra Cell gél ELFO rendszer
e nedves blottold rendszer

géldokumentacios képalkotd rendszer

anyagok/reagensek felsorolasa

38 A tervezett felhasznalasra Kkeriilo gépek €s
berendezések felsoralasa

3.9. Egyéb feltételek felsorolasa -

4. A KUTATAS RESZFOLYAMATAINAK RESZLETES LEIRASA

1.1. A dajkafehérjék expressziéjanak és miikodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott CSEVES
immortalizlt csirke veseham sejtvonalon sejtvonalon torténé jellemzése

A hékezelés hatisanak meghatarozasa a £6 dajkafehérje osztalyok (Hsp90, Hsp70, HSP60, HSP27) mennyiségere
a kiilénb6z6 sejtvonalakon.

A megbizé éaltal rendelkezésre bocsatott sejtvonalakat 37°C-on, pards kérnyezetben, 5% CO2-ot tartalmazé
termosztatban a sejtvonalakhoz a megbizo altal ajanlott kezdd Gsszetételll médiumban tenyésztjitk. A hdsokk
kezclésckhez a Petri csészéket Parafilmmel lezarjuk, és a megfeleld homérsékletre (= 0.1°C) beallitott vizfiirddbe
helyezziik éket. A hésokk fehérjék (Hsp90, Hsp70, HSP60, HSP27), mennyiségének jellemzésére Western blot
technikat alkalmazunk. A feldolgozésra var¢ sejteket 2 x Laemli SDS minta pufferben tarjuk fel intenziv
keveréssel és 5 perces forralassal. A lizditumokban meghataroztuk az Osszfehérje koncentraciot (RC DC Protein
Assay, BioRad). A mintadkbol azonos dsszefehérje mennyiségeket futtatunk meg SDS-poliakrilamid gélen, majd a
fehérjéket PVDF membranra (0,45 pm, Pierce) vissziik at. Anti-Hsp ellenahyagokkal (elsbdleges, és torma-
peroxidaz konjugdlt anti-egér (Sigma) masodlagos antitesttel jeloljik és a létrejtt immunkomplexet a
kemilumineszcens detckciés modszerrel (Pierce) oéldokumentéacios képalkotdssal rogzitjilk, majd képelemzeés
segitségével elvégezziik a mintak mennyiségi analizisét. Meghatérozzuk a hokezelés hatasat a fo dajkafehérje
osztalyok mennyiségére a kiilonboz6 sejtvonalakon. Az eredményeket jegyzokdnyvben rogzitjik.
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Oldal: 1/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban térténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak €s mitkédésének a megbizo altal rendelkezesre
bocsatott madar/emlés sejtvonalon térténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek mikoplazma tesztje

Datuma: 2017.10.19. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-009

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratoriuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62. J

A miiveletet végzé személyek

Beosztas Alairis ]
K/T

Dr. Horvath Tholya, vezetd kutatd Vezetd kutatod W

Dr. Hunya Akos Gabor Tudoméanyos #‘7/ //7/
munkatars /.é.’..-—f

Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos S P ; - .
munkatars F?l IL ¥ @—w M"’\‘

Bogdan Istvanne i : ‘ ¢ j
ogdén Istvannc Laborasszisztens %;}” Pl ////{/,_J Iy
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Oldal: 2/7
KUTATASIJEGYZOKONYV Ugzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak €s miikédésének a meghizo altal rendelkezésre
bocsatott madar/emlos sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke vesehdm sejtek mikoplazma tesztje

Datuma: 2017.10.19. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-009

Célja és rovid leirasa:

Cél: Annak kideritése, hogy a Megbizé altal rendelkezésiinkre bocsatott CSEVES immortalizalt csirke veseham
sejtvonal fertozott-e mikoplazmaval.

Leiras: A LipidArt Kft. laboratériumanak biztonsagi protokollja alapjan egy tijonnan beérkez0 sejtet minden esetben
rogton karanténba kell helyezni, bizonyos kontaminacio (pl. Mikoplazma fertbzés) elkeriilése érdekében. A sejtnek
mindaddig elkiilénito (karantén) inkubatorban kell maradnia, amig be nem bizonyosodik, hogy mikoplazma negativ.
A tesztet biolumineszcens elven miikodo MicoAlert® Mycoplasma Detection (LONZAL L T07-218) kit segitségével
végeztem el. A mérest lumineszcencia detekeiéra alkalmas plate-readerrel végeziem, az adatokat LibreOffice Calc
5.4.2.2 tablazatkezeld szoftverrel értékeltem ki.
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Oldal: 3/7
KUTATASI ] EGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sej rvonalak ndvekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban tdrténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjek expressziojanak és mikodésénck a megbizo altal rendelkezésre
bocsatott madar/emlds sejtvonalon t6rténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizilt csirke vesehdm sejtek mikoplazma tesztje

Détuma: 2017.10.19. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-009
Felhasznalt anyagok
| Gyartasi Srtf—_ 4‘
Anyag neve Gyarto SZam V. e? Lejarati idé
azonosito )
X
MycoAlert M1coAllert® _Mycoplasma L ONZA LT07-218 2018.01.
Detection Kit
15 ml-es centrifuga csé DeltaLab 22.,429920 X 2020.02.
Fehér, nem attetszo, kerek alja, 96-lyuka Fitar 3789 2019.11.
mikroplate
1.5 mL-es mikrocentrifuga csd Greiner Bio-One 616-201 X 2020.02.
1 mL-es milanyag pipettahegy Greiner Bio-One 740290 X 2020.02.

Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkozik

[ Ellenrzés
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikdlasi azonositd
Steril fulke ADS Laminaire BIO II. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO3 inkubator Jouan LC N/A
Fluoreszcens/lumineszcens mikroplate Thermo Scientific FluoScan
) N/A
olvasé (reader) Ascent FL
Keverb-vortex Vortex-Genie 2 N/A
20-200uL-es manualis pipetta Biohit ProLine N/A
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Oldal: 4/7

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének &s stabilitasanak fokozasa fermentorban trténd noveszteéshez

© 1.1. Részfeladat: A dajkafehérjek expresszidjanak &s mikodésének a meghizd altal rendelkezeste
bocsatott madar/emlos sejtvonalon tortend jellemzese

Alcim: CSEVES immortalizalt csitke veseham sejtek mikoplazma tesztje

Ddtuma: 2017.10.1 9. Azonosité: KUT-JK V-LIP-117-01-009

Eljzmények:

KUT-AJK-LIP-117-01-002 - CSEVES sejtek atadasi jegyzOkonyve

Lépések (névvel,szigné’val):
Készitette Dr. Hunya Akos Gabor

A mikoplazma tesztet a gyartoi protokoll instrukeidi alapjan végeztem (LONZA MycoAlert® Mycoplasma
Detection Kit; LT07-218) . Lépései:

1) A kit Gsszes komponensét szobahbmérsékletre hagytam melegedni hasznalat elott

2) 600 pL MycoAlert Assay puffer-t mértem a liofilizalt MycoAlert Reagent-et tartalmaz6 fiolaba, majd
vortexeltem, mig teljesen fel nem oldodott

3) 600 pL MycoAlert Assay puffer-t mériem a liofilizalt MycoAlert Substrate-ot tartalmazé fiolaba, majd
vortexeltem, mig teljesen fel nem oldédott

4) 15 percig szobahon allni hagytam Oket

5) a MEF-145 sejtekrol steril fiilke alatt eltavolitottam 2-2 mL feliilaszot mindkét T-75-0s flaskardl (fontos,
hogy a sejtek mar legalabb 24 orija ebben a tapoldatban voltak)

6) abegylytott felitluszokat 15 ml-es centrifugacsdbe pipettaztam

7) lecentrifugaltam 1500 rpm-en (200 x g), 5 percig

8) atiszta feliiiszobol 200 pL-t 1,5 mL-es mikrocentrifuga csovekbe pipettaztam

9) a csovekbol 100-100 pL-t fehér luminecszcens 96-lyuki platekbe pipettiztam, a pozitiv ¢s a negativ
kontrollokkal egyiitt

10) a lumineszcens plate-readert 1s integrated reading-re allitottam, majd lemértem az 0sszes minta
lumineszcenciajat (Blank)

11) ezutin az egyes mintakra 100 uL MycoAlert Reagent-et pipettaztam, a plate-t razattam 1 percig, majd 4
percig sététben inkubaltam, az inkubacié letelte utan lemértem a mintak lumuneszeenciajat (Reading 4)

12) a mintakra 100 pL MycoAlert Substrate-ot pipettiztam, majd szintén 1 percig razattam a plate-t, melyet 9
perc sotét inkubacid kivetett. Ezutan mértem a mintak lumineszcencidjat (Reading B)

13) Kiértékelésnél (LibreOffice Cale 5.42.2 szoftver) eloszor az Osszes mért adatbél levontam a Blank
értékeket, majd a Reading B értékeket elosztottam a Reading A értékekkel (ReadigB/ReadingA)

14) A sejtek mikoplazma negativnak tekinthetdk, ha a ReadigB/ReadingA 1-nél kisebb
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KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és mikddésének a me
bocsatott madar/emlos sejtvonalon torténd jellemzese

Alctm: CSEVES immortalizalt csirke vesehdm sejtek mikoplazma teszje

Détuma: 2017.10.19.

orténd novesziéshez
gbizo altal rendelkezésre

Azonosité: KUT-JK V-LIP-117-01-009

Osszefoglalasa, eredmeénye:

flaska kikeriilhet a karanténbdl, a kisérletek biztonsagosan folyhatnak.

Csatolmanyok felsorolasa:
1.sz. melléklet - CSEVES sejtek mikoplazma tesztjének eredmenye

A CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek a vizsgalat eredményei (1.sz. melléklet) alapjan mikoplazma

fertzés mentesnek bizonyultak, igy nincs szikseg tovabbi kezelésre, antibiotikumos beavatkozasra. A 2 db. T-25-08

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsGoktatas és az ipar egyiittmiikddése az egészségiparban
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KUTATASI JEGYZOKONYV Ugzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozhsa fermentorban tortend novesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszi(’)jénak és mikddésének a megbizo altal rendelkezésre
bocsatott madéar/emlos sejtvonalon tortend jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizali csirke veseham sejtek mikoplazma teszgje

Datuma: 2017.10.19. Azonosité: KUT-JKV-LIP-11 7-01-009

Csatolminyok

2017.10.19-én a Debraceni Egystemtdl érkezeatt CSEVES (csirke veseham sejtek) mikoplazma tesztje

Neg. ctil. CSEVES (1) CSEVES @) Pos. ctil.
0 9 0.0004 0.0001 0.0002
5 0.0028 0.0015 0.0015 0.0022
1w 0.0003 0.0006 0.0002 0.0512

baseline corrected

AB) 0.0028 o0.0011 0.0014 0.002
B (10) 0.0003 0.0002 0.0001 0.051
res (B/A) 0.1 0.2 0.1 255

1.sz. melléklet. CSEVES sejtek mikoplazma tesztjének credménye. Ha a B/A értek <1, akkor a sejtek negativak.
Jelmagyarazat: 07 = Blank: 5° = Reading A; 107 = Reading B
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Oldal: 7/7
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Teladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozéasa fermentorban torténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak €s miikédésének a megbizo altal rendelkezésre
bocsatott madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke vescham sejtek mikoplazma tesztje

Détuma: 2017.10.19. Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-009

Kiadasért felel: Dr. Hunya Akos Gabor

Készitette: Dr. Hunya Akos Géabor %

SZECHENY

Eurépai Unié
Eurdpai Regiondlis
Fejlesztési Alap

MAGYARORSZAG - PET
KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
A felsBoktatas és az ipar egylittmUkodése az egészségiparban




& DEBRECENI
i EGYETEM

Oldal: 1/3

KUTATASI JEGYZOKONY'V Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésenek €s stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidj 4nak és mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Datuma: 2017.10.23. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-010

A miivelet végzésének helye

(A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62. j

A miiveletet végzd személyek

{ Beosztas Aldirds
K/T

Dr. Horvéth Ibolya, vezetd kutatd Vezetd kutato W
j

Dr. Hunya Akos Gébor Tudomanyos M é/’_
munkatars

Dr. Pilbat Ana Maria Tudoméanyos oy f .
munkatars s R LAFJ‘F ‘%ﬂn/ {\{J-g —
Bogdan Istvanné Laborasszisztens %’ //1;,; //‘, /\Z}_f ey
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Oldal: 2/8
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

madar/emlés sejtvonalon tore€nd jellemzése

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedesének és stabilitasanak fokozasa fermentorban 16rténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak ¢s mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Détuma: 2017.10.23. “Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-01 0

Célja és rovid leirasa:

Cél: CSEVES immortalizalt —csirke veseham sejtvonal morfologial
fénymikroszkdp segitségével.

&s scjtstirliség  vizsgalata

Lefras: A Debreceni Egyetem éltal rendelkezésiinkre bocsatott CSEVES sejtvonalat vizsgaltuk alak,
sejtméret, nyulvanyozottsag mértéke, valamint korilbeliili sejtsitiriség szempontj &bol fénymikroszkop alatt.

B
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Oldal: 3/8

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafeherjék expresszidjanak és miikodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Datuma: 2017.10.23. Azonosito: KUT-JKV-LIP-11 7-01-010

Felhasznalt anyagok

Gyartasi
Anyag neve szam V. Lejarati ido
azonosité )

Felhasznalt gépek, berendezések, mérdeszkozok

’ Ellenorzés
Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikaldsi azonosité

Berendezés neve Azonosito

XD-2 invert fazis kontraszt sejtbiologiai
mikroszkop L21%a64 j
CCD kamera N/A -

SZECHEN’

Eurépai Unié
Eurdpai Regional
Fejlesztési Alap

MAGYARORSZAG Z G
i tvr(tivaall BEFEKTETES A JOVOBE

GINOP-2.3.4-15-2016-00002

A felsGoktatas és az ipar egylttmikddése az egészségiparban




DEBRECENI
EGYETEM

Oldal: 4/8

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Térgy: 1. Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd niveszteshez
1 1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak &s mitkddésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatoft
madér/emlds sejtvonalon térténd jellemzese

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke vescham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Datuma: 2017.10.23. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-010
Elézmények:
KUT-AJK-LIP-117-01-002 - jegyzokonyv a 2017.10.19-én érkezett CSEVES immortalizalt csirke veseham
sejtekrol

Lépések (néwel,szign,(wal):
Készitette Dr. Hunya Akos Gabor

1) A sejteket tartalmazo T-25-0s flaskakat az inkubatorbol kivettik

2) A flaskakat egyenként a mikroszkop targyasztalara helyeztik

3) Mikroszkép alatt vizsgaltuk 10-es (100x nagyitas) (lasd 1. melléklet)

4) Felvételeket készitettink a mikroszképpal dsszekapesolt CCD kameraval

5) Passzalasok alkalmaval €s utan a sejteket kiilonbozd idokozonként Gjra vizsgaltuk, kiilonbdzo sejtstirtisegi
allapotban (1asd 2-3. mellékletek)

Osszefoglalisa, eredménye:

A CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek 2db T-25-0s vent cup flaskaban (parafilmmel szigetelve). A sejtel
Kb 40-50%-ig konfluensek, passzazs szamuk 13 volt. Ez a sejtvonal nem tartalmaz semmilyen genetikai modositast,
a kisérlesorozat kontroll objektumat képviseli. A sejtek fibroblaszt jellegli morfologiat mutatnak, azonban a
MEE-145 sejtekhez képest a CSEVES sejtek zome inkabb hosszu tiszer( nyilvanyokat ndveszt.

Csatolmanyok felsorolasa:

1.sz. melléklet - CSEVES sejtek az érkezés napjan
3 sz melléklet - CSEVES sejtek kb.50-60% konfluenciaval
3 sz. melléklet. CSEVES sejtek kdzvetleniil passzalas utan

SZECHENY @
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Oldal: 5/8
KUTATASI JEGYZOKONYV Yialeti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozéasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expresszidjanak €s miikddésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon torténé jellemzése

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.

Ddatuma: 2017.10.23. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-010

Csatolmanyok

1.sz. melléklet. CSEVES sejtek az érkezés napjan (kb.40-50% konfluencia) 100x nagyitas
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Oldal: 6/8

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének €s stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez

1.1. Részfeladat: A da_jkafehé‘rjék expresszio] 4nak és mitkodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlos sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgilata fénymikroszkop segitségével.

Datuma: 2017.1 0.23. Azonosito: K UT-JKV-LIP-11 7-01-010

7.s7. melléklet, CSEVES sejtek kb.50-60% konfluenciaval 100x nagyitas
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Oldal: 7/8
KUTATASIJ EGYZOKONYV Uzleti titok

Tdargy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjek expressziojanak €s miikdésének a megbizd altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: CSEVES immortalizalt csirke veseham sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkop segitségével.
Détuma: 2017.10.23. Azonosité: KUT-JKV-LIP-11 7-01-010

—

3.57. melléklet. CSEVES sejtek kizvetlenil passzalas utan
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 8/8

Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozdsa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziéjanak és mikddésének a meghizo 4ltal rendelkezésre bocsatott

madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzeése

Alctm: CSEVES immortalizalt csirke vesehim sejtek fenotipusos vizsgalata fénymikroszkdp segitségével.

Ddtuma: 2017.10.23.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-010

Készitette: Dr, Hunya Akos G:.ion{
< / —

Kiadasért felel: Dr. Hunya Akos Gibor

I
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 1/6

Uzleti titok

Tdrgy: . Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t3rténd ndvesztéshez
L.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon térténé jellemzése

Alcim: CSEVES csirke vesehim sejtvonal fenntartasa, passzilasa

Datuma: 2017.10.27.

Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-011

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzé személyek

Beosztas Alairas
K/'T

Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutatd Vezetd kutatd W
Dr. Hunya Akos Gabor Tudoményos /&\

munkatars
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos @

munkatars q‘ (4 CL ‘Lt-"-‘\
Bogdan Istvanné Laborasszisztens

% . /;,;, //(ﬂf/m.

GINOP-2.3.4-15-2016-00002

A felsGoktatas és az ipar egylittmiikddése az egészségiparban

Eurépai Unid
Eurdpai Regionals
Fejlesztesi Alap

MAGYARORSZAG
KORMANYA

SZECHENY] E£ere)

BEFEKTETES A JOVOBE



DEBRECENI
EGYETEM

Oldal: 2/6
KUTATASI JEGYZOKONYV {zleti titok
Targy: . Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak és miikddésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatoft
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzese
Alcim: CSEVES csirke veseham sejtvonal fenntartésa, passzalasa
Datuma: 2017.10.27. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-011
Célja és rovid leirdsa: ]
Cél: A CSEVES sejtvonal fenntartasa, passzalasa
Leiras: A Debreceni Egyetemtd kapott immortalizalt csirke vescham sejtek tenyésztése optimalis
koriilmények kozott, megfeleld technikaval, megfeleld tapoldatban, valamint kisérletekhez torténd
elokészitése
L
—
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Qldal: 3/6

Uzleti titok

Tgrgy: . Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez

1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak &s mitkodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott

madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzeése
Alcim: CSEVES csirke vesehim sejtvonal fenntartdsa, passzdlasa

Ddtuma: 2017.10.27.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-011

Felhasznalt anyagok
- Ste-
Gyartasi rile—
Anyag neve Gyarto $zAm v. o? Lejarati ido6
azonosito x
DMEM high glucose Biowest PO103-N50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine Sigma G5792-1KG b 2020.03.
Penicillin-Streptomycin solution : P4333- X 5
Sigma 100ML 2021.01
10 cm-es milanyag Petri csésze VWR 734-2321 % 2020.06.03.
10 mL-es iiveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
5 mL-es iiveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A
Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A X N/A
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05
PBS N/A N/A X N/A
Felhasznalt gépek, berendezések, méroeszkozok
Ellendrzés

Berendezés neve

Azonosito

Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikdlasi azonositd

Steril fiilke ADS Laminaire BIO IL. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-0s CO; inkubator Jouan 1G-150 N/A
Pipettor Drummond PipettAid XL N/A
OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A
Vizlégszivattyu N/A N/A

GINOP-2.3.4-15-2016-00002
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Oldal; 4/6
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: . Feladat: Sejtvonalak nivekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expressziojanak cs mitkédésének a megbizé altal rendelkezesre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: CSEVES csirke veseham scjtvonal fenntartasa, passzalasa

Ddtuma: 2017.10.27. Azonosité:-KUT-JKV-LIP-117-01-011

Elézmények:
KUT-AJK-LIP-117-01-002 a 2017.10.19-én érkezett MEF-145 sejtekrdl

Lépések (névvel,szignéval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

1) A MEF-145 sejtekrol (2 db T-25-6s flaska, passzazs szama: 13) eltavolitjuk az elhasznalt teny€sztd
tapoldatot

2) asejteket 5-5 mL steril PBS-sel mossuk

3) a MEF-145 sejtekre 2 mL Trypsin-EDTA oldatot mérek, majd 2 percre 37°C-os COz inkubatorba
helyezzik dket

4) a2 perc inkubaciés id letelte utan vizlégszivattyi vakuumahoz csatlakoztatott Pasteur pipettaval ovatosan
leszivjuk a Trypsin-EDTA oldatot

5) iivegpipettaval alaposan felszuszpendaljuk a sejteket, 10 mL friss CSEV ( MEM with Hank’s balanced salt
+10% FBS + 1 x-es Penicillin-Streptomycin + 5Spg/mL Puromycin ) tapoldattal

6) cbbol a szuszpenziobol osztunk, 0] steril 10 cm-es csészékbe 1:2 ardnyban. Az A MEF-145 sejtek igy
clérték a 14. passzazst.

Osszefoglalasa, eredménye:
A MEF-145 sejteket a 2 db. T-25-0s flaskabol 4 db. 10-cm-es sejttenyésztd Petri csészébe osztottam. A sejtek

passzizs szama igy elérte a 14-ct.

Csatolmanyok felsoroldsa:
1.sz. melléklet — CSEVES passzalas elott
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KUTATASI JEGYZOKONYV

Oldal: 5/6

Uzleti titok

madér/emlés sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: CSEVES csirke vesehdm sejtvonal fenntartdsa, passzalasa

Tdrgy: . Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasinak fokozasa fermentorban torténd ndvesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikodésének a megbizé altal rendelkezésre bocsatott

Ddtuma: 2017.10.27.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-011

Csatolmanyok

1.sz. melléklet — CSEVES passzalas eltt

g
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Oldal: 6/6
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: . Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak ¢s miikodésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES csirke vesehdm sejtvonal fenntartasa, passzalasa

Datuma: 2017.10.27. Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-011
Készitette: Dr. Hunya Akos Gibor Kiaddsért felel: Dr. Hunya Akos Gibor
y—

-
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Oldal: 1/6

KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és milkodésének a megbizd 4ltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES csirke veseham sejtvonal fagyasztisa

Datuma: 2017.11.03. Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-012

A miivelet végzésének helye

A LipidArt Kft. kutatélaboratériuma, 6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A miiveletet végzé személyek

Beosztas Alairas
K/T
Dr. Horvath Ibolya, vezetd kutato Vezetd kutatd W
Dr. Hunya Akos Gébor Tudoméanyos i = //
munkatars \!74’\,/ A
Dr. Pilbat Ana Maria Tudomanyos N vy o i .
munkatars P N ,B—u—— L@u—;
Bogdan Istvanné Laborasszisztens e %./ Z i
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Oldal: 2/6

KUTATASIJEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak névekedésének és stabilitasanak fokozésa fermentorban térténd névesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és milkodésének a megbizoé dltal rendelkezésre bocsatott
madar/emlds sejtvonalon térténd jellemzése

Alcim: CSEVES csirke vesehdm sejtvonal fagyasztisa

Datuma: 2017.11.03. Azonosito: KUT-JKV-LIP-117-01-012

Célja és rovid leirasa:
Cél: A CSEVES immortalizalt csirke vesehim sejtek kriopreszervélasa.

Leiras: A Debreceni Egyetemtél kapott CSEVES sejtvonal fagyasztasa, fenntarté tenyesztése (passzalisa)
¢s kisérleti el6készitése.
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Oldal: 3/6
KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozdsa fermentorban torténd navesziéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak ¢s miikddésének a meghizo altal rendelkezésre bocsatott
madér/emlds sejtvonalon torténd jellemzése

Aletm: CSEVES csirke veseham sejtvonal fagyasztasa

Datuma: 2017.11.03. Azonosité: KUT-JKV-LIP-11 7-01-012
Felhasznalt anyagok
i 5 te-
T Gyartasi Sri;-
Anyag neve Gyarto SZAM V. o2 Lejarati id6
azonositod x
EMEM Sigma M4642-50L X 2020.02.
Fetal Bovine Serum (FBS) l Gibco 1027-106 X 2019.12.
L-Glutamine TL Sigma G5792-1KG | x 2020.03.
s o . tudd g P4333- X 2021.01
Penicillin-Streptomyein solution igma LOOML :
10 cm-es milanyag Petri csésze VWR 734-2321 % 2020.06.03.

10 mL-es {iveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A

5 ml -es iiveg szerologiai pipetta N/A N/A X N/A

Uveg Pasteur pipetta (2 mL) N/A N/A % N/A
1.5 ml-es Eppendorf ¢s0 Greiner Bio-One 616201 X 2020.06
Trypsin-EDTA solution Lonza BE17-161E X 2020.05

PBS N/A N/A X N/A
15 ml -es centrifugacsd Deltalab 22429920 X 2020.02.
Dimethyl-sulfoxide Molar - i 2019.10.

Csavaros tetejil fagyasztocsd (CRYQ.S) Greiner Bio-One 121263 s 2020.03. |

Felhasznalt gépek, berendezések, méroeszkozok

Ellendrzes
Berendezés neve Azonosito Kvalifikalt/kalibralt-e: x,
kvalifikaldsi azonosito

Steril fillke ADS Laminaire BIO I1. 12 x, 025/MTA:20-1801-3034
37°C-o0s CO, inkubator Jouan 1G-150 N/A

Pipettor Drummond PipettAid XL N/A

OLYMPUS fazis kontraszt fénymikroszkop OLYMPUS CK30 N/A

Vizlégszivatty N/A N/A ]
Izopropil-alkoholos fagyasztédoboz Nalgene Cryo 1C N/A

100-1000 pL-es manualis pipetta Biohit ProLine N/A

Sejtcentrifuga Janetzki T32C N/A

-80°C-o0s mélyfagyaszto hiitdszekrény N/A
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KUTATASI JEGYZOKONYV Uzleti titok

Tdrgy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban t6rténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehériék expressziojanak ¢s miikddésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése

Alcim: CSEVES csirke veseham sejtvonal fagyasztasa

Ddtuma: 2017.11.03. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-012

Elézmények:
KUT-JKV-LIP-01-011 passzélasi jegyz6konyv

Lépések (névvel,szignéval):
Készitette: Dr. Hunya Akos Gabor

1) A CSEVES (2 db. 10 cm-es Petri csésze) sejtekrd] eltavolitjuk az elhasznalt médiumot

2) A csirke veseham sejteket 5-5 mL 37°C-os 1x PBS-sel mossuk

3) A sejiekre ezutin egyenként 2-2 ml. Tripszin-EDTA oldatot pipettdzunk, majd 2 percre 37°C-o0s
sejttenyésztd inkubatorba helyezziik dket

4) 2 perc inkubdcids id6 letelte utan 5 csészébbl 10 mL 37°C-ra elémelegitett CSEV (EMEM + 10% FBS +
1 x-es Penicillin-Streptomycin) tapoldattal iivegpipetta segitségével alaposan felszuszpendaljuk, majd egy
15 mL-es centrifugacstbe pipettazzuk at a sejteket.

5) az igy dsszegylijtott sejteket 1200 rpm-el 5 percig centrifugaljuk sejtcentrifuga segitségével

6) centrifugalas utan a leiilepitett sej ttdmegrél eltavolitjuk a feliihiszot

7) a sejtpelletet ezutan 2 mL sejtfagyaszto tapoldatban (CSEV tapoldat + 10% FBS + 10% DMSQO)
tjraszuszpendaljuk

8) a2 mL sejtszuszpenziot végiil 2 db fagyasztocsibe (minden 10 cm-es Petri csésze sejtbdl 1 fagyasztocsényi
sejtet készitink, ez kb. 5 x 106 sejt / cs6 sejtkoncentraciot jelent) pipettizzuk (mindegyikbe 1-1 ml-t).

9) afagyasztécsoveket izopropil-alkoholos fagyasztodobozba helyezziik (ez biztositja a lasst, kb. 1°C / perces
hiitést) és -80°C-o0s mélyfagyaszto hiitdszekrénybe tesszik

Osszefoglalisa, eredménye:

A Debreceni Egyetemrél 2017.10.19-én érkezett CSEVES sejteket 2 db 10 cm-es Petri csészében felszaporitottuk
(KUT-JKV-LIP-01-011 passzalasi jegyzokonyv), majd mind a 2 db csészében talalhaté sejteket lefagyasztottuk 2 db
fagyasztocstbe.

Csatolmanyok felsoroldsa:
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Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitasanak fokozasa fermentorban torténd novesztéshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszigjanak €s miikddésének a megbizd Altal rendelkezésre bocsatott
madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzese

Alcim: CSEVES csirke veseham sejtvonal fagyasztasa

Datuma: 2017.11.03. Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-012
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Uzleti titok

Targy: 1. Feladat: Sejtvonalak novekedésének és stabilitisanak fokozasa fermentorban torténé novesztcshez
1.1. Részfeladat: A dajkafehérjék expresszidjanak és miikédésének a megbizo altal rendelkezésre bocsatott

madar/emlés sejtvonalon torténd jellemzése
Alcim: CSEVES csirke veseham sejtvonal fagyasztasa

Datuma: 2017.11.03.

Azonosité: KUT-JKV-LIP-117-01-012

Készitette: Dr. Hunya Akos Gdbor /
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