Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 5. Allati sejttenyésztés

SEJT- ES SZOVETTENYESZTES

5. Allati sejtek tenyésztése

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomdny Tanszék

Bevezetés

Az él6lények hierarchikus szervez6dése:
Sejt - Szovet - Szerv - Szervrendszer

Egyedfejl6dés:
embriondlis dssejt - differencialédott sejtek

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomdny Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 1
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Torténeti attekintés

1830 Schleiden-Schwann: kidolgoztdk a sejtelméletet, mi-
szerint minden élélény sejtekbdl all

1855 Wirchow: minden sejt sejtbdl lesz (omnis cellula e cellu-
la)

1885 Roux embrionalis (madar) sejtek in vitro fenntartasa

1967 Van Wezel: a mikrokarrieres sejttenyésztés

1970 rekombinans DNS technika alkalmazéasa allati sejteknél

1975 Kohler-Milstein: hibridéma sejt elééllitasa és mono-
lonalis antitestek (immunfehérjék) termelése
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A tenyesztes alapjai

Sejttenyésztés: diszpergalt sejtek fenntartdsa in vitro ko-
ralmények kozott.

Szovettenyésztés: a szbvet fenntartasat jelenti oly médon,

mely lehet6vé teszi a sejtek differencialédasat ill. a strukta-
ra és/vagy funkcié megdrzését.

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 5. Allati sejttenyésztés

Allati sejt/szovettenyésztés

Egészen mas, mint a mikroorganizmusok tenyésztése.

A sejtvonalak egy része csak felllethez kotve ndvekszik
(monolayer, kontakt gatlas) — specialis tenyésztdé edények

Van néhany, ami szuszpenzidéban is szaporodik (CHO,
BHK, VeRo, HelLa), mint a mikrobak - fermentorszeri keé-
szulékek.

Altalaban eml6s sejteket tenyésztenek, de el6fordul madar
€s rovar sejtek tenyésztése is.
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Tenyészetek novekedese
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A sejttenyesztés jelentbsége

 kutatas: az allati sejtekre jellemzd biokémiai utak, ki-
I6nb06z6 sejtszintl szabalyozasok

r 7

» rekombinans fehérjék elballitasa (pl. interferonok,
novekedeési hormonok, stb.)

» monoklonalis ellenanyagok (immunfehérjék) termelte-
tése (hibridoma sejtekkel)

* virusok szaporitasara vakcinagyartas céljabol

« allatkisérletek kiegészitése, részleges helyettesitése
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A fenntartas korlatja

A gerincesek legtobb sejtje csak korlatozott szamban o0sz-
tédik az izolalast kdvetben, azaz a tenyészet eldregszik
(= szeneszcencia)
Okai:
1. a kromoszémavégek (telomérak) minden osztodasi
ciklusban bekovetkezd megrovidilése

2. aktivalédnak a sejtciklust ellen6rz6 (és azt ledllité) me-
chanizmusok

Csak a tumor- és a rovarsejtek osztdédnak korlatlanul (im-
mortality).
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Szaporithato sejttipusok:

Szinte minden szdvet szaporithatd, az izom és ideg ke-
vésbé. Az érett vérsejtek nem osztodnak.

Fibroblaszt (kdt6szovet): generacioés ideje kicsi, fellle-
teken gyorsan nd, tulnévi az egyéb szdveteket

Epithelialis (ham) sejtek: sok specializalodott sejt van

A korai embrionalis eredet( sejtek jol szaporodnak

Ragcsalok (pl. egér, patkany, horcsog) sejtjei is
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Sejtpreparalas tenyésztéshez

1. A sejttenyésztéshez szilkséges oldatok elkészitése.

2. Atenyésztés céljara felhasznalandé szovet el6készité-
se.

protedz enzimek alkalmazéasaval

4. A sejtszuszpenzid szdrése a sikeresen diszpergalt sej-
tek és a megmaradt szévetdarabok szétvalasztasara.

5. A sejtek centrifugalasa
6. A sejtiledék reszuszpendalasa, friss tapfolyadékban.
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3. Enzimes sejtdisszociacio: kollagenaz, tripszin és egyéb
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e

_——lisaue

l (1) Mince tssue intc
srmall fragments

(2} Incubate with a
protease (trypsin)
to disperse cells

(3) Place fragments into
l flask with growth media;
allow cells 1o grow

=

l (4} Cells selile vn surlage of
glass =nd graw info a
canfluent single layer,
temsd & monolayer

=

Monols e

Sejtpreparalas tenyeszteshez

Ha elérték a megfeleld sejtsirliséget, a tenyészetbdl szub-
kulturdkat készitenek, ezek egy részét tarolasra/deponalés-
ra el6készitik (= eltartas Id. késdbb), illetve kozvetlenl to-
vabbtenyésztésre, manipulaciora vagy termelésre hasznal-
jak fel.

Szubkultura: egy genetikailag homogén tenyészetet tobb
résztenyeészetre osztanak, amelyeknek tovabbi felhaszna-
lasa eltérd lehet (pl. konzervaljék, termelésre hasznaljak,
stb).
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Sejtvonalak eltartasa

Egy sejtvonal atlagosan 100 atoltas utan eloregszik, szapo-
rodd képessége csotkken, majd a szaporodas leall.

Ezért ,gazdalkodni” kell a szaporitasi ciklusokkal.

Célszerl a preparalas utan kevés atoltassal szamos szub-
kultarat késziteni, és ezek nagy részét tartositani. Ez az un.
.Master cell bank”, amihez vissza lehet nyulni, ha a hasz-

nalatban lévl tenyészetek eléregedtek, vagy befert6z6d-
tek.

Az egyes munkahelyeken (labor, Gizem) is létrehoznak tar-
tosan tarolt szubkultirakat a kapott sejtvonalakbdél, amihez
vissza lehet nyulni a szaporodd tenyészetek elvesztése
esetén (,working cell bank”).

Célszerl a tenyészeteket és az atoltasokat torzskonyv-sze-
rien nyilvantartani.
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Az allati sejttenyésztes tapoldatai

Tapoldatok: reprodukalni kell a természetes koérnyezetet:
- vér, sejtkdzti folyadék (sokkomponensd, draga)

— Szénforras: glukéz (mint a vércukor), glutamin! - ener-
gia és N-forras.

— 15 - 20 féle aminosav,

— vitaminok,

— koenzimek,

— lipidek,

— asvanyi ionok (pontos 0sszetétel, 0zmaozis nyomas)
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Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 5. Allati sejttenyésztés

Modositott Eagle médium (MEM)

Dulbecco's Modified Ezgle’s Medium

D5546 05548 D5548 D5648
Componient 11 giL 9L (] gL gL
INORGANIC SALTS
Calcium Chloride 02 0.2 LTyrosine = 2Na « 3H;C 0027 [ERLVERL
Femic Nirzte » 9H,0 0.0001 00001 -Valine NI 4134
Magnesium Sulfate lanhydrous) 0,09767 00467 VITAMING
Potagsium Chloride 0.4 0a Cholina Chiznce 111 004
Sodium Bicarbonate 37 — Folic Acid 0004 007
Sodium Chioride f.d 54 myeHnnsiol 00072 Q.0072
Sodium Phosphate fdonobasic dankyrimus) @109 0.1038 Hiacinamde 0.004 0,034
AMIND ACIDS s-Pantntnenic Acd (hemicakium) 0.004 0004
1-rginine « HCl 0.084 0.084 Pordoza = HCI - 0.004
l.":fﬁiiﬂ? Lriclal] 0.0626 0.0626 Pyrdoxine = HC| 0.004 -
L-auutarmine = 0.584 Ribcilzvin 0.0004 ¢.0004
Glydne ) 0.03 0.03 Thiamine » HZ 0.004 0,004
=Histidie « ACH = HRD 0,042 0.042 OTHER
w-soleucine 0,105 2105 o-Chucose 10 45
L Leuding 0103 0,108 HEPES oy
Lysine « Rl 0.145 .14 Phenol Fiec * Na 00159 D015
w-Methicrine nog 2.03 Pyruvic Acid = Mz Q.11 o
-Phariytalanine L.0ea 1.06E ApD
1-5erire 0042 1.042 Glucase = =
L-Threaning 0085 1098 wEltamng 0554 =
L-Tryptophan 0.015 1076 s2d um Bxarbonate — 37

Az allati sejttenyésztes tapoldatai

SZERUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék
jelenlétét is, enélkil a legtébb sejtvonal elpusztul.

Ezt Gjszulott allatok (borja, csikd) vérszérumaval biztositjak
(5-15%). Ez nagyon draga (és nehezen reprodukéalhato),
ezért torekszenek a minimalizalasara, helyettesitésére
vagy teljes elhagyasara.

Kompex rendszer, az albumin mellett sok szabalyozé, ser-
kent6 és gatlé faktort tartalmaz.
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Az allati sejttenyészetés korilmenyei

A sejtek nagyon érzékenyek pl. a nyirasra:
— nagyon kiméletes kevereés,
— a leveg6ztetésnél sem lehetnek buborékok

Az oxigénigény nagyon Kicsi, rendszerint elég a fejtér-
fogatot atobliteni levegbvel. Sok sejtvonal kedveli a
CO, jelenleteét (2-5%)

H&mérséklet: emlbs sejteknél 37°C, madarsejteknél
41°C, rovarsejteknél 25-30 °C
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Laboratériumi tenyészto edények (fellleti)
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Laboratoriumi tenyésztd edények (fellleti)
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Laboratoriumi tenyészto edények (fellleti)
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Laboratoriumi tenyésztd edények (fellleti)

FellUlet nOvelése

Multitray roller bottles
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Mikrokarrieres tenyésztés

Inokulélasi/tapadasi fazis kialakult monolayer

Mikrokarrieres tenyésztés

van Wezel 1967: DEAE Sephadex A50-en
Apro, szuszpendalt gyéngyok felliletén,
atméré: 100-300 pm,
slirliség: 1,02-1,05 g/cm? (lebegésben tarthato),
A fermentor térfogatanak 8-15%-a hordozo,
fellete 0,5-1,5 m?/l, ami 10-30 forgé palacknak felel meg,
= nagy produktivitas
El6nyei:
» nagy fellletet be lehet bevinni egy adott reaktor-térfo-
gatba
» viszonylag homogén kdrnyezet
» nincs sziikség Uj reaktortipusokra
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Mikrokarrieres tenyésztés

Lépések:

inokulum: forg6 palackbdl a tenyészetet tripszinnel le-
oldjak

A sejtek megtapadnak a gydngy fellletén, atlagosan 5-

6 sejt egy gyongyon, elszaporodnak, egy rétegben n6-
nek (monolayer, kontakt géatlas),

TV

fugg: sejtvonaltdl, mikrokarrierek jellemzéitdl, a sejt no-

vekedési fazisatol, a médium osszetételétdl és a sejt/
mikrokarrier szdmaranytol
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Mikrokarrieres tenyésztés

Keverés: az immobilizalt sejtek érzékenyebbek a
nyirasra, lekerekitett keverék, nagy keverd atmeéro,
kis fordulatszam

Leveg6ztetés: direkt levegbztetésnél a felszallé és
szétpukkan6 buborékok kérosithatjdk a sejteket,
ezért a felsd légtérben vagy indirekt médon.

A gyongyok konnyen letlepednek, folotte a tapoldat
lecserélhetd, illetve konnyd feldolgozni.

A gyongyoket nem lehet/érdemes ujra felhasznalni.
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~Spinner flask”

Magneses keverd, lassi mozgatéas
Mikrokarrieres és szuszpenzids tenyésztésre egyarant

27

Kevert reaktorok

Altalanosan szuszpenziés tenyésztéshez, de mikrokarrie-
rekkel fellleti tenyészetekhez is hasznalhato.

Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevésbé karo-
sodik a sejt, néha elegendd a fellleti levegdztetés, a cél
csak a homogenizalas és szuszpenzidban tartani a sejte-
ket/mikrokarriereket

perfizids levegOztetés: valamilyen elvalaszton keresztul
(acélszita, szilikon csd), nincs karosodas

Kever6: lekerekitett formak, hajocsavar, 25-250 rpm
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Osszehasonlitas

Szakaszos: rossz produktivitas, sejtkoncentracié ~10°
sejt/ml, ~1 hét

Rataplalasos: glikéz + aminosavak, 3 hét, nagyobb pro-
duktivitas

Folytonos (lefejtés - ratoltés): sejtkoncentracié ~107

tortérfogat a szakaszosnak csak 1%-a

mennyi a sziikséges termék mennyiség:
rEPO: 100 pg/beteg — elegend6 a forgo palack,
rtPA: 100 mg/ beteg - fermentor

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

sejt/ml, 6 hét, termék is koncentraltabb, a sztikséges reak-

A reaktor és modszer kivalasztasa az alapjan torténik, hogy
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