Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai

SEJT- ES SZOVETTENYESZTES

5. Allati sejtek tenyésztése

Biatechnoligi és‘ml it d v Tanszék

5. Allati sejttenyésztés

Bevezetés

Az él6lények hierarchikus szervezddése:
Sejt - SzOvet -~ Szerv - Szervrendszer

Egyedfejl6dés:
embrionalis 6ssejt - differencialodott sejtek

Biotechnoltgia és Elelmi dotany Tanszék

Torténeti attekintés

1830 Schleiden-Schwann: kidolgoztak a sejtelméletet, mi-
szerint minden él6lény sejtekbdl all

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

1885 Roux embriondlis (madar) sejtek in vitro fenntartasa

1967 Van Wezel: a mikrokarrieres sejttenyésztés
1970 rekombinans DNS technika alkalmazasa allati sejteknél

1975 Kohler-Milstein: hibridéma sejt el6allitasa és mono-
londlis antitestek (immunfehérjék) termelése

Biatechnoligi és‘ml it d v Tanszék
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A tenyésztés alapjai

Sejttenyésztés: diszpergélt sejtek fenntartasa in vitro ko-
rilmények kozott.

Szovettenyésztés: a szdvet fenntartasat jelenti oly modon,
mely lehetévé teszi a sejtek differencialodasat ill. a struktd-
ra és/vagy funkcié meg6rzését.

Biatechnoligia és Elelmi d Tanszék

Allati sejt/szovettenyésztés

Egészen més, mint a mikroorganizmusok tenyésztése.

A sejtvonalak egy része csak feliilethez kdtve ndvekszik
(monolayer, kontakt gatlas) - specidlis tenyészt6 edények

Van néhany, ami szuszpenziéban is szaporodik (CHO,
BHK, VeRo, Hela), mint a mikrobdk — fermentorszerd ké-
szilékek.

Altalaban emlés sejteket tenyésztenek, de el6fordul madar
és rovar sejtek tenyésztése is.

Biatechnoligia és Elelmi d Tanszék

Tenyészetek ndvekedése
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A sejttenyésztés jelentésége

 kutatas: az allati sejtekre jellemzd biokémiai utak, kii-
16nb6z6 sejtszintli szabalyozasok

» rekombinans fehérjék el6allitasa (pl. interferonok,
ndvekedési hormonok, stb.)

monoklondlis ellenanyagok (immunfehérjék) termelte-
tése (hibridoma sejtekkel)

virusok szaporitadsara vakcinagyartas céljabdl

allatkisérletek kiegészitése, részleges helyettesitése

Biatechnoligi és‘ml it d v Tanszék

A fenntartas korlatja

A gerincesek legtdbb sejtje csak korlatozott szamban osz-
todik az izolalast kovetben, azaz a tenyészet eldregszik
(= szeneszcencia)
Okai:
1. a kromoszémavégek (telomérdk) minden osztodasi
ciklusban bekdvetkez6 megrovidilése
2. aktivalédnak a sejtciklust ellen6rz6 (és azt leallitd) me-
chanizmusok

Csak a tumor- és a rovarsejtek osztédnak korlatlanul (im-

mortality).

Biotechnoltgia és Elelmi dotany Tanszék

Szaporithat6 sejttipusok:

Szinte minden szdvet szaporithat6, az izom és ideg ke-
vésbé. Az érett vérsejtek nem osztodnak.

Fibroblaszt (két6szovet): generéacios ideje kicsi, fellle-
teken gyorsan né, tllndvi az egyéb szdveteket

Epithelidlis (ham) sejtek: sok specializalodott sejt van

A korai embrionalis eredet( sejtek jol szaporodnak

R&gcsalok (pl. egér, patkany, hércsog) sejtjei is

Biatechnoligi és‘ml it d v Tanszék
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Sejtpreparalas tenyésztéshez

1. A sejttenyésztéshez szilkséges oldatok elkészitése.

2. Atenyésztés céljara felhasznalando szovet el6készité-
se.

3. Enzimes sejtdisszociacio: kollagenéaz, tripszin és egyéb
proteaz enzimek alkalmazasaval

4. A sejtszuszpenzi6 szlirése a sikeresen diszpergalt sej-
tek és a megmaradt szévetdarabok szétvalasztasara.

5. A sejtek centrifugalasa
6. A sejtiiledék reszuszpendalasa, friss tapfolyadékban.

10

| BME Alkal Biotechnoltgia és Elelmiszertudomdny Tanszék

N )

l 113 Mince: Hasus Inte
small ragmeris

i@ Incubate wrh 2
protaase {trypsin)
s diszarse sxls

1} Pl Ireqrmer s into
l sk waith growth medis;
il calls o gres

canfhaent single layer,
termed = moralay e

Sejtpreparalas tenyésztéshez

Ha elérték a megfelel§ sejtsiirliséget, a tenyészetbdl szub-
kultarakat készitenek, ezek egy részét tarolasra/deponélas-
ra el6készitik (= eltartas Id. késdébb), illetve kdzvetlendl to-
vabbtenyésztésre, manipulaciora vagy termelésre hasznal-
jak fel.

Szubkultira: egy genetikailag homogén tenyészetet tobb
résztenyészetre osztanak, amelyeknek tovabbi felhaszna-
lasa eltér6 lehet (pl. konzervaljak, termelésre hasznaljak,
stb).
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Sejtvonalak eltartasa

Egy sejtvonal atlagosan 100 atoltas utan eléregszik, szapo-
rodo képessége csokken, majd a szaporodas leall.

Ezért ,gazdalkodni” kell a szaporitasi ciklusokkal.

Célszer( a preparalas utan kevés atoltassal szamos szub-
kultarat késziteni, és ezek nagy részét tartositani. Ez az an.
.Master cell bank”, amihez vissza lehet nydlni, ha a hasz-
nalatban lévé tenyészetek eloregedtek, vagy befertéz6d-
tek.

Az egyes munkahelyeken (labor, izem) is létrehoznak tar-
tésan tarolt szubkultirdkat a kapott sejtvonalakbdl, amihez
vissza lehet nydlni a szaporodd tenyészetek elvesztése
esetén (,working cell bank”).

Célszer( a tenyészeteket és az atoltasokat torzskdnyv-sze-
rien nyilvantartani.
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Az allati sejttenyésztés tapoldatai

Tapoldatok: reprodukalni kell a természetes kornyezetet:
- veér, sejtkozti folyadék (sokkomponensd, draga)

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

— 15 - 20 féle aminosav,

— vitaminok,

— koenzimek,

— lipidek,

— asvanyi ionok (pontos 6sszetétel, ozmézis nyomas)
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Az allati sejttenyésztés tapoldatai

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

Ezt Gjszilott 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 gatlo faktort tartalmaz.
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Az allati sejttenyészetés korulményei

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

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

Hémérséklet: emlds sejteknél 37°C, madarsejteknél
41°C, rovarsejteknél 25-30 °C
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Laboratoriumi tenyészté edények (fellileti)
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Laboratériumi tenyésztd edéenyek (fellleti)
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Laboratoriumi tenyészté edények (fellleti)
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Laboratoriumi tenyészté edények (fellileti)
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Felllet novelése

Multitray roller bottles
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Mikrokarrieres tenyésztés

Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer

Mikrokarrieres tenyésztés

van Wezel 1967: DEAE Sephadex A50-en
Apré, szuszpendalt gyongyok fellletén,
atmérd: 100-300 pm,
slir(iség: 1,02-1,05 g/cm3 (lebegésben tarthato),
A fermentor térfogatanak 8-15%-a hordozo,
felllete 0,5-1,5 m?/I, ami 10-30 forg6 palacknak felel meg,
= nagy produktivitas
El6nyei:
> nagy felliletet be lehet bevinni egy adott reaktor-térfo-
gatba
» viszonylag homogén kdrnyezet
» nincs szikség Uj reaktortipusokra
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Mikrokarrieres tenyésztés

Lépések:

inokulum: forgd palackbdl a tenyészetet tripszinnel le-
oldjak

A sejtek megtapadnak a gyongy feluletén, atlagosan 5-

6 sejt egy gyongyon, elszaporodnak, egy rétegben né-
nek (monolayer, kontakt gatlas),

figg: sejtvonaltdl, mikrokarrierek jellemzéitél, a sejt no-
vekedési fazisatol, a médium osszetételétdl és a sejt/
mikrokarrier szamaranytol
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Mikrokarrieres tenyésztés

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

Levegdztetés: direkt levegbztetésnél a felszallo és
szétpukkand buborékok karosithatjak a sejteket,
ezért a fels6 légtérben vagy indirekt médon.

A gydngyok kénnyen lellepednek, folotte a tapoldat
lecserélhetd, illetve konnyi feldolgozni.

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

Magneses keverd, lassi mozgatas
Mikrokarrieres és szuszpenziés tenyésztésre egyarant
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Kevert reaktorok

Altalanosan szuszpenziés tenyésztéshez, de mikrokarrie-
rekkel fellileti tenyészetekhez is hasznalhat6.
Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevésbhé karo-
sodik a sejt, néha elegendd a feliileti leveg6ztetés, a cél
csak a homogenizalas és szuszpenzioban tartani a sejte-
ket/mikrokarriereket

perfazios levegdztetés: valamilyen elvalaszton keresztil
(acélszita, szilikon cs6), nincs karosodéas

Keverd: lekerekitett formék, hajécsavar, 25-250 rpm
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Osszehasonlitas

Szakaszos: rossz produktivitas, sejtkoncentracié ~106
sejt/ml, ~1 hét

Ratéaplalasos: gliikéz + aminosavak, 3 hét, nagyobb pro-
duktivitas

Folytonos (lefejtés - ratoltés): sejtkoncentracié ~107
sejt/ml, 6 hét, termék is koncentraltabb, a sziikséges reak-
tortérfogat a szakaszosnak csak 1%-a

A reaktor és mddszer kivalasztasa az alapjan torténik, hogy
mennyi a sziikséges termék mennyiség:

rEPO: 100 pg/beteg - elegend6 a forgd palack,
rtPA: 100 mg/ beteg = fermentor
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