A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 5. Sejt- és szOvettenyésztés

Sejt- és szOvettenyésztés

5.1. Allati sejtek tenyésztése

Az eddigi el6adasok soran csak mikroorganizmusokrol volt szd, csak a
mikrobatenyeszetekkel foglalkoztunk. Az, hogy allati sejteket is lehet tenyészteni, a hepatitis
B vakcina gyartasanak ismertetése soran mar felmerilt, emlitettik, hogy az egyik lehetséges
gyartasi mod a sejttenyésztés. Az alapelv hasonld. Ahogyan egysejtli organizmusokat lehet
életben tartani, szaporitani, anyagtermelésre rabirni laboratériumban, s6t ipari kériilmények
kozott, ezt ugyanugy meg lehet tenni ezt a soksejti élélények sejtjeivel is. E sejtek
tulajdonsdgai és kornyezeti igénye azonban nagymértékben eltér mikrobakeétol, emiatt
célszer( tenyésztéstket kulon targyalni.

Az él6lények hierarchikus szervezddése:

Sejt -~ Szovet - Szerv - _

Sejt = A sejt az 6sszes ismert é16 organizmus szerkezeti és funkcionalis épité eleme. Ez a
legkisebb egység, amelyet még a természetben él6 névvel illetnek, mivel ez a legkisebb olyan
egység, amely még anyagcserére és szaporodasra is képes.

Szovet = Az azonos moddon differencialédott, azonos funkciokkal rendelkez6 sejtek
egyuttesét nevezzik szovetnek. (Van hamszovet, izomszovet, idegszovet stb., melyek
funkcionalisan mashogyan differencialddtak).

Szerv = Kilénbdz6 szovetek egyuttese alkot egy szervet. (Itt mar tébb féle funkcié van
egyuttesen jelen, pl. a gyomorban van izomszovet, hamszovet stb.)

_ = A szervek egydittese alkotja a szervrendszert. Pl.: emésztGszervrendszer.
Hogyan alakul ki a tobbféle differencialodott szovet?

Egyedfejlédés:
embrionalis 6ssejt — differencialddott sejtek

Az emberi sejtek zigota korban még nem differencialodtak. Ekkor még minden sejtlink
egyforma volt. Majd embrionalis korban fokozatosan (szedercsira allapotban még nem, de
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holyagcsira allapotban mar igen) elkezdenek a sejtek differencialodni. Ezt kovetben az
embrionalis fejlédés alatt kialakulnak azok a szovettipusok, melyeket aztdn egész életlinkben
hasznélunk.

Torténeti attekintés, mérfoldkovek:

1830: Ekkorra tehet6 a sejtelmélet megjelenése. Schleiden-Schwann: kidolgoztdk a
sejtelméletet, miszerint minden élélény sejtekbdl all, és aminek nincsen sejtje, az nem is
él6lény. (Egyedul a virusoknak nincsenek sejtjeik, de éppen emiatt nehéz eldonteni, hogy
egyéltalan élélénynek tekinthetbk-e).

1855: Wirchow: minden sejt sejtb6l lesz (omnis cellula e cellula) (Kordbban azt hitték, hogy
él6lény keletkezhet élettelen anyaghdl is, mivel nem tudtdk értelmezni azt a megfigyelést,
hogy rovarlarvék jelentek meg a bomlé szerves anyagokban.)

1885: Pasteur kortarsa Roux, csirkeembriokkal (tojasokkal) foglalkozott, igy jutott el a
madarsejtek in vitro fenntartasahoz.

1967: Van Wezel: a mikrokarrieres sejttenyésztés kidolgozasa, a sejtek tenyésztése aprd
hordoz6 szemcsék feliletén.

1970: rekombindns DNS technika alkalmazésa a mikroorganizmusokon kivil allati sejteknél
is. Sikerult egy vektorral DNS-t bevinni es expresszaltatni allati sejtbe.

1975: Kohler és Milstein Nobel dijas felfedezése: Kétféle eml6s (egeér) sejt fuzidjaval, un.
hibridomat tudott létrehozni, mellyel immunfehérjéket lehetett gyartani.

A tenyésztes alapjai:
Sejttenyésztés: diszpergalt sejtek fenntartasa in vitro korilmények kozott. Sejttenyésztésrél
beszélink akkor, amikor a sejteket egyesével, elkilonitve neveljik. Az in vitro kifejezés
eredetileg azt jelenti, hogy ,,uvegben” (livegedényben, lombikban), mai tudomanyos jelentése
viszont az, hogy nem az él6lényben (in vivo), hanem laboratoriumi kortlmények kozott
mUkddtetnek valamilyen folyamatot.
Szovettenyésztés: Nem elkilondilt sejteket szaporitanak, hanem szdvetet alkot6 sejtegyuttest
tartanak fenn, Ggy, hogy az meg6rizze a sajatos szdveti strukturajat és mikodeseit. Példaul
amikor hamsejteket elkilonitve nevelnek, az nem igazan viselkedik hamsejtként, az
sejttenyészet. Viszont az égési serllések kezelésénél gyakran nevelnek tapoldatban
»lehantott” hamszoveti ,,foltokat”, amelyeket azutan visszaultetnek a megégett fellletre - ez
szOvettenyésztes.
A targy keretében csak a sejttenyésztésrol lesz szo.
Hogy mikodik a sejttenyésztés?

Egészen mas, mint a mikroorganizmusoké. Ugyanazokat a fogalmakat hasznaljak sok
esetben, de a sz6hasznélat sokszor més technikat takar.
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A sejtvonalak nagy része csak feliilethez kdtve novekszik, valamilyen szilard feltletre
kitapadnak a sejtek. Az allati sejtek nagy tobbsége csak ilyen, felllethez kot6dé kultiréban
szaporithatd. A sejt fehérjékkel raragasztja magat a fellletre, és osztodni kezd. Az Uj sejt
mellette tapad meg, és igy fokozatosan beboritjak a rendelkezésre all6 feliletet. A kialakuld
sejtréteg csak egy sejtnyi vastagsagu (monolayer), a sejtek nem nének egymasra. Ennek oka
az, hogy ha a szomszéd sejtek érintkeznek, akkor abba az irdnyba nem ndvekednek tovabb
(kontakt gatlas). Ez altalanos szabalyszer(iség, de a rakos sejtekre nem vonatkozik, a
daganatos sejtek atalakulasanak egyik f6 eleme a kontaktgatlas megsz(inése.

Van néhény sejtvonal, ami fellleti kotédés nelkil, szuszpenzidban is szaporodik. Ez
csak néhany sejtvonal, de mivel ez hatalmas technoldgiai el6ny a tobbihez képest, a technolo-
gidk nagy tébbsége ezekre a vonalakra épiil (CHO, BHK, VeRo, HeLa). A roviditések felol-
désa:

CHO = Chinese hamster ovary, kinai horcsdg petefészek sejtvonal.

BHK = Baby hamster kidney, embrionalis horcsog vese sejtvonal

VeRo = majom veseszOvet

HeLa = Személynévbél, egy Henrietta Lacks nev( holgynek allit emléket, akinek a
négyogyaszati tumorabdl izolaltak ezt a sejtvonalat.

Ezek a sejtvonalak szuszpenzidban szaporithatok és igy fermentor-szer(i késziilékeket
lehet hasznalni.

Eddig eml&s sejteket soroltunk fel, de hasznalnak madarsejteket is (elsésorban csirke
embriobol), és sok helyen rovar sejteket is. A rovar sejtek robusztusabbak, mint az
emldssejtek, kevesbé érzékenyek a kornyezetre, de rendszertanilag eléggé tavol allnak az
emlésoktol. Ez egyrészt kedvez6, mert a rovar sejt és emberi sejt kdzott a virusatvitel
veszélye gyakorlatilag nulla. De a rendszertani és evolucids tavolsag miatt az anyagcseréjik is
sokban eltér az emlds sejtektol.

Cell type

l__l_\

Monolayer ' Suspension

1. é&bra: Novekedési tipusok: fellleti és szuszpenzios
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A kép baloldaldn monolayeres novekedés lathatd, a szabalytalan alakd sejtek (jol lathatd
sejtmaggal), hézagmenetesen beboritjak a rendelkezésre all feltletet. A jobb oldali kép egy
szuszpenzids tenyészetet mutat, ahol a lekerekedett, gomboly( sejtek lebegnek a
tapfolyadékban, és teljes felliletiikkel érintkeznek az oldattal.

Mire j6 a sejttenyésztés?

1. Kutatés: a tudomanyos vizsgalatokat sokszor egyszer(bb az egyes sejteken elvégezni, mint

az el6lényeken. Vizsgéljdk a jellemzd biokémiai utakat, kiloénbdz6 szabalyozasi

mechanizmusokat, genetikai jellemzéket.

2. Termeles:

- -Rekombinans fehérjék eldallitasa, kulondsen a glikolizalt fehérjék esetén (pl. interferonok,
hormonok, stb.)

- Monoklonalis ellenanyagok termeltetése (hibridoma sejtekkel)

- Virusok szaporitasara vakcinagyartas céljabél

- Allatkisérletek kiegészitése, részleges helyettesitése. Az allatvédelmi szemlélet erdsodésé-
vel tendenciava valt, hogy minél kevesebb kisérleti allatot hasznaljanak fel a kilonféle
vizsgalatok soran. A sejttenyésztés lehetéveé teszi, hogy a vizsgalatok egy részében ne egy
él6 allatot hasznaljanak fel, hanem csak annak valamilyen szdvetét vagy sejtjét. Sok ilyen
vizsgalatot végeznek a gyogyszer- és kozmetikai iparban.

Korlatozott sejtosztodas
A mikrobasejtektdl eltéréen az emlbs sejtek nem képesek végtelen szamul osztddasra.
Bizonyos szamu osztddas utan a tenyészet eloregszik. Egyre hosszabb idd telik el két osztddas
kdzott, majd az osztodas teljesen ledll. Ezt szeneszcencianak hivjak, melynek kétféle oka van:
1. A kromoszomavégek (telomérak) minden osztddasnal rovidiulnek és id6vel, mar nem
tudnak tovabb révidulni.
2. Aktivalddnak a szaporodasi sejtciklust szabalyozd (és azt ledllitd) mechanizmusok,
amelyek bizonyos szamu osztédas utdn megsziintetik az osztddast.
Kordbban volt sz arrol, hogy a novényeket egyetlen sejtbél vissza lehet nevelni, ez az
allatoknal nem megy. Kuléndsen az dsszetettebb allatoknal nem miikodik ez.
Az embereknél is nagyon sok gén vagy géncsoport mikddeése mar a magzati differencialodas
soran véglegesen lezarul. Tehat amikor kialakult egy bizonyos fejlettségi fok, akkor egyes
gének végérvényesen kikapcsolodnak, egyes sejtek tovabb nem osztddnak.
Emlékezetes a klonozassal 1étrehozott Dolly barany esete, aminél egyetlen egy testi sejtbdl
Iétrehoztak egy birka tokéletes klonjat. Fel is nevelték ezt az allatot, 1étrejétt a feln6tt egyed,
még szaporitottak is, de Dolly sokkal gyorsabban Oregedett, és rovidebb életet élt, mint
fajtarsai.
A tumor és a rovar sejtekre viszont a végtelen osztddasi képesség jellemzd (immortality).
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Milyen tipusu sejteket lehet szaporitani?

Szinte minden szdveti sejt szaporithatd, legnehezebben az izom és idegsejtek. Az érett
vérsejtek nem osztédnak (sem a fehér-, sem a vorosvérsejtek). A vérsejtek is osztodassal
jonnek letre a vérképzd szervekben, de mire Kikerlilnek a véraramba, méar egy érési
folyamaton mennek keresztil, és ennek soran elvesztik szaporodd képességuket. A vords
versejtekben ekkor méar nincs is sejtmag, tehat nem tudnak osztédni, a fehérvérsejteknek
megvan sejtmagjuk, de az élettartamuk egy-két nap, és ez alatt nem szaporodnak.

Fibroblaszt (kot6szovet): Ezek jél szaporodnak, mert generacids idejik kicsi, fellileteken
gyorsan nének, talnovik az egyéb szdveteket

Epithelidlis (hdm) sejtek: A borink alulrol felfelé allanddéan megujul. A legalsé rétegben
megy végbe a sejtosztodas, de ham alkotja a nyalkahartyakat is, ez boritja az emészticsatorna
belsd feluletét is. Kitekintés: a gyomor belsé felllete kibirja a gyomorsavat is, de a fellilete a
b6rhoz hasonléan folyamatosan kopik. Igy a gyomor belsé felilete is a hamsejtek
osztddasaval folyamatosan megujul. Sokszor mondjak, azt, hogy az idésebb embereknek
»gyenge a gyomra”. Naluk ez a megujulési folyamat lassabb, tehat ha erésen fliszeres étel,
vagy tomeény szeszes ital fogyasztasa esetén lemarddik a belsd felulet, az nehezebben és
lassabban djul meg naluk.

A korai embriondlis eredet(i sejtek jol szaporodnak. Ezeért is hasznéljak gyakran a csirke
embridt.

Ragcsaldk (pl. egér, patkany, horcsog) sejtjei is jol szaporodnak.

Sejtpreparalas tenyésztéshez

Egy sejtvonalat Iétrehozasandl, elinditasanal a kdvetkez6képpen jarnak el:

1. A szdvettenyésztéshez sziikséges oldatok elkészitése.

2. Atenyésztés céljara felhasznalando szovet eldkészitése, kioperalasa.

3. Enzimes sejtdisszociacio: a szovetekben a sejtek Ossze vannak tapadva, ezeket az
Osszeragaszto fehérjék elbontasaval szét kell valasztani, kollagenaz, tripszin és egyéb proteaz
enzimek alkalmazaséaval (A kollagenaz a kollagént bontja, a tripszin az tobbfajta fehérjét is.)
4. A sejtszuszpenzid szlrése, a sikeresen diszpergalt sejtek és a megmaradt szévetdarabok
szétvalasztasara. (A nagyobb darabok eltavolitasa)

5. A sejtek centrifugélasa (a kisebb darabok eltivolitasa, a sejtek a centrifugacsé aljara
ulepednek, az aprobb tormelékek a feliilisz6 folyadékban maradnak.

6. A lelilepedett sejtek reszuszpendalasa friss tapfolyadékban.

Sejtbank létrehozasa:

Ha alland6 genetikai tulajdonsagu, stabil sejtvonallal szeretnénk dolgozni, akkor létre kell
hoznunk egy sejtbankot. Sejtbankot Ggy hozhatunk létre, hogy egy genetikailag homogén
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allomanybdl an. szubkulturdkat készitlink. Az egyseges sejttenyészetet sok (akér széaz)
adagra osztjuk, ezek egy részét taroljak/deponaljak, masokat pedig kozvetlendl
tovabbtenyésztésre, manipuléaciora vagy termelésre hasznaljak fel.

Szubkultara: Egy genetikailag homogén tenyészetet tdbb résztenyészetre osztanak,
amelyeknek tovabbi felhasznalasa eltérd lehet.

Ha van egy nagy fellletiink, melyet ben6ttek a genetikailag azonos sejtek, akkor az adott ede-
nyekben egy sejtvonal egyedei vannak, tehat szubkultlrakatt készithetiink bel6le. Ha van pl.
100 ilyen edény, akkor abbdl 99-et lefagyasztanak cseppfolyds nitrogénbe (ez a sejtbank), és
csak eggyel dolgoznak. Ha ezzel valami baj torténik, el6éregszik, akkor vissza tudnak nyulni a
sejtbankba egy masikért. gy nagyon sokaig megérizhetjik a genetikailag homogén é&llo-
manyt, mindig egyforma sejtekkel dolgozhatunk. Alapszabaly, hogy sosem szabad a tenyészet
egészet felhasznalni, hanem egy részét mindig meg kell érizni sejtbankban.

A sejtvonalak eltartasa

Egy sejtvonal 10-100 atoltds utan eldregszik, szaporodd képessége csokken, majd a
szaporodas ledll, nem lehet 6ket a végtelenségig szaporitani. (Egyedul a tumor sejteket lehet a
veégtelenségig fenntartani.) Ezért ,,gazdalkodni” kell a szaporitasi ciklusokkal. Célszer(i a
preparalas utan keveés atoltassal szdmos szubkulturat késziteni, és ezek nagy részét tartositani.
Ez az un. ,,Master cell bank”, amihez vissza lehet nyulni, ha a hasznalatban 1év6 tenyészetek
eloregedtek, vagy befert6zddtek.

Az egyes munkahelyeken (labor, Gzem) is létrehoznak tartosan tarolt szubkulturékat a kapott
sejtvonalakbol, amihez vissza lehet nyllni a szaporodd tenyészetek elvesztése esetén
(,,working cell bank™).

Vegylnk példaként egy Ujonnan izolalt sejtvonalat, aminek 100 osztodasra elegendé a
szaporodasi potencialja. Ha az elsd szaporitas utan elteszik a ,,Master cell bankba”, ekkor még
van 99 osztodasi lehetdség, tovabbi tenyésztéshez. EbbGl egy szubkultarat tenyésztve és Ujabb
szubkultrakra osztva létrehozzak a ,working cell bank-ot”. Ha a folyamatot Ugyesen
végezték el, akkor van még mindig van 98 osztddasi lehet6ség amit a laborban, (izemben ki
lehet hasznalni. Egy nagyobb Iéptéki tenyésztéshez Iépcsdzetes szaporitast is alkalmazni kell,
ami a felhasznalhat6 osztédasok szamat meglehetésen csokkenti.

A ,,Master cell bankot” rendszeresen meg kell Ujitani és célszer( a tenyészeteket és az atolta-
sokat torzskonyvszer(en nyilvantartani. Rogziteni kell minden egyes sejtvonalnak a sorsat, at-
oltasait, hogy tudjuk, mekkora szaporodasi potencial maradt az egyes szubkultiraknal.

Szem el6tt kell tartanunk, hogy mig a baktériumok tébb millié éven at képesek valtozatlanul
szaporodni, addig az allati sejtek egy bizonyos id6 utan eléregednek.
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Hogyan szaporitjak ezeket a sejteket?
Megfeleld tpoldatban.
A tépoldatnak lehet6leg hasonlitania kell a természetes kornyezetre. A normal sejteket vér
veszi kordl, illetve a sejtkozti folyadék. Ez nagyon sok komponensbél all, ezeket mind bele
kell mérni a tapoldatba. Mig a mikrobaknal elegendd volt a cukor, a széjadara, és néhany
m(tragya, az allati sejteknél sokféle, tiszta és draga anyagra van sziikség:

— Szénforrés: glikdz (mint a vércukor), és glutamin! = energia és N-forrés.

— 15 - 20 féle aminosav,

— vitaminok,

— koenzimek,

— lipidek,

— asvanyi ionok (pontos 0sszetétel, ozmdzis nyomas — a sejten belili és a sejten kivili

nyomas egyensulya)

A 2. abréan egy finomvegyszer cég katalogusabol atvett osszetételt lathatunk. MEM =
Modified Eagle Medium = modositott Eagle-féle tapoldat. Sokféle nagy tisztasagu és emiatt
draga anyagbol all 6ssze.

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

D5546 D564E D5546 5648
Component [1x] oA ot [1x] gt ot
INORGANIC 5ALTS
Calcium Chionde 02 02 Tyrosing * IMa « 2H,0 0.10379 0.10379
Fermic Nitrate « 9H,0 0.0001 0.0001 -Valine 0.094 0.0%4
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.09767 0.09767  VITAMINS
Potassium Chiaride 04 04 Chaline Chionide 0.004 000
Sodum Bearbonate 37 - Falic Acid 0.004 .00
Sodium Chionge B4 6.4 myo-inasitol 0.0072 00072
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) 0.109 0.109 Niaomarmide 0.0 0,004
AMINDG ACIDS e-Pantothenic Acid (hemacalcurm) 0.004 0004
1-Argining = HCI 0.084 0.084 Pyridonal = HCI - 0004
1-Cysting « IHC| 00626 00626 Pyradionane « HC| 0.004
L-Galutarminge - 0.584 Riboflavin 00004 00004
Glyeine 03 0.03 Thiamine = HC| 0.00d 0uo04
=-Htiding = HC| » H0 0042 0042 OTHER
holeucne 0.105 0105 e-Glucose 1.0 45
L-Leucing 0105 0105 HEPES
Lelysine « HC 0146 0146 Phienol Red = Ma 00159 00159
w-Methionine 003 0.03 Pyruvic Acid = Ma .11 —
1-Phemylalanine 0.066 0066 ADD
-Senmna 0.042 0.042 Glucome —
=Threcnine 0oses 0095 (-Clutarming 0.584 =
Tryplophan 006 oole Sodium Bacarbonate 27

2. abra: Modositott Eagle médium (MEM)

Az allati sejttenyésztés tapoldatai:
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Szérum = a sejtmentesitett vér. Az allati sejt nem csak a kis molekulja anyagokbdl igényli a
verhez hasonlé koncentraciot, hanem igényli a vérfehérjék jelenlétét is. Ezt nagyon nehéz
szintetikus anyagokkal pétolni. Kénytelenek vagyunk valodi vérszérumot hasznalni. Ujsziil6tt
allatok (borja, csikd) vérét hasznaljak, pl. a borju vagasanal steril korilmények kozott
lecsapoljak a vért, és az ebbdl elvalasztott szérumot adjak tapfolyadekba.

Kitekintés: miért kell ehhez Gjszilott allat, amikor egy Kifejlett marh&ban sokkal tébb a vér?
Mert tisztabb a vérszéruma. A feln6tt verébe bele van irva az egész kortorténete. Benne van
az atélt osszes fert6z6 betegség immunfehérjéje, az 6sszes kapott véddoltas altal Iétrehozott
immunfehérjék, valamint a lappangd virusok és virusfehérjék. Az Ujszulott allat vérében ezek
még nem jelentek meg.

A szérum komponens nagyon draga (és nehezen reprodukalhatd, hiszen nincs két egyforma
allat, még testvérek esetében sincs tokéletes azonossag). A kutatdk sok erdfeszitést tesznek a
szérummentes tapoldatok kifejlesztésére, vannak is eredmények, de termelési méretben kevés
technoldgiat valdsitottak meg szérummentes tapoldattal. A szérum koltsége még a
laboratoriumi kisérleteket is nagyon megdragitja.

lehet meg kilénboztetni, és mindegyiknek van valamilyen funkcidja a sejtek mikodésében.
Vannak ,ragaszt6” fehérjék, melyek odakotik a sejteket a fellletre, vannak hormonok (pl.
inzulin) s vannak az osztodast serkentd fehérjék is. Probalkoznak a fehérjék potlasaval, pl.
olcsd poliszacharidokkal (dextran), de ez inkabb csak az albumint tudja poétolni, a tdébbi
komponenst nem.

Milyen kérulmények kozott lehet a sejteket szaporitani?

Mivel nincs sejtfaluk, ezért nagyon érzékenyek az ozmotikus és a mechanikai
hatasokra is. Ugyanugy kell kezelni ezeket, mint a protoplasztokat. Nem lehet nagy nyirderej(
keverést alkalmazni, mert az szétszakitja a sejteket. Olyannyira érzékenyek, hogy a
buborékok létrejotténél és elpattanasanal fellép6 aramlasi hatasok is kart okozhatnak. Emiatt a
fermentoroknal hasznalt levegOztetési rendszer (atbuborékoltatas, turbulens keverés) nem
alkalmazhato.

Szerencsére az oxigén igényluk elég kicsi, korilbelil szazszor kisebb, mint egy hasonld
mikroba tenyészeté. Emiatt nem kell atbuborékoltatni a folyadékon a betéplalt leveg6t, hanem
elegendd a folyadékfelszin felett ataramoltatni a steril levegét.

A Kkis oxigén-igény lassu anyagcserét jelez, lassabban szaporodnak, és lassabban hasznaljak
fel a cukrot is. Némelyik sejtvonal igényli a széndioxid jelenlétét is a légtérben (2-5%). Ennek
magyarazata az, hogy a szervezetben azok a sejtek, amelyek tavol vannak a gyors és intenziv
gazcserétdl, alacsony oxigéntartalom és magas széndioxid tartalom jelenlétében mikddnek,
azaz természetes kornyezetiikben is magas az széndioxid szint.
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Hémérseklet: emlds sejteknél 37°C, madarsejteknél 41°C, rovarsejteknél 25-30 °C. Az
emberek és a madarak allandé testhémérsékletliek, de az evollcio soran kilén uton jutottak el
az &llando testh6mérseklethez, ez okozza az eltérést. A rovarok valtozo testhémérsékletliek.

3. abra: Laboratdriumi tenyeszt6é edények (fellleti tenyésztéshez)

A 3. abran lathatd tenyésztedények alsd sima részét hasznaljak szaporitasra, tehat a
tapoldatot beoltjak a sejtekkel, melyek letapadnak a feliiletre és monolayerrel boritjak be az
edény alsé falat. A sejt réteg annyira vékony, hogy atlatszd, szabad szemmel alig latszik. Ha
egy kicsit megmozgatjak az edényt, akkor lehet némi opalizalast lehet latni a fellleten. Az
edény nyaka nem szimmetrikusan, kozépen helyezkedik el, hanem folfelé eltolva. A
magasabban 1év6 nyak miatt a folyadék nehezebben l6ttyenhet ki. Az edények kiilonbdz6
méretben, sterilezve kaphatdk, anyaguk mdanyag, altalaban egyszeri hasznalat utan
eldobhatok. Uveg edényeket nem szoktak hasznalni, mert az iiveg anyagabol kalium és
natrium ionok oldddnak ki, és ezek a sejtek érzékenyek az alkali fémionokra.

4-5. &bra: Laboratoriumi tenyésztd edények (feltileti tenyésztéshez)
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Az abran lathato, hogy itt is hasznélnak Petri csészéket. A jobb oldali képen lathato
elrendezés sok (6, 12, 24, 48, 96) kis Petri csesze egyuttesenek foghato fel, ezeket talcanak
nevezik. Sorozatvizsgalatokra kuléndsen alkalmasak.

6. &bra: Laboratoriumi tenyésztd edények (felileti tenyésztéshez)

A téptalaj szine azért piros, mert adnak hozza egy indikatort, melynek az tulajdonsaga, hogy a
pH véltozasara megvaltoztatja a szinét. Ezzel az esetleges fert6zéseket lehet kimutatni.
Normalis névekedésnél a kdzeg semleges marad, az indikator megtartja piros szinét. Ha a vi-
szont a tenyészet befert6zddik, mert mikroba ker(l bele, akkor az megsavanyitja a folyadékot,
amit6l az indikator sarga szinG lesz. Igy ranézésre észre lehet venni a mikrobiélis fertGzéseket.
Nagyobb lépték(i szaporitasnal minél nagyobb bendéhet6 feluletre van sziikség a késziilékek-
ben. Erre tobbféle szellemes megoldast is kitalaltak.

7. abra: Multitray roller bottles
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A 7. &brén lathaté megoldasok nagyobb fellletlek. A Multitray sok talca egymasra helyezése-
vel jott létre. A sarkokban lévé csatorndk és talfolyok rendszere Ugy van kialakitva, hogy
szétszedés nélkil is minden talca feltolthetd vékony retegben tapoldattal, ugyanakkor minde-
gyik folott kialakul egy légréteg is.

A forgo palackok (roller bottles) pontosan henger alaki edények, amelyek vizszintes helyzet-
ben gorgdkon fekszenek. A gorgdket motor hajtja, ami lassan (kb 1-2 perc alatt) megforgatja
az edényt. Kevés tapoldat van benne (a térfogat 10-20 %-a), ami a forgatds miatt folyamato-
san nedvesiti a teljes belsé fellletet. A sejtek igy bendvik a teljes hengerpalastot. A folyadék-
bol kiemelked6 monolayer a kortlfordulés ideje alatt nem szérad ki, nem karosodik, sét a le-
vegbvel érintkezve nagyon jo a sejtek oxigénellatasa.

Mikrokarieres tenyésztés:

A feliilet ndvelésének masik lehetésége a fajlagos feluilet ndvelése. Ha hordozénak nem sik
felllet( edényeket, hanem apr6 szemcséket valasztunk, akkor ugyanakkora edénytérfogatban
sokszoros nagysagu novekedési felliletet biztosithatunk a sejteknek. A mikrokarrierként (=
kicsi + hordozd) inert anyagokbdl készilt apr6 szemcséket alkalmaznak. Ezek néhany szaz
um atmérdjl, azaz a sejtek méreténél egy nagysagrenddel nagyobb gémbdcskék.

8. abra: Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer

A 8. dbra bal oldalan a kezdeti allapot lathatd, csak néhany sejt tapadt meg, mig a jobb olda-
lon mér a teljes boritottsag, a kialakult monolayer figyelhet6 meg.
1967). Technoldgiai paraméterek:
- szemcseatmérd: 100-300um,
- s(ir(iség: 1020-1050 kg/m? (leiilepszik a folyadékban, de enyhe keveréssel lebegésben
tarthato),
- A folyadék térfogatanak 8-15%-a hordozo,
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- Felulete: 0,5-1,5 m?/liter, ami 10-30 forgd palacknak felel meg, = nagy produktivitas

El6nyei:

- nagy feluletet be lehet bevinni egy adott reaktortérfogatba

- viszonylag homogén kornyezet a sejtek szdmara

- nincs sziikség uj reaktortipusokra (a mikroba-fermentorok kis atalakitassal hasznal-

hatok)

A Kkarrier gyongyoket nem szokték ujra felhasznalni, mivel tulsagosan bonyolult lenne a rege-
neralasuk.
A mikrokarrieres tenyésztés lépései:
inokulum: forgd palackbdl a tenyeszetet tripszinnel leoldjak (elbontja a ragaszt6 fehérjéket).
Atlagosan 5-6 sejt/szemcsényi mennyiséget visziink be.
A sejtek megtapadnak a gyongy feliiletén, elszaporodnak, egy rétegben nének (kontaktgéatlas)
médium Osszetételétdl és a sejt/mikrokarrier szamaranytol
Nyiras: immobilizalt sejtek érzékenyebbek a nyirasra (az 6sszesurlddo szemcsék leddrzsdlhe-
tik a sejteket a feluletr6l), emiatt lekerekitett, nagy atmér6ji keverbket alkalmaznak, kis for-
dulatszdmmal. A leggyakoribb keverési megoldasok:

»Spinner flask”

Ezeket a keverGs edényeket 0,5 I-est6l a
10 l-es (irtartalomig hasznaljak. A nagy,
kdzéps6 kupak alsé oldalara felhelyezve
lathatjuk a kever6t. Magneses meghajta-
su, alul a keresztrddban egy magnes ta-
lalhat6. Az edényt ra kell helyezni egy
kever6 berendezésre, amelyben egy mag-
nes forog lassan korbe. A forgd magnes
viszi magaval a kever6 elemet, ami lassan
kavarja a karriereket. A fehér haromszog-
letd teflon lap a keverdén a lellepedd
szemcsék felkavarasat, ,,ekézését” végzi.

Az oldalso nyilasok arra szolgalnak, hogy
a menet kozbeni beavatkozasokat (pl.:
mintavétel pipettaval) ezeket at el lehes-
sen végezni. 8. abra: ,,Spinner flask™
A tenyésztéseket steril koriilmények Kko-

z06tt hajtjak végre, az edény minden része
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sterilezhetd.

A jobb oldali képen gyengén latszik, de a
kever6 ferde radjanak végén egy golyo
alaku kever6elem van. Ennek a belsejé-
ben talalhatd a mégnes. Az edény alatt a
meghajtd egység egy maéagnest keringet,
ez viszi korbe-korbe a gémb alaki keve-
rét. Laborszlengben ezt a tipust bim-bam
kever6nek is nevezik, mert a felépitése
hasonlit a harang/harangnyelv kialakitas-
hoz.

Keverss reaktorok

A nagyobb, ipari berendezésekbe maér tengely-hajtasu kever6 berendezéseket épitenek be.
Nagy atmérdji, lekerekitett formaju, lassu keverdket hasznélnak. Az energiabevitel nagyon
kicsi, kevés oxigén kell a sejteknek, tehat nem a levegbztetéshez szilkséges a keverés, hanem
a cél csak a homogenizalas és a sejtek/mikrokarrierek lebegésben tartésa.

Leveglztetes: fellleti vagy indirekt levegdztetés, mert a buborékok itt is karosithatjak a
sejteket.

Fellleti levegOztetés: a folyadék feletti leveg6térfogatot oblitik at. A folyadék feluletén ke-
resztl beoldddik annyi oxigén a folyadékba, amennyi a sejteknek kell.

Pl 10 =) An ABEC ‘slephani sar’ impeller jused down-pumping 1; (b) Hayward Tvler up-pamping B2 hvdrofoil

9. dbra: Keverdék: lekerekitett formak, hajécsavar forma, 25-250 rpm
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Indirekt leveg6ztetés: a folyadék nem érintkezik a leveg6vel, csak egy szilikon csd falan ke-
resztll. A szilikon cs6fal tulajdonképpen egy membran, melyen az oxigén jol athatol és at-
diffundal a folyadékba. Emlékeztetd: Az oxigén egy apolaris molekula, a szilikon anyag szin-
tén apolaris jellegl, azaz hasonlo6 polaritasu anyagok. Ezért az oxigén hajlamos beleoldodni a
szilikon anyagaba és atdiffundalni rajta. A szilikon cs6b6l tekercset formalnak, és ezt meritik
a folyadéekba, a cs6ben dramoltatjak a levegét.

A tapanyag bevitel alapjan:

A tapanyagbevitel szerint tobbféle szaporitasi technikat alkalmazhatunk, ugyandgy, mint a
mikrobak szaporitasanal.

Szakaszos tenyésztés: (batch): a folyamat legelején az ©sszes tapanyagot bemérik
tapfolyadékba, beviszik az oltdtenyészetet, elindul a szaporodas, termékképzés, majd a végén
megtorténik a feldolgozas. Menet kdzben tovabbi tdpanyagot nem adnak hozza. Gyenge
produktivitas, a sejtkoncetracié ~10° sejt/ml. Id6tartama ~1 hét.

Rataplalasos-szakaszos (fed-batch): a szakaszoshoz hasonldéan indul, de menetkdzben
tobbszor is potoljuk az elfogyasztott tapanyagokat. Altalaban glikdzt és aminosavakat adnak
hozza. A tobbszori ratéplalds miatt akar 3 hetig is fenntarthatd a folyamat, és ennek
megfelelGen a produktivitas is nagyobb.

Félfolytonos tenyésztés (perfaziods): Itt folytonos vagy kvazi-folytonos tapanyag betaplalést
alkalmaznak és ugyanakkor a terméket tartalmazé fermentlébél is elvesznek. Mivel a mikro-
karrierek konnyen (lepednek a keverés kikapcsolasa utan, folulrél a fermentlé leszivhato,
egyszer( elvalasztani, és bel6le a terméket kinyerni. A hordozon 1évd sejtekre Gjra friss
tapoldatot toltenek. A sejtszam egy id6 utan mar nem novekszik, hiszen a monolayer mar
kialakult, de az elérhetd sejtszam egy nagysagrenddel is nagyobb lehet, elérheti a 107 sejt/ml-t
is. Ha nagyobb a sejts(ir(iség, akkor nagyobb a megtermelt anyag (fehérje) mennyisége is.
Napi lefejtéssel és ratdplalassal akdr 6 hatig is fenntarthaté egy termelési folyamat.
Osszességében a termék is koncentraltabb, és a sziikséges reaktortérfogat a szakaszosnak csak
1%-a.

A reaktor és mddszer kivalasztasa sokszor annak alapjan torténik, hogy mennyi a sziikséges
termék mennyisége (pl.: ha egy betegnek egy adott hatéanyagbol csak néhany ug-ra van
szliksége, akkor azt elég kis mennyiségben (forgd palackban) gyartani.
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