SEJT- ES SZOVETTENYESZTES

5. Allati sejtek tenyésztése
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Bevezetés

Az elolenyek hierarchikus szervezodese:
Sejt —» SzOvet — Szerv — Szervrendszer

Egyedfejl6dés:
embrionalis 6ssejt — differencialodott sejtek
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Torténeti attekintés

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

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

1885 Roux embrionalis (madar) sejtek in vitro fenntartasa

1967 Van Wezel: a mikrokarrieres sejttenyésztés

1970 rekombinans DNS technika alkalmazasa allati sejteknél

1975 Kohler-Milstein: hibriddma sejt eldallitasa és mono-
lonalis antitestek (immunfehérjék) termelése
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A tenyesztes alapjal

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

SzOvettenyésztés: a szovet fenntartasat jelenti oly modon,
mely lehet6vé teszi a sejtek differencialodasat ill. a struktu-
ra eés/vagy funkcido megdrzését.
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Allati sejt/szovettenyésztés

Egészen mas, mint a mikroorganizmusok tenyéesztése.

A sejtvonalak egy része csak felllethez kdtve novekszik
(monolayer, kontakt gatlas) — specialis tenyészt6 edények

Van nehany, ami szuszpenzioban is szaporodik (CHO,
BHK, VeRo, HelLa), mint a mikrobadk — fermentorszer( ké-
szllékek.

Altalaban emlés sejteket tenyésztenek, de eléfordul madar
és rovar sejtek tenyésztese is.
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Tenyészetek nbvekedése




A sejttenyesztes jelentosege

kutatas: az allati sejtekre jellemz6 biokémiai utak, ku-
lonboz0 sejtszintl szabalyozasok

rekombinans fehérjék elballitasa (pl. interferonok,
novekedési hormonok, stb.)

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

virusok szaporitasara vakcinagyartas celjabol

allatkisérletek kiegészitese, reszleges helyettesitése
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A fenntartas korlatja

A gerincesek legtdbb sejtje csak korlatozott szamban osz-
todik az izolalast kovetéen, azaz a tenyészet eldregszik
(= szeneszcencia)

Okai:
1. a kromoszomavégek (telomérak) minden osztédasi
ciklusban bekovetkez6 megrovidilese

2. aktivalédnak a sejtciklust ellenérzd (és azt leallitdo) me-
chanizmusok

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

Szinte minden szoOvet szaporithato, az izom es ideg ke-
vesbe. Az erett vérsejtek nem osztodnak.

Fibroblaszt (kot6szovet): generacios ideje kicsi, felile-
teken gyorsan nd, tulndvi az egyéb szoveteket

Epithelialis (hdm) sejtek: sok specializalodott sejt van

A korai embrionalis eredetl sejtek j6l szaporodnak

Ragcsalok (pl. eger, patkany, hércsdg) sejtjel is
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Sejtpreparalas tenyeszteshez

1. A sejttenyesztéshez sziikséges oldatok elkészitése.

A tenyésztés céljara felhasznalando szovet el6készite-
se.

3. Enzimes sejtdisszociacio: kollagenaz, tripszin es egyeéb
protedz enzimek alkalmazasaval

4. A sejtszuszpenzio szlrése a sikeresen diszpergalt sej-
tek és a megmaradt szovetdarabok széetvalasztasara.

5. A sejtek centrifugalasa
6. A sejtiledék reszuszpendalasa, friss tapfolyadékban.
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___—Tissue

l (1) Mince tissue into R
small fragments ')

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

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

je —
W
l (4) Cells settle on surface of
glass and grow into a

confluent single layer,
termed a monolayer

/

Monolaver




Sejtpreparalas tenyésztéshez

Ha elérték a megfelel sejtstriseéget, a tenyészetbdl szub-
kultirakat készitenek, ezek egy reszet tarolasra/deponalas-
ra el6készitik (— eltartas Id. késdbb), illetve kdzvetlentl to-
vabbtenyésztésre, manipulaciéra vagy termelésre hasznal-
jak fel.

Szubkultdra: 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 kéepessege csobkken, majd a szaporodas leall.

Ezért ,gazdalkodni” kell a szaporitasi ciklusokkal.

Célszer( a preparalas utan kevés atoltassal szamos szub-
kultarat késziteni, és ezek nagy részét tartdsitani. Ez az un.
,Master cell bank”, amihez vissza lehet nyulni, ha a hasz-
nalatban lévé tenyeszetek eldregedtek, vagy befert6zod-
tek.

Az egyes munkahelyeken (labor, Gzem) is |létrehoznak tar-
tosan tarolt szubkulturdkat a kapott sejtvonalakbol, amihez
vissza lehet nyulni a szaporodo tenyészetek elvesztese
esetén (,working cell bank”).

Célszer( a tenyészeteket és az atoltasokat torzskdnyv-sze-
ren nyilvantartani.
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Az allati sejttenyésztés tapoldatal

Tapoldatok: reprodukalni kell a természetes kornyezetet:
- veér, sejtkdzti folyadék (sokkomponensu, draga)

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

— 15 - 20 fele aminosav,

— vitaminok,

— koenzimek,

— lipidek,

— asvanyi ionok (pontos dsszetétel, 0zmdzis nyomas)
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Modositott Eagle médium (MEM)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Component
INORGANIC SALTS
Calcium Chioride

Ferric Mitrate « 9H,0
Magnesium Sulfate (anhydrous)
Potassium Chloride
Sodium Bicarbonate
Sodium Chloride
Sodium Phosphate Monobasic {anhydrous)
AMINO ACIDS
1-Arginine ¢ HCl
1-Cystine « 2HCI
1-Glutaming

Glycine .
L-Histidine = HC| « H,0
L-lsoleucine

i-Leucine

L=Lysine = HC|
t-Methionine
-Phenylalanine
1-5ering

i=Threcnine
t-Tryptophan

D5546
[1x] gL

0.2
0.0001
0.09767
0.4

37

6.4
0.109

0.084
0.0626
0.03
0.042
0.105
0.105
0.146
0.03
0.066
0.042
0.095
0.016

D5648
glL

0.2
0.0001
0.09767
04

6.4
0109

0.084
0.0626
0.584
0.03
0.042
0.105
0.105
0.146
0.03
0.066
0.042
0.095
0.016

L-Tyrosine = 2Na = 2H,0

L-Valine
VITAMINS
Choline Chlonde
Folic Acd
myo-Inositol
Miacinamide

o-Pantothenic Acid (hemicalcium)

Pyridoxal « HC
Pyridoxine + HCI
Riboflavin
Thiamine « HC|
OTHER
c-Glucose

HEPES

Phenol Red = Na
Pyruvic Acid ¢ Na
ADD

Glucose
1-Glutamine
Sodium Bicarbonate

D5546
[1x] gL

0.10379
0.094

0.004
0.004
0.0072
0.004
0.004

0.004
0.0004
0.004

1.0

0.0159
0.1

0.584

D5648
giL

0.10379
0.094

0.004
0.004
0.0072
0.004
0.004
0.004
0.0004
0.004

45

0.015%9

3.7



Az allati sejttenyésztés tapoldatal

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

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

Kompex rendszer, az albumin mellett sok szabalyozo, ser-
kent6 és gatlo faktort tartalmaz.
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Az allati sejttenyészetés korulmenyel

A sejtek nagyon erzékenyek pl. a nyirasra:
— nagyon kiméletes kevereés,
— a levegOztetésnéel sem lehetnek buborekok

Az oxigenigény nagyon Kicsi, rendszerint elég a fejtér-
fogatot atobliteni levegdvel. Sok sejtvonal kedveli a
CO, jelenlétét (2-5%)

Hoémérséklet: emlds sejteknél 37°C, madarsejteknél
41°C, rovarsejteknel 25-30 °C

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék
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Laboratoriumi tenyeszto edenyek (feluleti)
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Laboratoriumi tenyeszto edenyek (feluleti)
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Laboratoriumi tenyeszto edenyek (feluleti)
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Laboratoriumi tenyeszto edenyek (feluleti)
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Felllet nOvelése

roller bottles
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Mikrokarrieres tenyesztes

Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer
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Mikrokarrieres tenyesztes

van Wezel 1967: DEAE Sephadex A50-en
Apro, szuszpendalt gydngyok fellletén,

atmérd: 100-300 um,

sriség: 1,02-1,05 g/cm? (lebegésben tarthatd),
A fermentor térfogatanak 8-15%-a hordozo,

felllete 0,5-1,5 m?/l, ami 10-30 forgd palacknak felel meg,
= nagy produktivitas

Elonyei:
> nagy fellletet be lehet bevinni egy adott reaktor-térfo-
gatba
» Vviszonylag homogén kornyezet
» nincs sziukseg uj reaktortipusokra
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Mikrokarrieres tenyesztes

Lépések:

inokulum: forgo palackbadl a tenyészetet tripszinnel le-
oldjak

A sejtek megtapadnak a gyongy fellletén, atlagosan 5-

6 sejt egy gyongyon, elszaporodnak, egy rétegben no-
nek (monolayer, kontakt gatlas),

flugg: sejtvonaltol, mikrokarrierek jellemzditél, a sejt no-
vekedeési fazisatol, a meédium Osszetételetdl és a sejt/
mikrokarrier szamaranytol

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék
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Mikrokarrieres tenyesztes

Keverés: az immobilizalt sejtek érzékenyebbek a
nyirasra, lekerekitett kever6k, nagy keverd atméro,
kis fordulatszam

Levegbztetés: direkt levegbztetésnél a felszalld es
szétpukkand buborékok karosithatjak a sejteket,
ezért a felsd legterben vagy indirekt modon.

A gyongyok kdonnyen lellepednek, folotte a tapoldat
lecserélhetd, illetve konny(l feldolgozni.

A gyobngydket nem lehet/érdemes Ujra felhasznalni.

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék
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,Spinner flask”

Magneses kevero, lassu mozgatas
Mikrokarrieres és szuszpenzios tenyesztésre egyarant
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Kevert reaktorok

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

Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevesbé karo-
sodik a sejt, néha elegendd a felileti levegbztetés, a ceél

csak a homogenizalas és szuszpenzioban tartani a sejte-
ket/mikrokarriereket

perfuzids levego6ztetés: valamilyen elvalaszton keresztul
(acélszita, szilikon cs6), 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 héet, nagyobb pro-
duktivitas

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

A reaktor es modszer kivalasztasa az alapjan torténik, hogy
mennyi a szukséges termék mennyiség:

rEPO: 100 ug/beteg — elegendd a forgo palack,
rtPA: 100 mg/ beteg —» fermentor
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Klbnozas

» Klon = hasonmas

> A szaporodas olyan modjat jelenti, amely nem jar a DNS
szekvencigjanak megvaltozasaval (a mutacioktol eltekintve).

» Mas szoval az utdd génkeészlete teljesen megegyezik az eredeti
elolény genkeészletével.
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Mennyire science fiction a klobnozas?

» A definicio sz06 szerinti ertelmében egyaltalan nem.

> Az ivaros szaporodasra nem kepes sejtek ugyanis mind egymas
klonjai.

> Egy sejt egyszerl kettéosztdédasa két klont, vagyis a kiindulasi sejttel
genetikailag azonos utodsejteket eredmeényez.

» Az ivartalanul szaporodo éldlények (pl. az 0sszes prokaridta vagy a
sarjadzassal osztodo élesztd sejtek) tehat mind klonozzak magukat.

» Egy ivarosan szaporodo tobbsejtl €l6lény Osszes testi sejtje
annak a sejtnek a klonja, amely a petesejt és a himivarsejt egyesulese
kovetkeztében alakult ki a megtermeékenyitéskor.
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Mennyire science fiction a klobnozas?

» Az egypetéjlu ikrek is a természetben el6forduld klonozas példai.

> Az egypetéjl ikrek egyetlen zigota (megtermékenyitett peteseijt)
klonjai, ahol a legels6 osztddasok soran bekovetkezd ,rendellenesseg’
miatt két kulon szervezet indul fejl6désnek.

_

J

s R i
Actresses Mary Kate Olsen, left, and Ashley Olsen arrive at the Vanity
Fair Oscar Party, Sunday, March 24, 2002, in West Hollywood.
(Chris Weeks / Associated Press)
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Hogyan tolthetnek be eltero funkciot
a testi sejtjeink, ha mind egymas klonjai?

A testi sejtek mindegyike rendelkezik a szervezet felépiteséhez
szukseéges 0sszes informacioval.

Azonban a genallomany atirasa az egyes sejttipusokban eltéro

modon van szabalyozva.

Mas-mas genszakaszok aktivak egy izomsejtben, egy belham sejtben
vagy egy agyi idegsejtben, pedig a genetikai allomanyuk teljesen
azonos (a mutacioktol eltekintve).

Differencialodott sejtek: azok a sejtek, amelyekben mar elddlt,

hogy mely génszakaszok atirasa megengedett és melyeke tiltott.

Ezek mar ,elkotelezddtek™ valamilyen konkrét feladatkor betoltésének
iranyaba.

Ossejtek: azok a sejtek, amelyekben még dinamikusan valtozhat, hogy
mely génszakaszok aktivak és melyek atirasa valik gatoltta. Ezek
nincsenek meg konkrét feladatkor betoltésére elkotelezbdve.
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Mesterséges klonozas

» TObb szintje Iétezik: molekularis klonozas, sejt klonozas,
szovet klonozasa, teljes éléleny klonozasa.

» Molekularis klonozas: pl. plazmidok bejuttatasa egy sejtbe
és ezek lemasoltatasa a sejt DNS replikacios rendszerevel.

» Sejt klonozas: osztodassal szaporodo egysejtl éldléenyek
mesterséges szaporitasa. Eukariéta és emlds sejtvonalak mester-
séges szaporodasa. A daganatos sejtek is ,klonozzak magukat”.

» Szovet vagy teljes éloléeny klonozasa:

Ossejtekbdl (tehat a meg nem elkotelezddott sejtekbdl) kell hozza
kiindulni.

34
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Osseijt tipusok

A szervezetlinkben el6forduld szbveti 6ssejtek multipotensek.

Totipotens Pluripotens Multipotens Progenitor Szervek
Bla iszta
moc‘ » e ’}.f > ’ \
(0 ,f%\ ol T Ekioderma
- »
/ N @ 9 4 o 0%
v | _ &R Mezoderma
\ O] - —
A
Morula ES seft
¢ G :j ‘1 g 6 l Endoderma
l:Ektoderma @ o l.f - U
in vitro | Mezoderma L ]
Endoderma in vivo

» TObbsejtl, ivarosan szaporodo eloleny klonozasahoz az adott
elélény embrionalis 6ssejtjeibdl (~pluripotens &ssejtjeibdl) kell

Kiindulni.

» Az egypetéjl ikrek fejlédese is az embrionalis 6ssejtek
elkotelezddesi szintjen valik ketté.
» A multipotens és unipotens (progenitor) dssejtek terapias jelentésége



A szovet szintl klonozas es a teljes élolenyek
(csak allatok!) klonozasanak terapias célja

Azoknak a tudomanyos ismereteknek a megszerzése, amelyek
segitségével.

Egy beteg szervezetébdl egy testi (= valamilyen iranyba
elkotelez6dott) sejtet izolalni lehet,

majd ebbdl a beteg szamara szukséges sejteket vagy szovetet lehet
létrehozni,

Veéqil pedig a beteg szervezetébe visszajuttatni.

lgy a visszallltetést kdvetéen a beteg ember immunrendszere ezeket
a sejteket vagy szoveteket a sajatjanak fogja majd felismerni.
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Teljes éloleny klobnozasa embrio osztassal

» Pluripotens embrionalis 6ssejtekre van hozza szukseg.
» Emberi éloleny szervezet szintjen tortend kilonozasa tilos.

» Embrio osztas: egypetéjl ikrek mesterséges létrehozasa. =

Itt a zigota osztodasanak kezdeti szakaszaban (8 sejtes osztodasi
allapot) avatkoznak be, ahol a sejtek még embrionalis 6ssejtként
vannak jelen.

» Ekkor az embriot tobb részre hasitjak, leggyakrabban négy,
két sejtbdbl allé darabra. Az igy kapott embriok génallomanya azonos
egymassal.

> A levalasztott sejteket a ezutan egy ures peteburokba juttatjak,
ahol olyan fazisig engedik fejlodni, amig beultethetd lesz egy
ndsteny allat mehébe.
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Teljes eloleny klonozasa egy testi sejtbOl
» Pluripotens embrionalis 6ssejtekre van hozza szukseg.

» Ehhez a mar elkotelezodott (differencialodott) testi sejttel el
kell feledtetni” a feladatkorét. Vagyis fel kell oldani a sejt
genallomanyanak szabalyozott, korlatozott modon torténd
atirasat.

» Erre 3 lehetGség ismert a szakirodalomban:

1. Testi sejtmag atvitele sejtmagjatol megfosztott embrionalis
dssejtbe (petesejtbe)

2. Testi sejt fuzionaltatasa embrionalis Ossejttel (peteseijttel).

3. Indukalt pluripotens Ossejtek letrehozasa.
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Testi sejtmag atvitele
sejtmagjatol megfosztott embrionalis dssejtbe

» Ezzel a modszerrel sikerult Dolly-t, a klbnozott baranyt létrehozni.
» 3 ,edesanyja’ volt. A: a DNS gazdaja. B: a petesejt gazdaja.
C: a ,béranya’, aki az ,A+B” embriot kihordta.
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Dolly, a barany

» Dolly (1996-2003) egy nOstény

Finn-Dorset fajtaju hazi juh volt.

> O volt az elsé eml8s allat, akit testi sejt

DNS-ébdl sikertlt klonozni.

(VO.: az embrid osztas nem testi sejtbdl,

hanem kozvetlenll embrionalis &ssejtekbdl indul ki.)

» Az elsd sikeres felnétt allat klonozas testi sejt DNS-éDbAl:

John Gurdon, béka, 1962 =» megosztott Nobel-dij, 2012

» Dolly nem volt egészséges. Kronikus izuleti gyulladasban
szenvedett, majd sulyos proorgessziv tudobetegseget kapott.

> 6,5 éves koraban sulyos allapota miatt el kellett altatni, pedig
fajtajanak varhato élettartama 11-12 ev.

» A klonozas volt-e felel6s Dolly rossz egészségi allapotaért és korai

halalaert?

> Elképzelhet6-e, hogy Dolly DNS-e mar szlletése pillanataban annyi
id6s volt, mint a forrasaként szolgalo juh emlémirigy sejtvonalban?
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Healthy ageing of cloned sheep. DOIIy ,,testvere|

Sinclair KD, Corr SA, Gutierrez CG, Fisher PA, Lee JH, Rathbone AJ, Choi I, Campbell
KH, GardnerDS.
Nat Commun. 2016 Jul 26;7:12359. doi: 10.1038/ncomms12359.

» A testi sejtmag petesejtbe valo atvitelével tortend klonozas
hatékonysaga kicsi a nagy embrio- és Ujszulott kori halandésag miatt.
» Ennek kozvetlen okai vese és szivfejlddési rendellenessegek,
valamint tudé megnovekedett vérnyomasa.

» Viszont ezeknek a fejlédési rendellenességeinek a konkret mole-
kularis biologiai okai még nem tisztazottak.

» DE: amelyik barany tuléli az djszulott kort, az a természetes

uton fogant baranyokéval megegyez6 élettartamra és egészséqi
allapotra szamithat.

» Ezt Dolly ,testvérei” bizonyitjak,
akiket Dolly halalat kovetGen
ugyanabbdl a juh emlomirigy
sejtvonalbdl klonoztak, mint
Korabban Dolly-t magat.

» Tehat a DNS korabbi ,életkora”
a sejtmag petesejt burokba

juttatasanak koszonhetGen
valamilven molekiilaric mechanizmiice eredmaénvekant tarladik



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27459299

Indukalt pluripotens Ossejtek letrehozasa

Induction of pluripotent stem cells from fibroblast cultures.
Takahashi K, Okita K, Nakagawa M, Yamanaka S.
Nat Protoc. 2007;2(12):3081-9.

» Tamashi és Yamanaka japan
kutatok eger fibroblaszt (kotoszoveti)
sejteket tudtak pluripotens Gssejtekke
visszaalakitani

> 4 transzkripcios faktor segitsegevel e
tudtak a mar elkételezddott Sir john
kotOszOveti sejtek pluripotenciajat

indukalni.

» Virus vektorral vittek be ezeket a transzkripcios faktorokat a mar
differencialodott kotdszoveti sejtekbe.

» DE: ezekben a sejtekben nem torlédott a DNS genetikai életkora...

Montan Pho !
B. Gurdon Shinya Yamanaka
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

Photo: U. Montan

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 was awarded jointly to Sir John B.
Gurdon and Shinya Yamanaka "for the discovery that mature cells can be
reprogrammed to become pluripotent”


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18079707
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