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1. el6adas vazlat

Allati sejtek

1. ,omnis cellula e cellula” Uj sejtek csak mar meglévé sejtekbél keletkezhetnek (Rudolf
Virchow 1855)

2. Az eukaridta sejtekben membrannal hatarolt sejtorganellunok taldlhatok.

3. Asejtszervecskék a sejtplazmdban helyezkednek el.

4. Akulonboz6 szoveteket az adott funkcid elvégzésére specializdlodott sejtek épitik fel.
5. Sejtorganellumok

6. Membranokkal hatarolt sejtszervecskék amelyek meghatarozott funkcidkat téltenek be a
sejtben.

> Sejtmag

» Endoplazmatikus retikulum DER, SER
» Golgi apparatus

» Lizoszéma

» Peroxiszéma

> Mitokondrium

» Citoszkeleton
A sejtciklus, és sejtosztodas

> G1 fazis: Az mRNS-ek, tRNS-ek, a DNS megkett6z6déséhez sziikséges fehérjék, és a
centriolumok szintézise.

P Restrikciés (R) pont. Check point.

P S fazis: a DNS megkett6z6désének szakasza.

> G2 fazis: fehérje- és mRNS szintézis. A mitdzishoz szlikséges fehérjék szintézise.
> M fazis: a sejtek osztddasi szakasza, kromoszomak a sejtmagban

» Ha az R pont el6tt nincs mitotikus szignal, a sejt kilép a sejtciklusbdl: GO fazis



o Asejtciklus szabdlyozé molekuldi:

» A legfontosabb szabdlyozémolekuldk a G1 és mitdzisos ciklinek, és a ciklinekkel komplexet
alkoté ciklin dependens kinazok.

» A sejtciklus vizsgalatahoz a sejtek tenyészetben torténé fenntartasa j6 lehetGséget biztosit.
Az 0szt6dd sejtpopuldcidkban mitdzisok és interfazisok valtjak egymast ezek, a folyamatok
alkotjak a sejtek életciklusat, a sejtciklust.

» A metafazisos kromatinszerkezet kialakuldsa

% Azinterfazisban lévé sejtek kromatin kondenzalddasat a folyamat soran megjelend
intermediereken keresztil tudjuk vizsgalni

Y/

A kromatin szerkezetek kialakuldsanak kezdeti Iépése a nukleoszémak (a DNS ratekeredése a
hisztonmolekulakra) létrejotte.

O Eukromatin :aktiv DNS- régidkat tartalmazo lazabb szerkezet(i kondenzacids forma. (a mag
kozépsd teriiletén taldlhatd, R-savozottsagot mutat)

O Heterokromatin: kondenzaltabb késén replikalddo, kifejez6désre nem kerils forma. (a
magban periférialis elhelyezkedés(i G- és Q-sdvozottsagot mutatd rész)

A sejttenyésztés...Mi is ez?

P> Sejttenyésztés: diszpergdlt sejtek fenntartdsa in vitro koriilmények kozott. Az in vitro
kifejezés eredetileg azt jelenti, hogy , ivegben” (livegedényben, lombikban), mai
tudomanyos jelentése viszont az, hogy nem az élSlényben (in vivo), hanem laboratériumi
kortlmények kdzott a kiils6é hatasokat kontrollalva miikodtetnek valamilyen folyamatot.

A sejttenyésztés torténete -Hogyan jutottunk el a modern sejttenyésztésig?

Sydney Ringer

A 19. szazadi fizioldgus. K, ca”, Mg2+ és Cl ionokat tartalmazé izoténias séoldatban szervezeten
kiviil életben tartotta a béka izolalt szivét. (Ringer-oldat = BSS (balanced salt solution) a Riger oldat
laktattal kiegészitett valtozatat napjainkban is hasznaljak intravénas folyadékként, ezt az oldatot
Maurice V. Tyrode (1878-1930) amerifkai fizoldgus fejleszette ki vese izolatumokhoz.

Renato Dulbecco

Olasz szarmazdasu amerikai viroldgus aki a reverz transzkripaz felfedezéséért tarsaival Howard
Temin-nel David Baltimore-val 1975-ben orvosi Nobel dijat kapott. Emellett kifejlesztette a
leggyakrabban hasznal séoldatot a PBS-t



John H. Hanks (1906-1990)

Népszerl sdoldat kapcsolddik a nevéhez HBSS. Amerikai mikrobioldgus a Lepra in vivo
tenyésztéséhez fejlesztette ki ezt a sdéoldatot, de nem ért el sikert vele.

Wilhelm Roux - a Roux flaska

prébdlkozas a tenyésztGedény elszigetelésére - vattadugd

Ross.Granville Harrison

Sikeresen tenyésztett idegsejteket ebihalakbdl béka nyirok folyadékban és ezzel megtette az
elsé lépést az Gssejtkutatdsok iranyaba, illetve létrehozta az elsé tdpfolyadékot. Nobel-dijat kapott
munkajaért.

Montrose Burrows

1910 Burrows segitségével Alexis Carrel az embriondlis és feln6tt szoveteket is tenyésztett, pl.:
kutydabdl, csirkébdl,patkanybdl. Tenyészt6kozeg: a frissen gyljtott plazma ugyanabbdl a forrasbol
szarmazik, mint a sz6vet. Sikeresen hasznalta ezt a "plazma médiat" -ami plazma alvadékot
szérumot sooldatot és csirke embrié kivonatot tartalmazott, és ez az 1950-évekig a sandard volt-
a csirke, patkany, kutya és human tumorok sejtkultaraira (Carrel, A. and Burrow, M. T. (1911)
Cultivation of tissues in vitro and its technique. J. Exp. Med. 13:387-396..)

Alexis Carrel — D palack

1923-ban 6 fejlesztette ki az elss sejttenyészté edényt. Ezek az Ugynevezett D-palackok . Ezekkel az Uj
edényekkel lehetévé valt, a nagyobb mennyiségli médium haszndlata, mint egy fliggé

csepp kultdranal. Ennek eredményeként, az Uj lombik kulturaknak konnyU volt a fenntartasa, és
hetekig életképesek voltak.

Wilton R. Earle
Az els6 ragcesalé sejtvonal (L929) Iétrehozasa egyetlen sejtbél 1943-ban.

George O. Gey

1951 Hela-sejtvonal létrehozésa, az elsé hman folytonos sejtvonal Henrietta Lacks méknyakrak
sejtjeibdl.

Charles A. Lindbergh:

Lindbergh szivattyu szervkulturdkhoz: A leghiresebb taldlmanya , egy
lvegkamra melyet sikeresen alkalmazott csaknem 900 kisérletben (életben tartotta a szerveket,
megoldotta a médium keringetését)

Lindbergh kifejlesztett egy egyszer(, sejtkultira perfuzios kamrat is.



Van Wezel: a mikrokarrieres sejttenyésztés kidolgozasa, a sejtek tenyésztése apré hordozé
szemcsék feluletén.

1970: rekombindns DNS technika alkalmazdsa a mikroorganizmusokon kivil allati sejteknél is.
Sikeriilt egy vektorral DNS-t bevinni és expresszaltatni dllati sejtbe.

tudott Iétrehozni, mellyel immunfehérjéket lehetett gyartani.

Fontos eredmények (a modern sejttenyésztés alapjai):
» Antibiotikumok alkalmazasa a fert6zések ellen.
» Tripszin haszndlata az adherens sejteknél, igy azok tovabbtenyészthetdk.

» Kémiailag meghatdrozott szintetikus tapoldatok hasznalata.

Hasznalt(tap)kozegek - kialakulasuk
-kalénféle séoldatok, ascites folyadék, embrié/kivonat, vérplazma

» 1907/1910. Ross Granville Harrison. A szbvettenyésztés technikai alapjainak megteremtése.

> 1911/ Alexis Carrel (és munkatarsai). Sebészeti technikdk bevezetése (asepsis, antisepsis),
megfeleld tapkdzegek keresése, alkalmas edényzet kifejlesztése. (PI. Carrel flaska.)

» ,Barmilyen szovet, akarmennyi ideig fenntarthaté in vitro, megfelelS subcultivatios
technikaval.”

P (Csirkeembrio szivébdl késziilt explantatumbdl inditott tenyészetet 34 évig
sikertlt folyamatosanin vitro fenntartani, mikoris lezartak a kisérletet. Ezt az
eredményt sokan vitatjak.)

» 1940/ Szintetikus tapkozegek (medium) kifejlesztésének korszaka.

» 1952. Moscona. Szévetek trypsin emésztése
» modern sejttenyésztés kezdete.



Milyen tapkodzegeket hasznalunk ?

Korai 50-es évek az elsd szintetikus médiumok megjelenése ( alapvet6 sdkeverék, cukrok,
vitaminok, aminosavak és supplementek pl. szérum vagy plazma, névekedési faktorok IGF
hormonok albumin transferrin)

» Harry Eagle:

Pontosabban definidlta a sejteknek sziikséges tapanyagokat: Eagle's Minimal Essential Medium
(MEM) és ennek maédositott valtozata DMEM.

» Richard G. Ham

A szérum 0Osszetételének variabilitdsabdl adodd hibak kikliszobolésére az els6 szintetikus médium
az F12 (1965)

» Gordon H. Sato és David Barnes

Szérummentes médium mely tobbféle sejtnél haszndlhatd, ill. ramutattak hogy a kiilonb6z6
sejtféleségek kilénb6z6 hormonokat, novekedési faktorokat igényelnek. Univerzélis novekedési
faktor: inzulin.

A sejttenyésztés gyakorlati el6nyei

P A sejt sajat tulajdonsagai szabadon vizsgalhaték, mivel a mas sejttipusokkal vald
kolcsdnhatasok nem érvényesilnek.

P> LehetGség van a sejtek vizsgalatara un. kokulturaban is (két kiilonboz6 sejtféleség egylittes
tenyésztése).

> Kevesebb kisérleti allatra van szlikség pl.:farmakoldgiai vizsgalatoknal
» Egyszerd kivitelezés, gyors eredmény.

P> Sokféle vizsgalat: toxikoldgiai farmakoldgiai tumorok vizsgdlata, Gssejt differencidlédasi stb.



Szerv és szovettenyésztés

> A szOvettenyésztés a sejtek szovetként vald tenyésztése, szovetdarabok fenntartasa.

» ,tissue engineering”

< ses

tudomadny. 3D-s sejt szOvettenyésztés kivitelezése és eszkozeinek fejlesztése.
» Miért? Hosszu transzplantacids varolistak, a kilokédés problémaja.

Cél: a szervezet szamdra sajatként felismert és funkcionald szervek és szovetek

|étrehozasa

» Hogyan?

» Scaffold (= allvanyzat) egy specidlis vaz a sejtek szdmara 3D-s

szOovettenyésztéshez

> Az adott él6lénybébl szarmazé sejtek tenyésztésébdl és szovetté

szervezésébdl
Scaffolddal szembeni kovetelmények:
> Természetes v. szintetikus polimerek pl.:proteinek poliszacharidok
» Nem valthat ki immunreakcidt

» Az ECM és a sejtek konnyen kapcsolédhassanak egyenletesen oszoljanak el a scaffold

felliletén (migracio)
P Biztositsa a megfelelS tapanyagellatast (polusok)
» Biodegradalhatdsag
Sejtek a 3D-s szovettenyésztésben: tobb sejttipus kiillonbozé differencidltsaggal

Mert a szovetek t6bb sejttipus szervezédései melyeknek mindegyike feltétleniil sziikséges az

adott szerv/szovet miikodéséhez.
» Erett, differencialédott sejtek
» Progenitor sejtek, kdztes alakok
» Ossejtek:Felnétt Gssejt Adult Stem Cell pl.:
» csontveldi Gssejtek,
» MSC ~“mezenhimadlis Gssejt (ZsirszOvetben is)

» HSC ~hematopoetikus Gssejt



» ESC ~endotelialis ssejt
» de minden szervben vannak

» Embrionalis 6ssejtek Embrional Stem Cell

Bioreaktorok

A 3D-s szOvettenyésztés soran fontos :
> A) a megfelel6 aramlas kivitelezése, ha ez nem megfeleld: apoptdzis, nekrozis
» B) a nagy mennyiség( sejt/ szbvet létrehozasa

A megoldas: kevertetett tenyészetek, bioreaktorok

Szovetnyomtatas: bioprinting

A tintasugaras nyomtaté elvén mikodik. Lényege hogy az egyik injektorban sejtszuszpenziét,
bio-tintat” ~bioink (sejt aggregatumok, un. spheroidok) egy masikban pedig az ezek
megtartasahoz sziikséges tapanyag dus gélt/médiumot —ezt kés6bb eltavolitjak- adagolja egy
hidro-gél alapu vazra. A sejtgdmbdk késébb fuziondlnak, szovetté allnak dssze.

Erek létrehozasara.

Draga megoldas -> moralis problémak

Komplexebb szervek elGallitdsa jelent6s nehézségekbe litkozik: az egymds mellé nyomtatott
sejteknek szovetként kell viselkedniiik -> komplex probléma

A feltaldlé: Forgach Gabor Missouri Egyetem



Felhaszndlt irodalom
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» http://www.chemotaxis.usn.hu

» http://micro.magnet.fsu.edu

» http://ccaoscience.wordpress.com/

» http://www.corning.com/index.aspx

> Sejttenyésztés Dr. Schlammadinger J6zsef DE OEC AOK Humangenetikai Tanszék

» http://www.invitrogen.com

» http://web.engr.oregonstate.edu

» http://csls-text.c.u-tokyo.ac.jp/active/11 04.html

» Embrionalis Gssejtek és Gssejt-vonalak Gocza Elen PhD, Magyar tudomdny, 2004/3 285. o.
» Onkopatoldgia Jakab Csaba 2010

» http://www.biolcell.org/boc/084/0187/boc0840187.pdf

» Turdni M; Balogh E; Kirdly G; Kiterjesztett time-lapse imaging rendszer a citotoxikoldgiaban.

» http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/index.html

Az érdeklédSknek ajanljuk az http://etox.eu/index.php/hu/sejtkulturak oldalon megosztott videdk
megnézését.
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