SEJTKULTURAK ES PREPARATIV TECHNIKAK
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BEVEZETES

* Sejthiologiai alapismeretek: az emlos sejtekrdl altalanossagban,
»  Sejtalkotok

* A sejttenyésztés torténeti attekintése

Allati sejtek
,;omnis cellula e cellula” Rudolf Virchow 1855

[=] ,,omnis cellula e cellula” 4j sejtek csak mar meglévo sejtekbdl keletkezhetnek

[=] Az eukaridta sejtekben membrannal hatarolt sejtorganellunok talalhatok.

[=] A sejtszervecskék a sejtplazmaban helyezkednek el.

=] A kiilonb6zo szoveteket az adott funkcid elvégzésére specializalodott sejtek épitik fel.
Sejtorganellumok:

=] Membranokkal hatarolt sejtszervecskék amelyek meghatarozott funkciokat végeznek
el a sejtben.

= Sejtmag

[l A sejtmag matrixaban talalhato a bazofil festddést mutato
kromatindllomany laza szerkezet(i: eukromatin, tomorodott, erésen
festodo: heterokromatin

2] Magvacska: basofil festodésti RNS-t tartalmaz, a riboszoémaképzodés
kozpontja

[=] A sejtmagot boritd6 maghartya kettds membranbol all, melyek kozott
20-40 nm széles perinuklearis tér foglal helyet.

A sejtciklus, és sejtosztodas:

o Gl fazis: Az mRNS-ek, tRNS-ek, a DNS megkettéz6déséhez sziikséges fehérjék
(riboszémak, enzimek), €s a centriolumok szintézise. Restrikcios (R) pont. Check
point.

S fazis: a DNS megkett6zddésének szakasza.

G2 fazis: fehérje- és mRNS szintézis. A mit6zishoz sziikséges fehérjék
szintézise.

M fazis: a sejtek osztodasi szakasza, kromoszomak a sejtmagban

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



©)

A sejtciklus szabalyozo molekuldi:

A legfontosabb szabalyozémolekulak a G1 és mitozisos ciklinek, és a
ciklinekkel komplexet alkoto ciklin dependens kinazok.

A sejtciklus vizsgalatahoz a sejtek tenyészetben torténd fenntartasa jo
lehetdséget biztosit.

Az 0szt6do6 sejtpopulaciokban mitdzisok €s interfazisok valtjak egymast ezek,
a folyamatok alkotjak a sejtek é€letciklusat, a sejtciklust.

A metafazisos kromatinszerkezet kialakuléasa:

Az interfazisban 1év0 sejtek kromatin kondenzalodasat a folyamat soran megjelend
intermediereken keresztiil tudjuk vizsgélni

A kromatin szerkezetek kialakuldsanak kezdeti Iépése a nukleoszémak (a DNS
ratekeredése a hisztonmolekulakra) 1étrejotte.

Eukromatin: aktiv DNS- régiokat tartalmazo lazabb szerkezetii kondenzacios forma. (a
mag kozépso teriiletén talalhatod, R-savozottsagot mutat)

Heterokromatin: kondenzaltabb késon replikalodo, kifejezddésre nem keriild forma. (a
magban periférialis elhelyezkedésti G- és Q-sadvozottsagot mutatd rész)

®=  Endoplazmatikus retikulum DER, SER

=1 A kiils6 maghartya kozvetlen kapcsolatban van az endoplazmatikus
retikulum membranjaval, felszinén riboszomak figyelhetdk meg:

=] Durva felszinli ER (fehérjeszintézis) ciszernakbol all, bazofil festédési

[=] Sima felszinli ER (lipidszintézis) elagazo és tjra egyesiilé tubulusok

®  Golgi apparatus
] A sejtmag kozelében helyezkedik el

[=] Kisebb elkiiloniil6 alegységei a diktioszomak. Falukat membran
hatérolja, benniik enzimek vannak, melyek az ER-bdl érkezd fehérjék
modositasat végzik.

[=] Szerepet kapnak a fehérjék szallitasaban is (transz-ciszternak)

®  [izoszOma



=] A Golg-apparatus kornyékén talalhato szervecskék
[2] Membran hatarolja, a bels6 része szemcsézett
[=] Savas pH-n miikk6d6 hidrolitikus enzimeket tartalmaz

[=] A sejt szerves molekulainak bontasat végzi

B Peroxiszoma

[2] Membrannal hatarolt szemcsés szerkezet(i, néha kristalyt tartalmazo
szervecske

2] Enzimei az oxidativ folyamatokat katalizalnak pl.: peroxidaz, katalaz

= Mitokondrium

[=] Két membran hatarolja. A belsé terét a belsé membran leftizodései
noveli meg, a belso terét szemesés matrix tolti ki.

2] A mitikondrium miikodése soran a ADP + Pi->ATP szabadul fel (e-
transzportlanc, p+ pumpa)

m  Citoszkeleton

[=] A sejtet tamasztd és a sejt alakjat biztosito fonalszer(i fehérjehaldzatot
sejtvaznak nevezziik. Ezt a halozatot mikrotubulusok, intermedier
filamentumok ill. mikrofilamentumok épitik fel.

[=] Fontos szerepe van a sejten beliili aktiv mozgasok 1étrejottében, és a
sejt mozgasaban is.

Sejthalal:
Az apoptozis és a nekrozis morfoldgidja

Apoptozis:

Programozott sejthalal, ami kiilsé (extracellularis) vagy belsé (intracelluléris) szignalok
altal kovetkezik be. Kivaltoi: az ,,0ngyilkos szignalok megjelenése, ill. a ,,t1él6”’szignalok
hidnya. Ezer vagas altal bekovetkezd sejthalal az 6rokitd anyag hasitasat kaszpaz enzimek
végzik.



Fiziolégias folyamat fontos az egyedfejlodés soran a mind a névényi, mind az allati
szovetek differencidlodasanak az alapja.

Patologias folyamatokban is megjelenik (pl.: virusfert6zések) vagy ha a sejt élete soran
olyan hiba kovetkezik be, amit az nem tud kijavitani.

Aktiv, energiat igénylo folyamat, amely soran a sejt térfogata csokken, a sejtalkotok
feldarabolodnak, membranlefiiz6dések keletkeznek -> blebbing, majd apoptotikus testek
keletkeznek. Ezeket a fagocitak takaritjak el (nincs gyulladas).

[=] A sejtelhalas legjobban jellemzett tipusa.
2] Egyedfejlodés soran meghatarozott helyen és idében bekovetkez6 sejtpusztulas.

[=] Aktiv (azaz energiaigényes), viszonylag gyors és ,,csendes,”’gyulladasmentes
folyamat.

Nekroézis:

A sejtelhalas passziv (nem energiaigényes) patologias formdja. A emésztd enzimek
termelddése és a fehérjék denaturalddasa inditja be a folyamatot, aminek
kovetkezményeképp a sejt mérete nd, a sejtmembran felszakad €s a sejt tartalma a
kornyez6 szovetbe kertil (gyulladéast okozhat).

[=2] Lehet programozott esemény &s folyamat is.
[=] Kivaltoi lehetnek bizonyos specifikus membranreceptorokhoz kotddo ligandok.

[1 Genetikailag, epigenetikailag és gyogyszeresen is lehet szabalyozni.
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A sejttenyésztés torténeti attekintése

Sejttenyésztés: diszpergalt sejtek fenntartasa in vitro koriilmények kozott. Az in vitro
kifejezés eredetileg azt jelenti, hogy ,,livegben” (livegedényben, lombikban), mai tudomanyos
jelentése viszont az, hogy nem az é161ényben (in vivo), hanem laboratériumi koriilmények
kozott a kiilsd hatasokat kontrollalva miikodtetnek valamilyen folyamatot.

MERFOLDKOVEK A SEJITTENYESZES TORTENETEBEN

[=] Sydney Ringer

A 19. szazadi fiziologus. K*, Ca?*, Mg?* és CI” ionokat tartalmazd izoténias sooldatban
szervezeten kiviil életben tartotta a béka izolalt szivét. (Ringer-oldat)

=21 Wilhelm Roux

1885: Roux a német zooldgus, csirkeembriokkal (tojasokkal) foglalkozott. A csirkeembrid
medullaris lemezét eltdvolitas utdn néhany napig €letben tudta tartani meleg sdoldatban.
Fontos eredményt ért el a sejttenyésztési technikak fejlddésében, €s a szovettenyésztés
alapjainak kidolgozasaban. A nevéhez ko6tddik a Roux-flaska (Ross Granville Harrison és
Paul Alfred Weiss).

[*] Ross Granville Harrison




1907. Sikeresen tenyésztett béka idegsejteket nyirok folyadékban és ezzel megtette az
elsd Iépést az dssejtek kutatdsok iranyaba. Nobel-dijat kapott munkéjaért.

=] Montrose Burrows

1910. Burrows segitségével Alexis Carrel az embrionalis és feln6tt szoveteket is tenyésztett,
pl.: kutyabol, csirkébdl, patkanybol. Tenyésztokozeg: a frissen gylijtott plazma ugyanabbol a
forrasbol szarmazik, mint a szovet. Sikeresen hasznalta ezt a "plazma médiat" a csirke,
patkany, kutya és human tumorok sejtkulturaira (Carrel, A. and Burrow, M. T. (1911)
Cultivation of tissues in vitro and its technique. J. Exp. Med. 13:387-396..)

[=1 Alexis Carrel

1923-ban 6 fejlesztette ki az elsé sejttenyészté edényt. Ezek az ugynevezett D-

palackok . Ezekkel az 0j edényekkel lehet6vé valt, a nagyobb mennyiségli médium
hasznalata, mint egy fliggé csepp kultiranal. Ennek eredményeként, az Gij lombik kultaraknak
konnyti volt a fenntartasa, és hetekig életképesek voltak.

[x] Charles A. Lindbergh:

Lindbergh szivattya szervkultirakhoz: A leghiresebb taldlmanya , egy
tivegkamra melyet sikeresen alkalmazott csaknem 900 kisérletben (életben tartotta a
szerveket, megoldotta a médium keringetését)

Lindbergh kifejlesztett egy egyszeri, sejtkultira perfuzids kamrat is.

=1 1967: Van Wezel:
A mikrokarrieres sejttenyésztés kidolgozasa, a sejtek tenyésztése aprd hordozé szemcesék

feliiletén

2] 1970: Rekombinans DNS technika alkalmazéasa a mikroorganizmusokon kiviil allati
sejteknél is. Sikeriilt egy vektorral DNS-t bevinni és expresszaltatni allati sejtbe.

un. hibridémat tudott 1étrehozni, mellyel immunfehérjéket lehetett gyartani.

Hasznalt (tap) kozegek:

Kiilonféle sooldatok, ascites folyadék, embrid/kivonat, vérplazma.

[2] 1907-1910. Ross Granville Harrison. A szovettenyésztés technikai alapjainak
megteremtése.

[=] 1911. Alexis Carrel (¢s munkatarsai).



> Sebészeti technikak bevezetése (asepsis, antisepsis), megfeleld tapkozegek
keresése, alkalmas edényzet kifejlesztése. (Pl. Carrel flaska.)

» ,.Barmilyen szovet, akarmennyi ideig fenntarthat6 in vitro, megfeleld
subcultivatios technikaval.”

[=] (Csirkeembrio szivébol késziilt explantatumbdl inditott tenyészetet 32
évig sikeriilt folyamatosa in vitro fenntartani, mikor is lezartak a
kisérletet. Ezt az eredményt sokan vitatjak.)

[=] 1940. Szintetikus tapkozegek (medium) kifejlesztésének korszaka.
[=] 1952. Moscona. Szovetek trypsin emésztése P tényleges sejttenyésztés.

Osszefoglalva a fébb technikai eredményeket:

X/
*

% 1907 Harrison el6szor hozott 1étre sejtkulturat

*

1950-es évek: Earl, Eagle szérum tartalm médium

*

1980-as évek:

¢ szérummentes médium,
% perfluzids kultira,

% gén amplifikacios eljarasok

e

*

1990-es évek: irdnyitott szovettenyésztés €és regeneracio

A SEJTKULTURAK

o A sejtkulurdk tipusai: szuszpenzios, és adherens sejtek sajdtossagai.

*  Fovedi sejtek morfologidja, etologiaja

A sejtek sejtkultiirdban torténd tenyésztésének elOnyei:

o [ ehetOséget nyujt a killonbozo sejtfajtdk egymastol szeparaltan torténd tenyésztésére.

o Kisérleti korilménvek kontrollalasa konnyebben megoldhatd, mint intakt

organizmusok esetén.




® A sejt sajat tulajdonsagai szabadon vizsgalhatok, mivel a mas sejttipusokkal valo

kolcsOnhatasok nem érvénvyesiilnek

® Sejtkultara (Cell Culture)

Sejtek tenyészete in vitro. A sejteket ez esetben 6nallo egységeknek, individuumoknak
tekintjiik. A tenyésztésiiket, fenntartasukat pedig kutatasi, ipari célokra meghatarozott
mennyiségben és mindségben jol definialt és kontrollalt in vitro koriillmények kozott
valositjuk meg. A sejttenyészeteket 1étrehozhatjuk adott szovetek diszpergalt sejtjeibodl,
vagy meghatarozott sejttérzsekbdl stb. a sejttenyészetek kozos jellemzdje hogy nincs
szovetté szervezddés. (3D-s novekedés lehet)

® Szovetkultara (Tissue Culture)

Szovetfragmentumok fenntartasa in vitro, akar a szovet eredeti szerkezetének fenntartasa
nélkiil.

® Szervkultara (Organ Culture)
Szovetek, teljes szerv vagy szerv egy darabjanak fenntartasa v. szaporitasa in vitro
Lehetdsége van differencialodni és megorzi szerkezetét, funkcigjat.
e Tissue enigneering:

Mira mar 6nall6 tudomény, eredetileg a biologia (bioldgiai anyagtudomany) €s a mérnoki
tudomanyok hatértertilete volt. A tissue engineering f6 célja a valamely okbdl bekdvetkez6 a
olyan szovethiany megsziintetése (regeneralasa, ujraeldallitasa) melyet szervezet természetes
modon nem tud pétolni (betegségekbdl balesetekbdl szarmazd szovethiany). Ezt a kiilonféle
sejttenyésztd, szovettenyésztd technikak, bioldgiai, biokémiai faktorok, anyagok
alkalmazésaval valdsitja meg.

Ossze a haromdimenzids szovettenyésztés révén. (A két dimenzidban torténd szovettenyésztés
nem alkalmas ez 0sszetett szovetek 1étrehozasara.)
Jellemzo ,,eszkoze”:

Scaffold: specialis vaz a szovettenyésztéshez.

Olyan specialis polimerek természetes vagy szintetikus anyagok (polipeptidek,
poliszacharidok stb.) melyek allvanyzatként szolgalnak a haromdimenzids
szovettenyésztéshez pl.: porcszovet, csontszdvet borszovet (haromféle sejt)
tenyésztése, de véredények is Iétrehozhatok igy, ill sziv regeneracioja is megoldhato.



Tobb kritériumnak meg kell felelnie egy jol hasznalhaté scaffoldnak:

v Nem valthat ki immunreakciot (host vs. graft jelenség csokkentése)

v’ A feliilettel szembeni elvarasok: ECM és a sejtek konnyen kapcsolodhassanak,
egyenletesen oszoljanak el a scaffold feliiletén (migracio). Legyen nagy a fajlagos
feltilet (polusok).

v' Atjarhatosag: Biztositsa a megfeleld tapanyagellatast anyagaramlast, (polusok)

v Biodegradalhatdsag : id6vel lebomlik a szervezetben. A lebomlassal a bioldgiai
anyagok fokozatos/ id6szakos felszabaduldsa is megoldhato.

Az adott szovet kialakitasahoz sziikséges sejtek:
» A tenyészteni kivant szovetre jellemz6 érett, differencialodott sejtek.
» Progenitor sejtek, koztes alakok az Gssejtek €s az érett sejtek kozott.
> Ossejtek: kétféle tipust Gssejt:
o Felnétt dssejt Adult Stem Cell pl.:
= csontveldi Ossejtek,
e MSC ~mezenhimalis Gssejt (Zsirszovetben is)
e HSC ~hematopoetikus dssejt
e ESC ~endotelialis dssejt
= de minden szervben vannak
o Embrionalis dssejtek Embrional Stem Cell
A 3D-s szovettenyésztés soran fontos:

A) megfelel6 aramlas kivitelezése, ha ez nem megfeleld: kifelé terjed6 apoptdzis, nekrdzis
kovetkezik be a tenyészet belsejében.

B) nagy mennyiségi sejt/ szovet 1étrehozasa sziikséges egy-egy Uj szovet/szerv
l1étrehozasahoz

A megoldas: kevertetett tenyészetek, bioreaktorok. Ezek olyan tenyésztési jeljarast
jelentenek melyek soran a fizioldgias kornyezetet a bioreaktorokon beliil gy szimulaljak,
hogy az a sejtek novekedését, és megfeleld differencialddasat segitse.

Fontos tovabba hogy a tenyésztett 2-, 3D-s sejtkultirank un. dinamikus kultura legyen. Ez
azt jelenti, hogy az oxigén-, és tapanyagellatas (csere) folyamatos és dinamikus legyen. A



statikus, nem aramlo folyadékban az oxigén diffuzio 100 um vastagsagig megoldhato, a
dinamikus (aramlo tapfolyadékban novesztett) 3D kulturak vastagsaga viszont ennek
tobbszorose is lehet, hiszen az anyagaramlas biztositva van. Egyes szdvettipusok
tenyésztése, és a késdbbi a funkcionak megfeleld mikddése szempontjabol fontosak a
sejteket éré mechanikai stimulusok is (pl.: porc,- csontszovet sejtjei szamara sziikséges, de
mas sejtekre nézve nem kedvezd) e miatt a bioreaktorokban az aramlas
kovetkezményeként fellépo nyirderdket a megfeleld szinten kell tartani.

Egy jo bioreaktor jellemz6i:

e cgyszerl Osszerakni, szétszedni
konnyt tisztitani

e biokompatibilis, v biologiailag inert anyagbdl van

e sterilezhetd

e kiilonbozoé miszerekkel kiegészithetd pl.: pH mérd, pumpa.
Fajtai:

o keverd: (Az aramlés biztositasa folyamatos keveréssel, a scaffoldok rogzitve
vannak a reaktortérben)

o forgd: (A scaffoldok szabadon, felfiiggesztés nélkiil lebegnek. A nyirderd
alacsonyabb a scaffoldok eloszldsa egyenletesebb)

e kompresszios: (Dinamikusan valtozé nyomoerd biztositja az aramlast)

e huzo-feszitd: (A nyirderd helyett huzoderd pl.: izom-, inszdvet)

e perflzios: (Atfolyds rendszerti, egyenletesebb anyag, és sejteloszlas pl.:
csontszovet)

Bioprintig: szovetnyomtatas
A feltalalo: Forgach Gabor, Missouri Egyetem

A tintasugaras nyomtat6 elvén miikodik. Lényege hogy az egyik injektorban sejt
szuszpenziot, bio-tintat” ~bioink (sejt aggregatumok, un. spheoidok) egy masikban pedig az
ezek megtartasahoz sziikséges tapanyag dis gélt/médiumot —ezt késobb eltavolitjak - adagolja
egy hidro-gél alapu vazra. A sejtgdmbok késobb fuzionalnak, szovetté allnak ssze. A
véredények esetében az aggregatumokat korkordsen ,,nyomtatjak” pontosan az el6z6 réteg
folé, igy a sejtek fuzidja sordn egy csé jon létre.

Ez a technologia az ipari felhasznalassal a mesterségesen létrehozott szovetek elterjedéséhez,
¢€s szovetek ipari méretli gyartasahoz vezethet.



A sejtkulurak tipusai:

A; Adherens (letapado) sejtek

A sejtek monolayert alkotnak, azaz egy rétegben kitapadnak a flaska aljara. A
tenyésztofeliilet szazalékos boritottsaga a konfluencia szint. Ezen sejtek tenyésztéséhez
specialis feliilet sziikséges. Az adherens sejtek hosszl tavu vizsgalati modszerekkel jol
vizsgalhatok (apoptdzis, nekrozis, osztodas, sejt-sejt interakciok) De az ilyen
sejttenyészetek fenntartdsa bonyolultabb a sejtek atoltasa sordn, passzalaskor a letapadas
megszlintetéséhez enzimes kezelés (tripszin) sziikséges. A tenyészet novekedését a
rendelkezésre allo tenyésztofeliilet limitélja.

Altaldban a tdmor szovetekbdl (bér, méj stb.) szarmazo sejtek
Az adherens sejtek sajatossagai
» Letapadasi fliggdség (kitapadasra alkalmas felszin sziikséges, integrin molekulak)

» Fokalis kontaktus (sejt novekedéséhez sziikséges kapcsolatok sejt-sejt, sejt-
kotészovet stb.)

» Kontakt gatlas (a rendelkezésre all6 szabad feliilet csokkenése gatlo hatast a
novekedésre)

Sejtkapcsold struktarak

® Kihorgonyzo kapcsolatok

®  Dezmoszoma (macula adherens): sejtek kozotti foltszerii kapcsolostruktira

®  Hemidezmoszoma: a sejteket a kornyez6 kotdszovethez kiilondsen lamina
basalis-hoz rogzit6 foltszeri szerkezet

®  Adherens junction: a hamsejtek oldalso feliiletén dvszertien korbefuto
szerkezet, mely szomszédos sejteket kapcsol Ossze

®  Fokalis kontaktus (adhézios plakk): a zonula adherens-hez hasonld, de a sejt—
kotszovet kapesolatban részt vevo szerkezet, mely a sejtek mozgasaban is
szerepet jatszik

® Mechanikai kapcsolostukturdk

Tight junction (= szoros illeszkedés): ovszerlien korbefutd szerkezet. Mechanikai
kapcsolat, barrier funkcio

® Kommunikacios kapcsolat




Gap junction ( = réskapcsolat): csatornakat képez a sejtek kozott. Anyagtranszport
(neurotranszporterek)

Migracid:

A sejtek mozgasanak kulcsfontossagu szerepe van a szovetek kialakulasaban,
differencialodéasaban, a szovetfunkciok normal fenntartasaban, ill. a kéros folyamatok
lefolyasaban.

A migraci6 1épései:
® A sejt a matrix anyagahoz horgonyzodik.

® A mozgas kezdeteként, a sejtadhézié csokken a mozgas iranyaval ellentétes oldalon,
€s a mozgas iranyaba sejtnyulvany iranyul.

® A nyulvany a matrix anyagahoz kapcsolodik, és a masik oldalon a sejt-matrix
kapcsolat megsziinik.

® Végiil, a hatso részbdl a citoplazma aramlik az eliils6 részbe, amely lehetévé teszi a
sejt elére mozgasat.

(@) Static state (b) Formation of a protrusion
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(¢) Adhesion of the protrusionand (d) Locomotion of the cell
detachment of
the posterior part of the cell
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Locomotion

B; Nem adherens (szuszpenzidt alkoto) sejtek

A sejtek lebegnek a tapfolyadékban. Altaldban az immun-, és a vérképzé rendszerbdl
szarmazo sejtek, illetve egyes rosszindulati tumor sejtek, melyek letapadva és
szuszpenzioban is nének.



Ezeknek a sejteknek nem sziikséges specialis tenyésztofeliilet a tenyésztés soran.

Egyszeriibb a passzalas - egy-egy tapfolyadék csere az atoltas is jelenti-, viabilitas
vizsgalat, de ha a ndvekedési mintat is vizsgaljuk naponta sejtszamolas sziikséges.

A tenyészet novekedését a sejtek koncentracidja limitalja.

A sejtek morfologiai tipusai

® Lymphoblast-szerii sejtek gomb alakuak, és altalaban szuszpenzidban nének.

® Fibroblastic (vagy fibroblast-szert) sejtek bipolaris vagy
tobbpolust, hosszikas alaku, letapadod sejtek.

® Epithelialis-szert sejtek poligonalis alaku, tobbdimenzids novekedési, letapado sejtek.

® Neuronok (idegsejtek) kiilonb6z6 méretii és alak sejtek, jellemz6 képletek a dendrit-
nyulvanyok.

SEJTTIPUSOK

>

>

>

>

OSSEJTEK:

Ossejtek sajatossdgai: ES-vonalak, hematopoetikus Sssejtek
Normal, nem tumoros sejtek sajatossagai
Tumoros sejtek sajatossagai (HeLa, Melanoma malignum Uvedlis melanoma)

Immortalizalt sejtek sajatossagai

» Differencialodasi képesség szerinti CSOportositas:

>

>
>
>

Totipotens (a megtermékenyitett petesejt)

Pluripotens (ekto- mezo- entoderma sejtjeivé differencialodhat -> embrionalis
dssejt)

Multipotens (ivarsejté nem, de mas szdoveti sejté differencidlodhat, csokkent
differencialodasi potencidl -> szdveti Ossejt)

Unipotens (megujul6 sejt, de csak egyféle sejté tud differencialdédni)

e Szarmazas szerint:

>

Embrionalis 6ssejt ESC (Embryonic Stem Cell)



* Olyan pluriptens sejtek melyeknek utddsejtjei is pluripotensek
maradnak.

* Konnyen differencialodnak a teny€sztés soran.
* Az ES-sejteket szamos kutatasi teriileten felhasznaljak:
o kimérak létrehozasa
o génmodosiras,
o transzgénikus sejtek
Pluripotens embrionalis 6ssejt-vonalakat jellemzd sajatsagok osszefoglalasa

*  Holyagcsira allapoti embrid embridcsomdjabol szarmaznak, és
képesek folyamatosan osztodni anélkiil, hogy differencidlodnanak.

Stabil, diploid kromoszdémakészlettel rendelkeznek.

* Mindhdrom csiralemez sejtje 1étrejohet beldliik in vitro differencialodas
soran.

*  Képesek beépiilni holyagcesira allapotii embrid embridcsomojaba, ott
tovabb osztodnak, differencidlédnak, bekapcsolodnak az embrionalis
fejlodés mentébe. Kiméra embriot, kiméra allatot képesek 1étrehozni,
ill. az utodsejtek képesek bekertilni a kiméra allat ivarsejtjei kozé is,
beépiilve a csirasejt-vonalba him, illetve ndi ivarsejteket képesek
létrehozni.

» "Klonozhato", ami ebben az estben azt jelenti, hogy egyetlen ES
sejtbdl kiindulva Iétre lehet hozni genetikailag azonos sejtek halmazat,
ujabb ES sejttenyészeteket.

* A sejtek nagyrészt a sejtciklus S fazisdban tartozkodnak, nem
sziikséges kiilon kiils6 inicializacid ahhoz, hogy a DNS replikéacioja
megtorténjen, de kiilsé faktorok hozzdadéasaval is befolyéasolni lehet a
sejtek osztodasat, és indukalni lehet differencidlodasukat is.

* Az ES sejtekben nem figyelhetd meg X-kromoszoma inaktivacio.

» Foetalis 6ssejt
» Koldokvérbol szarmazd Gssejt

» Szomatikus 6ssejt (HSC>MSC)



* A kiilonb6z6 szovetekben kis menyiségben jelenlévé multipotens
sejtek.

* MSC = mezenchymal stem cell Elsédlegesen a human csontvel6bdl, de
koldokzsinorveérbdl,(-> indukalt pluripotencia (iPSCs)) méjbol-
zsirszOovetbol szarmazo6 fibroblaszt jellegii dssejtek az un.
mezenhymalis dssejtek

* Haematopoetikus 6ssejt (HSC)
* Feladatuk a vérsejtek utanpotlasa

* A felndtt szervezetbdl szarmazd sejtek kiillonboznek a
koldokzsinorvérbdl szarmazo sejtektdl itt tobb az éretlen sejt=
nagyobb osztodasi kapacitas

* Haematopoetikus 6ssejtek (HSCk) tipusai:

* Hosszl életit HSC (LT-HSC)-> Rovid élettt HCS (ST-
HSC)->multipotens progenitor sejtek (MPC vagy
MAPC vagy MSC).

*  MSC sejtek: kisebb szamban vannak jelen, ekto-, endo-,
¢s mesodermalis sejtekkeé is alakulhatnak

* Nem haematopoetikus Ossejt
NORMAL SZOVETI SEJTEK

® Véges élettartamu sejtek, azaz a tenyésztés soran a passzalasok szama véges (40-50
atoltas).

® Szovettdl fiiggo sejttipus.

® Sejtkultarat a szoveti sejt izolalasaval indithatunk = primer kultara
® A sejtek kozvetlentil egy szovetdarabbol szarmaznak
® El6szor 1907-ben alkalmaztak

@ Altalaban limitalt passzalast élnek meg (kivéve a tumorbol szarmazo primerek)

Telomerek szerepe a sejtek €letében

* A sejtek élettartaménak egyik meghatarozo tényezdje a kromoszémak végein talalhato
specialis szakaszok, az igynevezett telomerak (telomerek) hossza.



* A telomerek szintéziséért a telomeraz enzim a felel6s. Normal esetben ez az enzim
olyan alacsony aktivitasu, hogy osztdédaskor ez a szakasz megrovidiil.

A telomer-sapkak eltlinése az apoptozist valtja ki (ha nincs telomer szakasz, a fontoa
informaciokat tartalmazo DNS karosodik és e mellett a kromoszoma végek Osszetapadnak, a
1étrejovo sejt eletképtelenné valik)

TUMOROS SEJTEK

e A daganatokban genetikailag modosult sejtklonok olyan sejtek populacioit
hozzak létre, amelyekre a kontrollalatlan novekedés jellemzo.

® Tobb daganattipusban a sejtciklus szabalyz6 mechanizmuséanak sériilése, vagy
hianya mutathato ki.

Majdnem minden daganattipusnal a sejtosztodas zavara a G1 fazisban végbemend szabalyzo
folyamatok zavardval hozhat6 6sszefiiggésbe.

Daganatos sejtek—> cellularis okok
® Két géncsalad aktivitasaban van altalaban abnormalitas:
- Protoonkogén -mutacio—=> onkogén: fukcionyerést okozo mutacié. Dominans

- pl.: Ras: az onkogén egy pontmutacio hatasara hiperaktivva valik, mitotikus
szignalt kdzvetit, és rendellenes osztédasokat okoz (Ras — MAP/ERK kinéz
kaszkad — ciklin D tultermelés)

- Szupresszor gének —mutacio—> tumorszuppresszor gének: (Rb, p16): géntermékeik
gatoljak az onkogéneket. Altalaban funkciovesztéssel jaré mutaciok. Recessziv.

- Rb: (6rokletes/nem orokletes) restrikcios pont gatlasa, mitogén stimulacioig.
- pl6 gén muticidja gyakori daganatos sejtekben.

@ Stabilitas gének: a DNS-hibajavitasi rendszer tagjai

HeLa (Henrietta Lacks méhnyakrak sejtjei)
* A HeLa sejtvonal az els6, Petri-csészében nevelt halhatatlan emberi sejtvonal.

* A HelLa sejtvonal 6rok életét a telomerdz enzim egy kiilonds aktiv fajanak koszonheti,
ami megakadalyozza, hogy a kromoszdmak sejtosztddas soran rovidiiljenek



IMMORTALIZALT SEJTEK

® Az immortalizalt sejtvonalak korlatlan szamu sejtosztodasra képesek, de valtozhatnak,
pl.: mutacidk soran

® Az immortalizalt sejteket vagy sejtvonalakat nagyszamu osztodas és nagy sejttomeg
jellemzi. Elvarasként tekintetd a primer sejtekhez hasonld genotipus illetve fenotipus.

Immortalizaldshoz hasznalhat6 technikdk:
v’ Virus génszakasz beépitése a genomba
v' Telomeraz reverz transzkriptaz (TERT) protein expresszioja Pl.: human sejtek.

v Ras vagy Myc overexpresszidja is hatasos immortalizacios mechanizmus egyes
sejttipusokban.

v Altalaban virusgénekkel inaktivaljak a megfertzott sejt tumor szupresszor génjeit
(p53, Rb, stb.) kézvetlen immortizald hatast érnek el.

Pl.: HaCaT, De barmely szoveti (tumoros) sejt immortalizalhato.

SEJTKULTURA TiPUSOK

e Primer sejtkultura.
o Szekunder sejtkultira.
e Sejtvonal.

o Sejttorzs.

A sejttenyészetek ..kor” szerint

Primer sejtkultara (Az izolalt sejtek 6sszessége)—> Szekunder sejtkultira (mar csak a
tenyészteni kivant sejteket tartalmazza)—> Immortalizdlas, v tumor sejtek >Sejtvonal
- Sejttorzs

Primer sejtkultiura

A sejtek kozvetleniil egy szovetdarabbol szarmaznak, igy megdrzik a szovet sejtjeire jellemzd
morfologiai és biokémiai sajatossagokat.

El6szor 1907-ben alkalmaztak

Altaldban limitalt passzalast élnek meg (kivéve a tumorbol szarmazé primerek)



Primer izolalasi protokoll

e Az izoladlando sejteket tartalmazo szovetet steril koriilmények kozott eltavolitjuk, és
apritjuk

o A szovetfajtatol figgden kiilonbozd enzimeket hasznalva kinyerjiik a sejteket

e A megmaradt szovetrészeket steril gézen atsziirve tavolitjuk el

o A sejteket centrifugaljuk, életképességet néziink

e Tenyésztdedénybe helyezziik 6ket, médiumot adunk hozzajuk.

Szekunder sejtkultara

Minden sejttenyészet primer kultaraként kezdi palyafutasat. Sok esetben a Kinyert sejtek
megfelelnek a tenyésztés kritériumainak, maskor szelektalni kell a kivanatos sejteket. A
szelektalas legegyszeriibb modja a tapfolyadék cseréje (letapado sejtek esetén), mas esetben
kiilonboz6 supplement-ek hozzaadasa sziikséges pl.: geneticin.

Az els6 passzalas (szub/kultivacid) utan az in vitro tenyészet sejtjeit mar a szekunder kultura
megjelolés illeti. Szokas ettdl az atoltastol kezdve sejtvonalrdl beszElni.

Fibroblasztosodas

A fibroblaszt sejteknek a tobbi szoveti sejthez képest igen nagy poliferacios képessége
van (elfibroblasztosodas) Ez szamunkra nem jo hir, mert a kivant sejtféleség helyet
fibroblaszt sejtek fognak néni. Elkeriilése pl.: geneticin.

Kritériumok a sejtvonal elnevezéshez

A sejtvonal: altaldban egy adott primer kultrara visszavezethetd, jol tenyészthetd (ennek
megfelelden az esetek tobbségében transzformaltnak tekinthetd) sejtek csoportja, és itt a
ko6zos 6sbdl eredés meghatarozd. Az un. ,.established cell line” tartosan azonosnak tekinthetd
onmagaval, de ez a kitétel erds fenntartassal fogadand6 (6regedés > mutacio). A sejtvonalak
irodalmilag azonosithatok,=> ha magunk allitunk eld ilyet, igen részletes leirast kell adnunk
rola, és azt szakirodalmi kézleményben szerepeltetniink is kell.

Véges (finite cell line) és folytonos (continous cell line) sejtvonalak:

A normal sejtek véges osztodast €lnek meg, mieldtt elvesztik a proliferacios képességiiket,
azaz eloregednek e sejtekbdl 1étrehozott sejtvonalakat nevezziik Finite cell line-nak, vagyis
véges sejtvonalnak. Ezeknél a sejteknél fontos informacio a ,,p-szdm” azaz a passzalasok
szama.

Sok sejtvonalnal a spontdn mdédon bekovetkezd, vagy mesterségesen kivitelezett (kémiailag
vagy virus altal indukalt) transzformécioval a sejtek ,,halhatatlanna” tehetok —



immortalizalhatok az ilyen sejtvonalakat continous cell line-nak, vagy folytonos sejtvonalnak
nevezzik.

Transzformacié immortalizacid

Transzformacio: Valamilyen —nem azonositott — kémiai agens, virusfertézés stb.
kovetkezménye is, és lehet szandékosan eldidézett (pl. fertézés Epstein/Barr virussal).

Bekovetkezhet spontan is, amit kifejezetten el0segit, ha a tenyészetet tobbszor is
konfluenssé hagytdk noni —adherens sejtek esetén.

Immortalizacio: Ez azt jelenti, hogy a sejtek immar korlatlan ideig tenyészthetdk in vitro. De
ezen transzformalt sejteknek megvaltozik a genomja, ami a kariotipusukban is
megnyilvanul>aberralt sejtek

Sejttorzs

A sejttorzs megnevezés valamennyire rokon a sejtvonallal, altaldban ebbdl is szarmazik
(ritkan primer kultirabdl), valamilyen szelekcios vagy klonozasi eljaras eredményeként jon
1étre. Ennek megfelelden ez névleg még inkabb azonos 6nmagaval és az eredeteként szerepld
sejtpopulacioval. Névleg, mivel méar nem ugyan azok a tulajdonsagai, mint a primer sejteknek
(transzformaci6, aberracié spontan szelekcid)

Novekedés

Ha a sejtekkel kapcsolatban a novekedésrdl esik sz6 nem az egyes sejtek ndvekedését, hanem
a teljes sejtkultira novekedését értjiik. A sejtek ndvekedését tobb tényezdvel tudjuk
befolyasolni, a legegyszeriibben a kezdd sejtszammal (nagy kiindulési sejtszam=gyorsabb
novekedés)

Elo- és Osszsejtszam valtozasa a tenyészetben

A sejtek novekedési fazisai:
% Lag Fézis: Altalaban 1-2 nap kismértéki a sejtszam novekedés: a sejtek
alkalmazkodnak az 0j koriilményekhez (sejten beliil zajlo folyamatok).

% Log fazis: Exponencialis mértékii sejtszam novekedés, a tapanyag fiiggvényében.

e

% Plateau fazis: Egyensulyi allapot jon 1étre kozel annyi sejt keletkezik, mit amennyi
elpusztul.



Iranyelvek a biztonsagos laboratériumi gyakorlathoz
Utmutato6

&R Mindig viseljen megfelel6 egyéni véddeszkozoket. Valtson kesztyiit, és dobja ki a
hasznaltat, ha az més laboratoriumi vizsgalat soran szennyezett lett.

&® Mosson kezet munka utan, és a laboratorium elhagyasa elott is a fertézésveszély
miatt.

&® Nem szabad enni, inni, dohanyozni, kontaktlencsét és kozmetikumokat viselni, és
emberi fogyasztasra szant élelmiszereket tarolni a laboratoriumban.

® Kovesse az intézményi szabalyzatban foglaltakat a vago, sziré eszkozok biztonsagos
kezelését illetoleg. (tiik, szikék, pipettak és torott iiveg).

o Ugyeljen arra, hogy minimélisra csokkentsék az aeroszolok és / vagy froccsend
anyagok létrehozasat a kisérletek alatt, és ha valami kiomlik vagy lecsoppen,
azonnal torolje fel, és fertdtlenitse le mivel ezen anyagok a potencidlisan fertézonek
mindsiilnek. Rutinszeriien kell tisztitani a laboratoériumi berendezéseket, akkor is, ha
nem szennyezettek.

® Fertdtlenitse az 0sszes fertdzésveszélyes anyagot annak artalmatlanitasa eldtt.

R Jelentse a megfelel6 személyzetnek (pl. laboratoriumi feliigyeld, biztonsagi tiszt),
minden olyan eseményt, amelyek eredményeként a fert6zésveszély kovetkezik be.

A biologiai biztonsagrol mikrobiologiai és orvosi laboratoriumokban (BMBL)

&R Center of Disease Controll and Preservation és a National Institutes of Health az
egészségiigyi, valamint a kdrnyezetvédelmi biobiztonsagi szabalyokat rendszeresen
kozzéteszi és aktualizalja a kiilonbozé nemzetkozi lapokban: biologiai biztonsagrol
mikrobiologiai és orvosi laboratoriumok (BMBL) €s az elsodleges elszigetelésérol a
biologiai veszélyeknek: a kivalasztas, a telepités és a hasznalat a biologiai biztonsag
szempontjabol.

R Ezek a kiadvanyok az 5. és 3. kiadasban kozlik a nemzeti irdnyelveket, €s eldsegitik a
biztonsagos koriilményeket és a munkavallalok egészségének megdvasat a biologiai és
orvosi laboratériumokban.

&® Mindkét kiadvany letolthetd elektronikus forméaban.

® Tovabbi nyomtatvanyok is rendelkezésre allnak: a biologiai biztonsag intézményi
betartasat segitve:

3 bioldgiai kockazatértékelési sablon,

3 egy testre szabhato sablon, a laboratoriumi és egészségiligyi dolgozok
figyelmeztetése potencialis kockazatokra.



&R A biolodgiai laborok biztonsagtechnikai szintjei

R  Mikrobioldgiai és bioldgiai biztonsagrol az orvosbiologiai laboratoriumokban C.
dokumentum tartalmazza azon iranyelveket és itmutatasokat melyek a biztonsagos
munkavégzéshez sziikségesek. A kiadvanyt a Centers for Disease Control and
Preservation (CDC) és a National Institues of Health (NIH) készitette. A
dokumentum meghatarozza a négy emelkedd szintii elszigetelést, - a tovabbiakban a
biolégiai biztonsagi szintet-, ¢s leirja a mikrobioldgiai gyakorlatot, a biztonsagi
berendezéseket 1étesitményben €s az alkalmas védelmet a kockazati szinteknek
megfelelden.

Biosafety Level 1 (BSL-1)

®,

% BSL-1 az alap szintii védelmet biztositd, a legtobb kutato és a klinikai laboratorium,
kutatési teriilet: azon bioldgiai anyagok, amelyek nem okoznak betegséget a normalis,
egészséges embereknél.

Biosafety Level 2 (BSL-2)

% BSL-2 olyan kutatasok kivitelezésére alkalmas laboratoriumok, melyek mérsékelt
kockazata korokozok okozta emberi megbetegedések vizsgalatat végzik. Valtozd
sulyossagu betegségek okozoi: lenyeléssel vagy perkutan expozicidval vagy a
nyalkahartyan keresztiil bejutva a szervezetbe megbetegedést okoznak.

X/

% A legtobb sejtkultira laboratérium legyen legalabb BSL-2 szintii, de a pontos
kovetelmények fliggnek attol, hogy milyen sejtvonalat haszndlnak, illetve a végzett

munka tipusatol is.

Biosafety Level 3 (BSL-3)

% Olyan kutatasok végzésére alkalmas laboratoriumok ahol az az 6shonos és egzotikus
korokozokként ismert potencidlisan veszélyes, aeroszol forméjaban terjedve
jarvanyokat okoz6 mikrobdk vizsgalata folyik.

% Olyan bioldgiai mintak, amelyek stlyos és potencialisan halalos hatastak.

Biosafety Level 4 (BSL-4)

% Azon létesitmények ahol azok az egzotikus korokozokat tanulmanyozzak, melyek
nagy egyedi kockazatot jelentenek, az életet veszélyeztetd betegséget és jarvanyt
okoznak fert6z6 aeroszolként és elleniik semmilyen hatasos kezelés nem all
rendelkezésre. Ezek a bioldgiai mintdk amelyek kizardlag magas laboratoriumi
elszigetelést biztositva vizsgalhatok.

R Mikrobiologiai és bioldgiai biztonsdgrol Biomedical Laboratories (BMBL) 5th Edition




R 1V fejezet Alapelvek a laboratoriumi biologiai biztonsagrol

&® A BMBL 1V (1999) megjelenése ota jelentds fejlodés ment végbe a
biologiai biztonsag kidolgozasaban szigoritasaban végrehajtasaban. Oka a
2001-es Iépfene tamadasok az USA-ban.

3 Ebben a szakaszban a laboratdriumi biologiai biztonsag megtervezésére tett
ajanlasok szerepelnek.

3 Bioldgiai védelem (biosecurity) intézkedések (jogszabalyok politikai dontések
stb.) melyek célja foképp az ember altal véletleniil —baleset-, vagy szandékosan —
terrorizmus- kivaltott jarvanyok megelézése — a kozegészségligy, gazdasag és
kornyezeti karok elkertilése-

crcr

megsziintetésére tett [épéseket (hozzaférés korlatozasa a 1étesitményhez a
kutatasi anyagokhoz €s informéciokhoz.) a bioldgiai laboratoriumok
munkabiztonsagat jelenti.

©3 A biosafety és a biologiai biztonsagi programok alapja a kockazatbecslés,
eszkoziik a megfeleld szintl ellendrzés melyet képzett szakemberek végeznek.

&R Az ATCC (American Type Culture Collection) - a vilag
legnagyobb mikrobiologiai térzsgyiijteménye — a
mikroorganizmusok és a veliik kapcsolatos termékeket a kezelési
¢s szallitasi kovetelmények szerint négy biztonsagi szintbe —
biosafety level BSL- sorolja.

Mikrobioldgiai és bioldgiai biztonsagrol Biomedical Laboratories (BMBL) 5th edition

VIl - Munkahelyi Egészséovédelmi és immunoprofilaxis

™R

A cél az, hogy orvoslast tamogat6 szolgaltatasokkal egy orvosbioldgiai kutatasi
teriileten, eldsegitsék a biztonsagos és egészséges munkahely megteremtése. A
foglalkozasi egészseégiigyi és biztonsagi rendelkezések megalkotasaban k6zos
felelossége van az egészségiigyi szolgaltatoknak, a biztonsagi szakembereknek, a
vezetd kutatoknak, a munkaadoknak és a munkahelyi személyzetnek e kutatdsok
soran. Az optimalis munkavédelem fiigg a csoportok hatékony, folyamatos
egylittmiikodésétol.

Elso sorban feliigyelOk és biztonsagi szakemberek feladata azonositani a potencialis
munkahelyi egészségiigyi veszélyeket.

A munkavallalokat teljes kortien tajékoztatni kell az egészségiligyi kockazatokrol, és a
rendelkezésre all6 orvosi szolgaltatasokrol. Az orvosi tdmogatasokat a
kockazatértékelés alapjan a szolgaltatd hatarozza meg.



&R A munkavallalok szamara a megfelel6 immunizalést biztositani sziikséges. Rendszeres
vizsgalatok végzése az expozicioknak megfelelden kordaban tartva az esetleges
fert6zéseket a szolgaltato feladata.

WHO
Laboratory biosafety manual - Third Edition megjelenés: 2004

Laboratory Biorisk Management: Strategic Framework for Action 20122016 megjelenés:
2012

61/1999. (XII. 1.) EiiM rendelet
a biolégiai tényezok hatasanak kitett munkavallalok egészségének védelmérol

®R * A biologiai tényezok olyan a mikroorganizmusok, sejttenyészetek és emberi belsé
elosdiek, amelyek fertozest, allergiat vagy mérgezést okozhatnak. Megjelenési
formdjukat tekintve lehetnek baktériumok és hasonlo organizmusok, virusok, parazitdik
és gombak, amelyek egyes tevékenységeknél a munkavégzés soran sulyos kockdzatot
Jjelentenek a munkavallalok egészségére. Kiilondsen a kovetkezo tevékenységeknél kell
biologiai kockdzatokkal szamolni:”

* Vonatkozasi teriiletek:
& Elelmiszer-elallito létesitményekben végzett munkak
® Mezdgazdasagi munkak

&® Olyan munkatevékenységek, amelyek allatokkal, allatok tetemeivel, illetve allati
eredetii termékekkel valé érintkezéssel jarnak (pl. un. allati fehérje feldolgozas).

R Az egészségiigyi és szocialis ellatasban végzett munkak, beleértve az elkiilonito,
valamint a kérbonctani részlegeket.

® A klinikai, allatorvosi diagnosztikai laboratoriumokban végzett munkak.
® A hulladék megsemmisitd, artalmatlanito létesitményekben végzett munkak.

R A szennyviztisztitd berendezésekben, jarhatd szelvényii szennyvizelvezetdé miivekben
végzett munkak.

* Az 61/1999. (XII. 1.) EiiM rendelet a biologiai tényezdket a fertdzés kockazatdnak szintjétol
fiiggden négy csoportba sorolja:

R 1. csoport: az a biologiai tényezd, amely nem képes emberi megbetegedést okozni.

R 2. csoport: az a bioldgiai tényezo, amely képes emberi megbetegedést okozni, ezért
vesz€lyt jelenthet a munkavallalo szamara, de elterjedése az emberi k6zsségben nem
valoszinti, az éltala kivaltott betegség tobbnyire eredményesen megeldzhetd, vagy a
kezelése hatasos.



R 3. csoport: az a biologiai tényezd, amely stilyos emberi megbetegedést képes okozni,
ezért komoly veszélyt jelenthet a munkavallalo szdmara, szétterjedésének kockazata
az emberi kdzosségben fennallhat, de altalaban eredményesen megeldzhetd, vagy a
kezelése hatasos.

R 4. csoport: az a bioldgiai tényezd, amely sulyos emberi megbetegedést okoz, ezért
komoly veszélyt jelent a munkavallalo szdmara, az emberi kozdsségben vald
szétterjedésének nagy a kockazata, altalaban nem elézheté meg, vagy nem kezelhetd
hatésosan.

* Kockazatbecslés

&® A kockazatok ismerete a megel6zés alapja, ezért minden olyan tevékenységnél, amely
feltehetden biologiai tényezok kockazataval jar, a munkaltatonak meg kell hataroznia
a munkavallalokat ér6 expozicio jellegét, idotartamat €s - amennyiben lehetséges —
mértékeét.

cres

tevékenységnél a kockazatot minden jelen 1€v0 bioldgiai tényezdre meg kell becstilni.

&® A kockazatbecslés nem egyszeri aktus, hanem évente, tovabba minden olyan esetben
meg kell ismételni, amikor a kdriilmények megvaltozasa a munkavallalo biologiai

crer

A sejttenyésztés biztonsagi szempontjai
Fundamental Techniques in Cell Culture Laboratory Handbook-2nd Edition

R Mieldtt barmilyen tevékenységet kezdenénk kockazatértékelést kell végezniink. Ez az
értékelés ket elembdl all:

3 1, A kockazatok azonositasa és értékelése

o3 2, Iranyelvek kivalasztdsa melyekkel a kockazatok elkeriilhetdk,
minimalizalhatok

® Kockazati tényezok sejttenyésztésnél:

& Allati sejtkultiraknal a kockazat szintje fiigg a sejttipustol, a hasznalat modjatol, és
azon alapul, hogy a sejt veszélyes-e az emberre:

3 Alacsony kockazat- Nem ember/nem féemlds sejtvonalak és valamint jol
karakterizalt human sejtvonal.

3 Kozepes kockazat- gyengén karakterizalt emlds sejtvonalak.

3 Magas kockazat- primer sejtek emberi/féemlés szovetbdl vagy vérbol.
Sejtvonalak endogén korokozokkal (a pontos osztalyozas fiigg a korokozotol).
Sejtvonalak melyeken kisérleti fertézést hasznaltak (az osztalyozas fligg a
fert6zo agenstol).




©3 Referencia: Advisory Committee on Dangerous Pathogens (ACDP) iranyelvei.

SEJTTENYESZTESI ALAPISMERETEK I-11

Anyagok, eszkozok.

Steril munkavégzés.

Primer sejttenyészet inditasa. Sejtvonalak ,¢élete”
LTS rendszer: a sejtek megfigyelése

Anyagok, eszkdzok

Hasznalati eszk6zok, anyagok

Médium: Térolasa 4°C-on torténik. Ha tobbféle sejthez ugyan azt a tipusu tapfolyadékot
hasznaljuk, a keresztfertézések elkeriilése miatt szét kell osztani.

Tartalmazza a sejtek szdmara sziikséges tapanyagokat, ndvekedési faktorokat
Osszetétele, fajtaja a sejttipusokra specifikus:

O klasszikus tapfolyadék pl.: RPMI 1640, DMEM

U specialis tapfolyadék pl.: CHO Media

A tapfolyadék altalanos dsszetevdi

Séoldat: anorganikus sok ionjai (Na*, K", Ca?*, Mgz+, CI")
Gliik6z: energiaforras a sejtek szamara (anyageseréhez lipid, fehéreszintézishez)
Vitaminok

Esszencialis aminosavak: ezeket a gerincesek nem tudjak eléallitani pl.: lizin

Pufferrendszer: a pH fenntartasahoz sziikséges (HEPES vagy CO,/bikarbonat puffer)

Indikator: Fenol-voros: jelzi a pH-valtozasat (a sejtek anyageseretermékeinek hatasara
savas iranyba tolodik a pH)

A komplett média tartalmaz még utdlag hozzaadott:

crcr

foetalis —pl.: FCS, FBS —, vagy feln6tt szérummal egészitik ki a médiumot 5-20%-kal.

Antibiotikum, antimicotikum: opcionalis, a steril munkavégzési szabalyok betartasaval
nélkiilozhetd. Tarolas:-20°C

Szérum: Tarolas:-20°C Az egyik legfontosabb tapfolyadék- kiegészitonek tekinthetd. A
legtobb sejt szamara megfelel6 a felndtt 16,- és marha szérum, de vannak sejtek melyek



szamara foetalis borju szérum sziikséges. Bizonyos érzékeny human sejtekhez emberi
vérszérum sziikséges. A szérum lenne az idedlis tdpkozeg, de 5-10%-ban is elegendd a
tapfolyadékhoz adni, csak a nagyon érzékeny sejtek szamara sziikséges 20%-0S
szérumtartalom.

A Médium szinének megvaltozasa a pH valtozas miatt

® Sarga: savas (A sejtek taplalkozasa soran savas anyagcseretermékek
keletkeznek)

® Piros: semleges

@ Lila: lagos

Fiziologias (élettani) sdoldatok

A sejtekkel torténdé munkavégzés soran vannak olyan 1épések melyeknél nem jo, ha a sejteket
a médiumban tartjuk. Ilyenkor sziikséges egy olyan kdzeg mely fiziologias a sejtekre nézve. A
legegyszeriibb ilyen oldat a fiziologias natrium-klorid oldat (0,9 m/m %). Viszont a fiz sot
ritkan hasznaljuk, mivel rovid tulélést biztosit a sejtek szdmara, leginkabb olddszere a hasznat
vegyiileteknek (pl.: toxinok)

Altalaban tn. balanced salt solution-okat BSS hasznalunk. Ezek az oldatok osszetételiikben
fiziologiasak a sejtekre nézve a pH értékiik és az ozmotikus nyomasuk is fiziologias.
Altaldban vizben oldott kalium, kalcium, natrium, magnézium és klorid ionokat tartalmaznak.
(egyes BSS oldatok még gliik6zt és/vagy fenol-vorost tartalmazhatnak)

A BSS-ek voltak a szintetikus médiumok alapjaul szolgalo oldatok, ezekbdl fejleszttették ki
Oket.

Az egyik legaltalanosabban, és leggyakrabban hasznalt s6oldat a PBS (phosphate buffered
saline)

Osszetétele:

So Koncentracio (g/1)
NaCl 8,01

KCI 0,20

Na;HPO, x 2 H,0 1,78

KH,PO,4 0,27

pH 7,4




A Dulbecco féle valtozat (DPBS); Ca, és Mg ionokat is tartalmaz. (A recept szerinti valtozat a
Ca, Mg mentes, igy kell feltiintetniink az tivegén, mivel ha a Dulbecco féle PBS oldatot
hasznaljuk pl.: tripszinezésnél az enzim kevésbé fog hatni. A Ca és Mg ionok jelenlétében a
sejtek letapadésa erételjesebb)

Emlds sejtek esetében hasznalt tovabbi séoldatok:
Earle’s balanced salt solution EBSS
Hanks’ balanced salt solution HBSS.

Eovéb gyakran hasznadlt vegyiiletek a sejttenyészto laboratoriumban:

Trypsin: 0,25%-os oldatat (Ca?* és Mg?*ion mentes (PBS) séoldatban, vagy annak gliikozt
tartalmaz6 valtozataban) az adherens sejtek felszedésére hasznaljuk a flaska belso aljzatarol.
Hatasara a kihorgonyzo fehérjeszalak leemésztédnek. Hatdideje fiigg a sejtek fajtajatol,
koncentraciojuktol (konfluencia) maximum 10 perc 37 C°-on. Ha sajat magunk készitjiik
fertdzési forras lehet ezért steril koriilmények kozott kell elkésziteni és/vagy sterilizalni kell
pl.: sterilre kell sziirni 0,22pum atmérdjli szlir6 hasznalataval. Ha az oldathoz EDTA-t (etilén-
diamid-teraecetsav) hasznalunk nem sziikséges a sterilre sziirés.(TrypsintEDTA)

EDTA: kelatképzé a két és haromértékii fémionokkal komplexet alkot, igy a Ca®* ionokkal is.
ezeket megkdtve gyengiti a kihorgonyz6 fehérjék tapadasat.0,02%-0s PBS oldatat hasznaljak

DMSO: (dimetil-szulfoxid): A sejtek fagyasztasa soran hasznaljuk. A krioprotektiv
tulajdonsagai miatt a fagyasztooldatok {6 alkotodja. a fagyasztooldat altalaban FBS és DMSO
9:1 ardnyu oldata. A DMSO gétolja a sejten beliili jégkristalyok képzddését. Nem sziikséges
sterilizalni. Krioprotektiv anyag a glicerin is ezt sterilizalni kell.

A sejttenyésztd flaska

Az elsé sejttenyészeteket szérummal, azaz vérsavoval bevont PYREX tivegedények liveg
Petri-csészék aljan és un. fliggd csepp kultarakban tartottak fenn.

A legtobb sejt (foleg a primer sejtek) azonban nehezen és kevéssé tapadnak le az iiveg
feliiletekre. A bevonattal (el6szor kollagén bevonat) rendelkez6 iiveg edényeket nagyon
koriiltekinten kell kezelni a bevonat sériilékenysége €s az Gijra hasznalhatosag (specialis
mosogatasi mdodszerek hogy ujra bevonatolni lehessen) miatt. Ezen okokbdl terjedtek el az
egyszer hasznalatos miianyag flaskak, melyeket lehet bevonattal vagy bevonat nélkiil kapni.

A muanyag (polisztirol) flaskak bels felszinét normal 1égnyomason koronakisiiléssel (hideg
plazma), vagy vakuum alatt gaz-plazmaval kezelik. Mindkét eljaras soran nagy energiaju
oxigénionok keletkeznek, amik a polisztirollancokba beépiilve (oxidalas) azokat hidrofillé és
negativ toltéstivé teszik igy biztositva a sejtek konnyebb letapadasat.

e Anyaguk 4ltaldban miianyag
o Sterilek besugarzassal, UV, vagy Y sugarral sterilizaljak
e Rendkiviil sokfélék (méret, térfogat, tenyészto feliilet, nyak allasa, kupak, stb.)



e A sejtek tipusa és a kisérlet hatdrozza meg, hogy melyiket hasznaljuk
e Leggyakrabban hasznalt tipusok:
o T-25flaska
o T-75flaska
= aT ahasznosithato tenyésztofeliiletet jeloli

Laminalis aramlasu steril fiilke Carrel!!

» Szirt levegovel ellatott steril fiilke
0,3 pm-—es filter biztositja a munkafeliilet felett aramlo levegd tisztasagat

* Védi a sejteket és a felhasznalot a fertdzéstol
*  Meéret és a levegdaram iranyat tekintve kiilonbozo tipusok kaphatok
Inkubator

* A sejtek szamara sziikséges hdmérsékletet és a megfeleld CO, szintet biztositja (emlds
sejteknél ez 37 °C és 5% COy).

« Alland¢ parcialis nyomast CO,-ot, megfeleld paratartalmat biztosit.

* A hémérséklet, és a CO, tartalom szabalyozasa elektromos uton torténik.

* Beépitett vészjelzdvel és digitalis kijelzOvel rendelkeznek.

* Az 5%-0s CO, tartalom biztositja a médium pH-jat.
Mikroszkop

» Sztereo mikroszkop: a sejtek tenyészetben torténd megfigyelésére szolgal.

* Fénymikroszkop: A sejtek viabliltas vizsgalatara (é16-, halott sejtek szama)
Egyéb eszkozok:

e pipettak 1, 2, 5, 10 ml-es pipettor
e automata pipettak
e centrifugacsovek 15, 50 ml-es

Az eszk0zOk, oldatok sterilizalasa:
Eszko6zok:

Az egyszer hasznalatos eszkdzoket semmilyen koriilmények kozott nem hasznalhatjuk
tobbszor! Pl.: a sejtteny€sztd mlianyag edények aljan 1év6 adherens feliilet karosodasa
elkeriilhetetlen a sterilizalas soran, barmennyire 6vatosan is végezziik azt.

A muianyag eszk6zok csomagolasan fel van tiintetve hogy tobbszor hasznalhatok-e.



A tobbszor hasznalatos eszkdzoknél fontos a kémiai,- fizikai sajatossagok ismerete a
megfeleld sterilizalasi modszer eldontéséhez.

A sterilezési eljarasok elsé 1épése a tobbszor hasznalhatd edények eszk6zok tisztitasa.

A mosogatas sordn eldszor csapvizzel és pH semleges mosogatoszerrel mossuk el az
eszkozoket. Ezutan csapvizzel majd desztillalt vizzel is el kell obliteni azokat. A szaradas utan
a megfeleld sterilezési eljarassal sterilizaljuk a tiszta eszkdzoket, edényeket.

A sterilizalas torténhet fizikai, és kémiai modszerekkel is.
Fizikai modszerek:

e A széraz és nedves hovel (holégsterilizalo, ill. autoklav).
o Ilyenkor nagyon fontos hogy tisztaba legyiink a kiilonb6z6 anyagok
hoallosagaval!
e Besugarzassal: UV-sugarral, Y-sugarral, esetleg rontgen-sugérral (sugarsterilizalas)
A legtobb esetben a hovel torténd sterilizalasi modszert alkalmazzuk.
Uveg eszkdzok:

Az liveg pipettakat szaradas utdn fém tartokba tessziik.

A fémtérolok aljara célszerii valamilyen sterilezhetd és h6allo betétet rakni (pl.: szilikon lap)
azért hogy elkertiiljiik a pipettak hegyének esetleges torését/lepercenését.

A fézOpoharakat és egyéb livegeszkozoket alufolidba csomagolva tessziik a hdlég-
sterilizatorba.

Fém eszkozok:
Aluféliaba csomagolva, vagy specialis fém taroloban (sterilezd talca a miitéti eszkdzoknek)

A holég-sterilizatorban 160 °C-on 120 percig sterilizalunk

A mianyag eszk6zoket mosogatas utan alufolidba csomagoljuk és kuktaban sterilezziik.

A kuktazas menete: a kuktat jelig toltjiik, desztillalt vizzel majd beletessziik a mlianyag
eszkozoket. 10 perc, mig a kukta felmelegedik, 15 percig sterilezziik 6ket majd 1jabb10 perc,
mig lehtil a kukta.

Oldatok sterilizalasa:
Altaldban hével vagy sziiréssel torténik.

A szervetlen sdoldatok esetében megfeleld a hdvel torténd sterilezés, viszont a szerves
anyagokat (fehérjék) tartalmazo oldatoknal nem minden esetben megfeleld ez a modszer.



Ma mar kaphatdk olyan tapfolyadékok melyek kibirjak a hékezelést — vagy a hore érzékeny
komponenseket a hdkezelés utan kell hozzaadnunk.

A legelterjedtebb, és legegyszeriibb sterilezési modszer azonban még mindig a sterilre szlirés.
Ez 0,22 um polust membransziiron keresztiil torténd sziirést jelent. A sziirés torténhet
nyomoszirdvel, ill. vakuumsziirdvel ez esetben egyszer hasznalatos, sajat felfogd edénnyel
rendelkezo vagy a felfogd edényre csavarhatdo miianyag sziirdvel torténik.

Kis mennyiségli folyadék esetén fecskenddsziirdt célszerti haszndlni.

Ugyelni kell arra, hogy a sz{iré6 membranjanak atnedvesitéséhez a folyadék egy része (a sziird
membran feliiletétdl fligg a mennyiség) elhasznalodik.

A sterilre sziirés soran a virusok prionok és a mycoplasma nem tavolithato el.

A steril munkavégzés szabalvyai

® A munkafolyamatot jatsszuk le a fejiinkben!

e Viseljiink erre a célra rendszeresitett kopenyt!

® A munka megkezdése el6tt és utdn mindig alaposan mossunk kezet!
® Gumikesztyli hasznélata kotelezd!

® Hasznalat el6tt és utan, illetve kiilonbozo fajtaju sejtek kezelése kozott a
munkafeliiletet mossuk le 70% - os alkohollal! (beliilrdl kifel¢)

® Az oldatokat tartalmazo6 edényeket, eszkdzoket és mindent, amit a steril fiilkébe
tesziink, mossuk le 70% - os alkohollal!

® Hasznalat el6tt ellendrizziik a steril eszk6zok csomagoldsanak €pségét!
e Nyitott edény felett ne nyuljunk at!

® Az edények szdja, illetve az alkalmazott eszk6zok (pl. pipetta) ne érjenek hozza
semmihez!

Primer sejtkultarak inditdsa
Protokoll:

e Az izolalando sejteket tartalmazo szovetet steril koriilmények kozott eltavolitjuk, €s
apritjuk

A szovetfajtatol fliggden kiilonboz6 enzimeket hasznalva kinyerjiik a sejteket

A megmaradt szovetrészeket steril gézen atszlirve tavolitjuk el

A sejteket lecentrifugaljuk, életképességet néziink.

Tenyésztdedénybe helyezziik 6ket, médiumot adunk hozzajuk.

Primer kultarak

Fibroblaszt sejtek



® A sejteket az egér bérébdl (fiil, labak farok) izolaljuk.

® Ezek a sejtek korlatozott osztddast érnek meg, normal szoveti sejtek.

® A tobbi szoveti sejthez képest a fibroblaszt sejteknek igen nagy
proliferacios képessége van. (elfibroblasztosodas)

A sejtvonalak hasznalata

A sejtek felvétele fagyasztasbol

A fagyasztocsdben 1€évd, mar kiolvadt sejteket 1ml médiummal centrifugacsOben
felszuszpendaljuk, majd lecentrifugaljuk (5 min 500 G/1000 rpm= fordulat).

A feliiluszo ledntése utan 1 ml tapfolyadékkal felszuszpendaljuk

A felszuszpendalt sejteket steril T-25-0s flaskaba pipettazzuk és médumot (4 ml)
adunk hozzajuk

A letapado (adherens) sejtek passzalasa

A letapadt sejteket PBS-sel atmossuk, majd tripszint adunk hozza.

Ezutan 10 percig inkubaljuk.

A tripszint médiummal leallitjuk

A felvalt sejteket tartalmaz6 médiumot lecentrifugaljuk,

A feliiluszot ledntjik, a sejteket felszuszpendaljuk, leszamoljuk, és szétosztjuk (4j
flaskakba vagy fagyasztjuk dket)

Fagyasztas:

A sejteket a tapfolyadék eltavolitasa utan PBS-sel mossuk (1 ml)
Tripszint adunk hozza (1ml), és inkubaljuk
A felvalt sejteket centifugacsébe pipettazzuk, a tripszint médiummal leallitjuk,
Lecentrifugaljuk a szuszpenziot
Fagyasztooldattal szuszpendaljuk a sejteket €s fagyaszdcsdben fagyasztjuk

A szuszpenzios tenyészetben lévo sejtek passzalasa

Akkor sziikséges, ha tenyészet mikroszkop alatti vizsgalata soran, ha a sejtek mar
kisebb mértékben Osszetapadtak

A tenyészetben 1év0 sejteket leszamoljuk

A sejtszam ¢€s térfogat fliggvényében a sejteket Uj flaskakba pipettazzuk, majd
médiummal 5 ml-re kiegészitjiik a végtérfogatot.

A Long-Term Scan rendszer

e Sejttenyésztd inkubatorban elhelyezett, 2 darab altalunk kifejlesztett inverz
mikroszkop, célszerlien modositott 720x576 pixel felbontdsu CCD kameraval
felszerelve.

e Minimalizalt fototoxicitast biztosito felvétel szinkronizalt megvilagitoé rendszerrel.

e Tavoli felligyelet internetes kapcsolattal.

ImageJ

Java alapu képfeldolgozo program, melyet a National Institutes of Health (NIH) fejlesztett ki.



A programot a http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html oldalr6l ingyenesen le lehet tolteni.
Sok képformatumot tud kezelni pl.: TIFF, GIF, JPEG, BMP.
Nyilt forraskodu, melyet ki lehet egésziteni szamos beépiilé6 modullal: macro, script, plugin.
Kvantitativ képanalizis - sejtszamolas

A kép(ek) feldolgozasa ImageJ programmal.

Sejtek szdmaban bekovetkezd valtozasok mérése.

A kapott eredmények grafikus kiértékelése.

Meghatéarozza a kdvetkez6 1€pést a kisérletben.
A szdmolas menete:

1.) ImageJ program elinditasa

2.) képsorozat betoltése: File=> Import=> Image Sequence... paranccsal

3.) fény ¢és kontraszt beallitdsa a menii Image=> Adjust=> Brightness/Contrast...
segitségével

4.) kovetkezo 1épésben a képek elo-ill. hatterének elvalasztasa a Threshold funkcioval

A leggyakrabban alkalmazott image processing eljarasok koz¢ tartoznak a
thresholding (kiiszobdlés) €s a szegmentacid. A 1ényegiik: bizonyos
szempontok alapjan teriiletekre osztjuk a képet

5.) ezutan a sejtek megszadmolasa torténik az Analyze=> Analyze particles...
paranccsal

6.) a kapott eredmények atvitele az Excel programba, és grafikonon abrazolés
Generacios ido meghatarozasa

Az ImageJ programban lehetdség van a generacios 1d6 kiszamitasara, mely egy sejtbol
torténd sikeres osztodast kovetden keletkezett 2 utddsejt ujboli osztodasa kozott eltelt
1dét jelenti.

Ez az adat alapvetd fontossagl lehet vizsgalataink soran.

A vizsgalni kivant képekbdl eldallitunk egy Stack-et, melybdl kivagjuk azt az osztédo
sejtet, melyre kivancsiak vagyunk az Image=> Crop paranccsal.

Az ezt kdvetden kapott j Stackbdl a Plugins=> 3D=> ImageJ 3D Viewer opcidoval
készithetlink egy voxeltdmbot. Miutan betdltott az ablak az Edit=> Display as=>
Orthoslice meniipontnal beallithatjuk, hogy a sikok vetiileteit mutassa, igy jol lathato a
sejt osztddasanak helye, a sejt mozgésanak iranya €s a kovetkezd osztddas is.

A Z tengely hosszusaga megegyezik a képek szamaval, igy az elsd osztddas végétdl a
kovetkezd osztodas végeig tartd szakasz hossziusaga meghatarozhatd. Mivel azonos
1d6kozonként késziiltek a képek, a mért hosszusag atvalthatd percbe, illetve oraba.


http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html

A sejtszamolas napi rutin a sejtekkel.

e Gyakori hibak, tippek triikkok
e Fertézések
e A sejtkultirdk novekedési tazisai, Sejtszamolas

Gyakori hibak
A steril koriilmények be nem tartasa fertdzést okoz

A sejtek viabilitas (azaz ¢letképesség) - vizsgalatanal ligyeljiink ra, hogy a tripan-kék
elpusztitja az €16 sejteket is=> nem lesz valid a kapott eredmény, térekedni kell a gyors és
pontos szamolasra.

Adherens sejteknél, ha nem megfelelden szuszpendaljuk a sejteket hosszabb a letapadasi 1do,
ill. nagyobb a sejtpusztulas.

A fertdzés jelei

Bakterialis

Fungalis: Fonalas gombak, élesztdk, mycoplasma
A sejtek novekedési fazisai:

e Lag Fézis: Altaldban 1-2 nap kismértéki a sejtszamndvekedésA sejtek alalmazkodnak
az 0j koriilményekhez (sejten beliil zajlo folyamatok).

e Log fazis: Exponencialis mértékil sejtszamnovekedés , a tdpanyag fiiggvényében.

e Plateau fazis: Egyensulyi allapot jon 1étre kozel annyi sejt keletkezik, mit amennyi
elpusztul.

E16- és Osszsejtszam véltozasa a tenyészetben
Sejtszamolas

A jegyzOkonyv készitéséhez sziikséges

A sejtszam valtozasa:

e meghatdrozza a kovetkezd 1épést
e informacidt nyqjt a tenyészet allapotarol
e megmutatja, hogy milyen fazisban van a tenyészet

Sejtszamolasi modszerek

Kozvetett: a vizsgalt tenyészetek azon sejtjeinek (egységeinek) szamat adja meg, amelyek
kiilonallo telepeket képesek 1étrehozni



Kozvetlen: mikroszkoppal, pl.: Biirker-kamraval
Trip an-kék (C 34 H 23 N 60 14S4 N a4)

A neve onnét szarmazik, hogy elpusztitja a tripanoszoma korokozojat mikozben kék sziniire
is festi azt. Csak az elpusztult sejtek membranjan képes athatolni, és ott a citoplazma
fehérjékhez kotodik. Az €16 sejtek membranja nem ereszti at a festéket.

Emberre nézve gyanusithato, allatkisérletekben bizonyitottan rakkeltd hatasa

Biirker kamras sejtszdmolas:
* Nagyobb méretii sejteknél kozvetlen sejtszamolas valosithatdo meg Biirker-kamraval
* A moddszer az 0sszsejtszdm megallapitdsara ad lehetdséget.

* Gyakran alkalmazott, gyors és egyszerii sejtszdmlalasi modszer.

A sejtszamolas menete
* Mintat vesziink a sejtkulturabol és eppendorf csébe pipettazzuk
* A Biirker-kamrat és a fedolemezt detergenssel zsirtalanitjuk,
* Raészoritjuk a kamrara a fedélemezt

* A sejtszuszpenziohoz (0,1 ml) hozzaadunk 0,1 ml tripankék-oldatot, majd
szuszpendaljuk, a fed6lemez ala pipettazzuk

« 16x-0s vagy 40x-es nagyitasu objektivet hasznalva megszamoljuk a sejteket

* 25 egységet leszamolunk, majd kiszdmitjuk az 1ml-re esd sejtszamot a kovetkezd
modon:

kapott sejtszam x higitas x 10%/ml
(€16, vagy holt sejtek)
* 10 pl sejthez, ha 10 pl tripan-kék oldatot adtunk, az 2x-es higitas
* Példa: a 25 négyzetben 0sszesen 50 db sejtet szdmolva
50 x 2 x 10* / ml
100 x 10*/ ml

1x10%/ mi
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