Sejttenyésztés Baksa Viktéria

SEJTTENYESZTES

A sejtek szervezeten kiviili, in vitro ( = livegben) szaporitasa

Elonyei:
*  Jol definidlt és modosithato koérnyezet (99% paratartalom, 37°C, 5% CO2 — médium
pH-jat biztositja)
*  Meghatarozott sejttipusok
* Nagy mennyiségl sejt nyerhetd
*  Sok sejtfunkci6 vizsgalhato
«  Allatkisérletek részbeni kivaltasa
*  Vizsgéalhatok emberi sejtek

Korlatai:
* Nem modellezi a szervezet komplexitasat
* Spontan in vitro evolucid

Cél: Sejtkulturak létrehozasa

Sejtkultura tipusok:

A) Fejlédés szempontjabol:

1. Primer sejtkultara
2. Szekunder sejtkultara
3. Sejtvonal

4. Sejttorzs

B) Letapadas szempontjabol:

1. Adherens (letapado) sejt.

- a sejtek matrix fehérjéket termelnek és szorosan tapadnak a tenyésztdedény faldhoz, Un.
egyrétegli (monolayer) kulturat alkotnak

- a sejtek atoltasa soran, passzalaskor a letapadas megsziintetéséhez enzimes kezelés
(tripszin) szilikséges

- a tenyészet novekedését a rendelkezésre allo tenyésztofeliilet limitalja — kontakt gatlas
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2.Nem adherens (szuszpenziot alkoto) sejtek.
- a sejtek lebegnek a tapfolyadékban

- a tenyészet novekedését a sejtek koncentracioja limitalja

Tenyészto edények

Tipusok:
- Régen iiveg flaskak
- Petri csésze
- Plate
- GlassBottom
- Miianyag tenyészté flaska (T25: max. 10 ml

T75: max. 35 ml)
Flaskabevonatok: (sejtek letapadasat segiti)

- Zselatin bevonat

- Feederlayer: taplalo sejtréteg (szaporodasban gétolt, de még €16 sejtek
hasznalata)

- Kollagén bevonat

Tapfolyadékok

A tapfolyadék altalanos osszetevoi:

+ o+ 2+ 2+

Séoldat: anorganikus sok ionjai (Na, K, Ca , Mg ,Cl), pl. PBS, HBSS

Nyomelem: pl. Fe, Cu, Zn stb. Felvételiik fehérjéhez kotott formaban lehetséges, és

ezen konjugacio csak a sejten beliil zajlik.

Fehérjék és peptidek: szallitofehérjék, hormonok, novekedési faktorok

Gliikéz: energiaforras a sejtek szamara (anyagcseréhez lipid, fehérjeszintézishez),

fenntartja az ozmolaritast

Vitaminok: pl. folsav, kolin, tiamin, biotin, B12 vitamin stb.
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Esszencialis aminosavak: pl. arginin, lizin, treonin, valin; ezeket a gerincesek nem tudjak

eléallitani pl.: lizin

Pufferrendszer: a pH fenntartasahoz sziikséges (HEPES vagy CO2/bikarbonat puffer)

Indikator: Fenol-vords: jelzi a pH-valtozasat (a sejtek anyagcseretermékeinek hatisara savas

iranyba tolddik a pH)

A komplett médium tartalmaz még utolag hozzaadott:

Szérum (Vérsavo): pl. FBS, FCS

cres

vagy feln6tt szérummal egészitik ki a médiumot (5-20%-kal)

Antibiotikum, antimicotikum: (pl. gentamycin, penicillin)
a bakterialis fert6zések ellen véd, opciondlis, a steril munkavégzési szabalyok
betartasaval nélkiilozhetd. Térolas: -20°C

Leggyakrabban hasznalt szintetikus tapoldatok (médium):

- RPMI 1640

- DMEM (Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium— magasabb gliik6z tartalom az RPMI-
hez képest

- Ham’sNutrientMixtures (F12)

Meédium szinvaltozdasa:

- Sarga: savas (A sejtek taplalkozasa sordn savas anyagcseretermékek keletkeznek)
- Piros: semleges
- Lila: lugos

Sejttenyésztéshez hasznalt fontosabb anyagok

FBS (FetalBovineSerum): borji vérsavo

PSN: (Penicillin+Streptomicin+ Neomicin) antibiotikum

DMSO: (glicerin — sterilezend6)dimetil-szulfoxid

- Sejtek lefagyasztasakor megakadalyozza a sejtfal karosodasat
- krioprotektiv szer (megakadalyozza a jégkristaly képzodést)

- a fagyasztdoldat altalaban FBS és DMSO 9:1 aranyu oldata
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PBS: (PhosphateBufferedSaline)
- Az egyik legéltalanosabban, ¢és leggyakrabban hasznalt sooldat
2+ 2+

-Ca ¢és Mg hozzaadasaval: DPBS (erdsebb a sejtek letapadasa)
Tripszin:

- Az adherens sejtek felszedésére hasznaljuk a flaska belsé aljzatarol
- Hataséra a kihorgonyz6 fehérjeszalak leemésztédnek

- Hatoideje fligg a sejtek fajtajatol, koncentracidjuktol (konfluencia), de maximum
10 percig emészthetiink vele, 37 C°-on.

Sejtszamolas

Sejtszuszpenziobol (az oldat, amiben a sejtek a lehetd legegyenletesebben vannak
eloszlatva) 10pul mintat + 10ul tripankék festék szuszpendalasa — meghatarozzuk a
sejtszamot — kovetkeztetiink a teljes mennyiségre

Biirker kamra:

Egy vastagabb iiveglemezbdl és egy vékony fed6lemezbdl all (a vastag lemezre
finom beosztas van karcolva)

1. A feddlemezt a vastag lemezre leszoritjuk és a vizsgalandd anyagot a ketté kozti
résbe cseppentjiik

2. Fénymikroszkop alatt vizsgaljuk, 16x vagy 40x-es nagyitast objektivvel

3. Megszamoljuk 25 négyzetben, ill. azok ugyanazon 2-2 oldalan lathato sejtek szamat és
Osszeadjuk Oket — sejtszam

Szamolas
1 ml tapfolyadékban 1év6 sejtek szama:
kapott sejtszam

x higitas (10 pl sejthez, ha 10 pl tripan-kék oldatot adtunk, az 2x-es higitas)

4
x 10

4
pl: 30 x 2 x 10 =600.000 / ml
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Sterilizalas

Kuktazas (121°C, 20 perc)

- A sterilizaland6 eszkozoket aluféliaba csomagoljuk (sériilésmentesen!)

- A kuktaba 1,5-2 cm magassagig desztillalt vizet dntiink

- A kukta aljara helyezett petri csészékre pakoljuk a becsomagolt eszkdzoket (ne érjen
az aljuk a vizbe)
- A lezart kuktat rezson melegitjiik
- A kukta forrasatol (8-10 perc) szamitott 20 percen keresztiil végezziik a sterilezést
- Ezutén levessziik a kuktat a melegitérol, kikapcsoljuk rezsét, majd 5-6 perc hiilés utan
levehetjiik a tetejét
Sterilizalhatg eszk6zok: fémtargyak, klavozhatd gumi- és milanyag termékek, iiveg- és

porcelan eszk6zok

Hoélégsterilizalas(180°C, 25 perc)

- A sterilizdlandd eszkozoket légmentesen zarhato, héallo és jo hdvezetd csomagolasba
helyezziik. Ilyen a zart fémdoboz, hdallo livegedény, specialis aluminium f6lia.
- Egy darab sterilezd szalagot ragasztunk a csomagolésra (szinvaltozésa jelzi, hogy az
eszk6z mar steril)
- Fontos: a miitéti eszkdzok taroldjanak 2 oldalan taldlhatd reteszt a sterilezés eldtt
kinyitjuk; majd a folyamat végén, még a sterilizatorbdl valo kivétel elbtt visszazarjuk
Sterilizalhatg eszk6zok: miitéti eszk6zok, fémtargyak, porcelan- és tivegtermékek (pl.

iivegpipettak)

Csak alaposan elmosogatott, vizkdmentesitett, szarazra csopogtetett eszkozt sterilizalunk!

A sterilizalt eszkdzoket csak steril fiilke alatt vessziik ki a csomagolasukbdl, és csak kihiilt

allapotukban hasznaljuk dket!
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Gyakorlat

A steril munkavegzés szabalyai:

Kopeny gumikesztyli hasznalata kotelezo!

Bemosakodas 1épései: - kézmosas

- 70%-os alkohollal fertétlenités
- gumikesztyli haszndlata

- Pakoljunk, be a steril fiilkébe minden sziikséges anyagot majd fertdtlenitsiik le 70%-
os alkohollal.

- Gondoljuk at munkavégzésiink 1épéseit, mieldtt dolgozni kezdiink.

- Ellendrizziik a steril csomagolasok épségét.

- Munkavégzés kdzben figyeljiink oda, hogy a pipetta hegye, illetve az eszk6zok,
amikkel dolgozunk ne érjen semmihez a fiilkében.

- Nyitott edények felett ne emeljiink at semmit.

- Munka végeztével 70%-os alkohollal fertétlenitsiik a munka helyszinét.

1. Sejt felvétele fagyasztasbol:
A -70°C-on tarolt sejteket kiolvasztjuk, majd 1ml tapfolyadék hozziadasaval
steril centrifugacsébe tessziik. A centrifugalast 5 percig végezziik 1000 rpm
centrifugalis erével.

Centrifugalds wutdn leontjik a feliliszot és 1 ml tapfolyadékkal
felszuszpendaljuk a sejteket.

4 ml tapfolyadékot tesziink T-25-0s tenyésztéedénybe, majd hozzaadjuk
pipettaval a felszuszpendalt sejteket.

A sejteket inkubatorba tessziik (37°C,5% CO2- tartalom, 99% paratartalom)

2. Sejtek etetése:
A) Letapado sejtek esetében:
Az inkubatorbdl kivett sejtekrél pipettaval leszivjuk az elsargult
tapfolyadékot, majd 5 ml friss tapfolyadékot pipettazunk rajuk.

B) Nem letapado sejteknél:
A sejtekrdl pipettaval leszivjuk a tapfolyadékot, steril centrifugacsdbe
helyezziik, majd 5 percig 1000 rpm fordulaton centrifugaljuk. Ledntjiik
a feliiluszot és 1 ml tapfolyadékkal felszuszpendaljuk a sejteket. A
flaskaba 4 ml tapfolyadékot pipettazunk, majd hozzaadjuk a sejteket.
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3. Sejtek passzalasa/atoltasa:
Ezt a miveletet a sejtek tobb flaskaba torténd szétosztasa miatt végezziik.

A) Letapado sejteknél:

o A sejtekrdl pipettaval leszivjuk a tapfolyadékot, 1ml PBS-sel atmossuk a
teny¢szetet.
1 ml tripszint adunk a sejtekhez, majd az inkubatorba tessziik dket 10 percre.
Ez a sejtek felvalasat segiti el6 a flaska aljarol.
Ha a sejtek felvaltak, 1 ml tapfolyadék hozzaadasaval 5 percig 1000 rpm
fordulaton centrifugaljuk 6ket
Centrifugalas utan a feliiluszot ledntjiik, €s 1ml tapfolyadékkal szuszpendaljuk
oket.
A felszuszpendalt sejteket ezutan a kivant mennyiségi flaskaba osztjuk szét és
5ml Gssztérfogatra egészitjiik ki 6ket tapfolyadékkal.

(@]

O

(@]

O

B) Nem letapado sejtek esetén:

o pipettaval felszivjuk a sejteket és centrifugacsObe tessziik dket, a tripszines
elvalasztasi 1épés kimarad.

4, Sejtek fagyasztasa:

A) Letapado sejteknél:
o A sejtekrdl a tapfolyadékot pipettaval eltavolitjuk, majd 1 ml PBS-sel
atmossuk oket.
1 ml tripszinnel a sejteket inkubatorba tessziik, majd 5 percig allni hagyjuk.
A sejtek felvalasa utan 5 percig 1000 fordulaton 1ml tapfolyadék hozzaadasa
utan centrifugaljuk.
utan a sejtekrdl ledntjiik a feliiliszot és 1 ml fagyaszto oldatban (10% DMSO,
90% FBS) felszuszpendaljuk Oket.

A fagyasztocsébe 0,5 ml fagyasztooldathoz hozzaadjuk a sejteket és -70°C-
on taroljuk Oket.

o O

o

o

B) Nem letapado sejteknél:
o A tripszines elvalasztasi 1épés szlikségtelen.

Fontos, hogy minden flaskan, fagyasztocsovon tiintessiik fel az adatainkat (név, datum,
sejttipus, passzalasok szama).

Munkavégzés végeztével fertdtlenitsiik ki a steril fiilkét 70%-0s alkohollal, pakoljuk el a nem
hasznalatos eszkdzoket, kapcsoljuk ki a fiilkét és kapcsoljuk be az UV-1ampat.



Sejttenyésztés Baksa Viktoria

Forrasok

http://www.etox.eu/%C3%BAj-SejtkultbC3%BAr%C3%A1k-%C3%A9s-
preparatbC3%ADv-technik%C3%A1k-jegyzet-%C3%B6sszes-ea.pdf

http://labtutorials.org/2013/10/09/sejtszamolas/

http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/11932

http://europepmc.org/abstract/med/25458483

http://physiology.elte.hu/gyakorlat/BSc_30h/Cell cultivation.pdf

http://www.muszeroldal.hu/measurenotes/sejttenyesztes.pdf

sotepedia.hu/_media/aok/immunologia/aok/5sejttenyesztesaok13ppt.ppt

http://www.olkda.med.unideb.hu/sites/default/files/sejttenyesztes ea.pdf
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http://www.olkda.med.unideb.hu/sites/default/files/sejttenyesztes_ea.pdf

