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kutatasban
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El6zmények

ANTONI VAN LEEUWENHOEK (1632-1723) volt az els6
a torténelemben, aki — sajat készitési mikroszkopja-
val - sejteket, egysejti él6lényeket figyelt meg, tob-
bek kozott baktériumokat, izomrostot, spermiumot.
1839-ben THEODOR SCHWANN és MATTHIAS JAKOB
ScHLEIDEN kidolgozzak azon elméletiiket, hogy a
novények és az allatok sejtekbdl épiilnek fel. A XIX.
szazad masodik felében jelentds el6relépésekre keriilt
sor a sejtkulturak fenntartasahoz elengedhetetlen ol-
datok, médiumok Kkifejlesztésében; RINGER, akinek
neve maig ismerdsen cseng minden klinikus szdméra
(Ringer-oldat), natrium-, kalium-, kalcium- és mag-
néziumion-tartalmu oldatot készitett, hogy allatok
izoldlt szivprepardtumait életben tartsa. WILHELM
Roux 1885-ben specialis tdpoldatban tobb napig élet-
ben tartott csirkeembridbol szarmazo idegszovetet.

A sejttenyésztési technikak a mult szdzad negyve-
nes-Otvenes éveiben jelentds fejlddésen mentek ke-
resztiil; ebben az iddszakban valt nyilvanvaléva, hogy
a virusok onmagukban nem szaporodnak, tenyész-
tésitkhoz és kimutatdsukhoz €16 sejtek sziikségesek.
Sejtkultura segitségével dolgoztak ki a pl. a poliomye-
litis elleni vakcinat. JoNas SALK az un. HeLa sejtkul-
turat hasznalta a poliomyelitisvakcina tesztelésére. A
HeLa sejtvonalat nem sokkal halala el6tt a Henrietta
Lacks nevli méhnyakdaganatos betegbdl izolaltak, ez
az egyik legrégebbi immortalizalt sejtvonal, amelyet
maig széles korben hasznalnak, és az elsé human ere-
deti sejtvonal, amelyet sikeresen tenyésztettek [1, 2].
Jelenleg a sejttenyésztés szinte minden bioldgiai ku-
tatolaborban hasznalt altaldanos technika, altalanos
sejtélettani folyamatok és specifikus sejttipusok vizs-
gélatara is kivdloan alkalmas. Az éssejtkutatasok koz-
ponti kérdése, hogy a sejtkultirak kornyezetének, ko-
rilményeinek megvaltoztatasaval hogyan lehet az el
nem kotelezett sejteket specifikus feladatok iranyaba
terelni. Szintén intenziven vizsgalt teriilet az elkote-

lezett sejtek visszaforditdsa éretlenebb sejtté, hiszen
igy kivalthatnank az embrionalis éssejtek izolalasat
és kutatasra valé felhasznalasat, amely eljardsok maig
vitatott etikai problémakat és kérdéseket vetnek fel.
Egyre szofisztikaltabb technoldgiai ujitasok teszik
lehetévé, hogy a primitiv, immortalizalt sejtek he-
lyett olyan sejtkultirakat és a sejtek szamadra olyan
matrixokat hozzanak létre, amelyek nagyfokban ha-
sonlitanak a szervezet szerveiben, szoveteiben €16 el-
kotelezett sejtekre. SOt talan nem kell hangsulyozni,
mekkora a jelentésége azoknak a kutatdsoknak, ame-
lyek tobb sejttipus felhasznalasaval él6 szoveteket és
szerveket probalnak létrehozni.

Sejttenyésztés
SEJTTIPUSOK

Sejttenyésztésben hasznalt sejtek

A sejttenyésztésben hasznalt sejteket eredetiik sze-
rint alapvetéen harom csoportra lehet osztani:

o primer sejtek;

« transzformalt sejtek,

« embrionalis sejtek és Gssejtek.

Primer sejt

A primer sejtek valamilyen szovetbdl, szervbol
annak homogenizalasa, szerkezetének kiméletes fel-
bontasa altal nyerheték ki. Ez a folyamat lehet me-
chanikus (pl. 1agy sz6vetbdl - pl. az idegrendszerbdl
— a szovetet egyre csokkend belsé atmérdju pipet-
tan/fecskend6tiin szivjuk at), vagy igénybe vehetdék
emésztdenzimek (pl. kollagenaz, tripszin), amelyek a
sejt-sejt, ill. a sejt-extracellularis matrix kozotti kap-
csolatokat bontjak fel. A primer sejtek altalaban las-
sabban vagy egyaltalan nem osztédnak, osztédasuk
néhdany ciklus utan megall, és a sejtek eloregednek, el-
fajulnak. Ezzel szemben elénytiik, hogy kezdetben az
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eredeti szovetre, szervre jellemzd sajatsagokkal ren-
delkeznek, mint pl. a sejt alakjanak, morfoldgiajanak,
fehérjeexpresszios profiljanak, sejtfelszini marke-
reinek megtartasa. Altaldban ezek a tulajdonsigok az
els6é 1-2 osztddas soran a legkifejezettebbek, a késébb
sejtek ezekbdl a jellegzetességekbol veszithetnek. A
keretes mellékletben egy révid modszertani leirast is-
mertetiink patkdnyszivizomsejt izoldlasdhoz.

Neonatdlis szivizomsejt izoldldsa. 2-5 napos uj-
sziilott patkanyokat hasznalunk erre a célra. Az el-
tavolitott patkanysziveket modositott MEM puf-
ferben el6bb steril szikével 1-2 mm-es darabokra
vagjuk, majd kollagenaz enzimes emésztésnek
vetjiik ald. 3-4 x 10 perces, 37 °C-on lejatszodo
emésztési ciklus végén a sejtszuszpenzidkat osz-
szeontjik (poolozzuk). Centrifugalas (500 rpm,
10 perc) kovetkezik elébb fotalis marhaszérum-
ban, majd un. ,overnight” médiumban reszusz-
pendaljuk a sejteket [(DMEM:M199 (4:1) + 15%
FBS + penicillin (100 U/mL) + streptomicin (100
pg/mL) + arabinéz C (10 uM)]. A sejtszuszpen-
ziot ezutan kollagénnel fedett Petri-csészékbe
vagy un. ,chambered coverslip’-re ontjiik. A sejt-
stiriiség ~1*106/mL, ez elegendé ahhoz, hogy a
kitapad6 cardiomyocytak Osszefiiggd haldzatot
alkossanak és spontdn, ritmusosan kontrahalja-
nak. 24 ora elteltével a médiumot szérummentes
médiumra cseréljitk (DMEM + Nutridoma supp-
lement).

Természetesen egy adott primer sejttipus sikeres izo-
lalasa és tenyésztése eltérd lehet, igy a mddszert min-
den laboratériumnak egyedileg kell optimalizalnia.
Ujabban gydri izolalokiteket is lehet vésarolni, sét
primer sejtvonalak is elérheték kereskedelmi forga-
lomban, ez esetben a szallité garantdlja a sejtszamot
és a primer kultura fenntarthatésaganak idétartamat.

Transzformadlt sejt

A transzformalt sejtek lehetnek malignus szovet-
bél szarmazé daganatos sejtek. Az ilyen sejtek é16
szervezetben mutaciok soran alakulnak at kontrollt
vesztett, immortalis sejtekké (pl. a daganatos bete-
gekbdl szarmazo mintdk, lasd HeLa sejtvonal, vagy
allatokban mesterségesen, pl. benzpirén, aflatoxin,

virusok stb. révén eléidézett daganatokbol szarma-
70 mintak).

A transzformalt sejtvonalak egy masik csoportja
eredetileg primer sejt volt, de mesterségesen transz-
formaltdk. Az utébbit el6 lehet idézni pl. vagy a te-
lomeraz enzim expresszidjanak fokozasaval, vagy
virusfertézéssel (SV-40 virus), vagy esetleg mar ma-
lignusan transzformalodott sejtek fuzidjaval. Ez eset-
ben hibridémdrél beszéliink, amely mindkét ,,sz{il6”
sejttipus sajatsagait magan viseli: ilyen a korlatlan
osztédasra vald képesség, de megmarad a primer
sejtre jellemzd fenotipusa. A hibridématechnoldgiat
leggyakrabban antitestek gyartasara hasznaljak: egy
specifikus antitestet termelé B-sejtet fuzionalnak
szintén B-sejt eredetl, de malignus myelomasejttel.
A 14zi6 eredményeként a hibrid sejt hosszu ideig és
relative rovid ciklusid6vel képes osztddni, és szeren-
csés esetben megdrzi specifikus antitest termelésére
valé képességét is. Ezek az un. monoklondlis antitestek
ma mar a kutatdsnak (immunhisztokémia, Western
blot, immunprecipitaci6 stb.), de a diagnosztikanak
(szérumfehérjék, hormonok detektalasa szamos im-
munoldgiai modszerrel) is elengedhetetlen reagensei.

A transzformalt, immortalizalt sejtek, bar a primer
sejtekhez képest nagysagrendekkel tovabb tenyészthe-
tok, bizonyos id6 és osztédasszam (60-80 generacio)
utan szintén eloregedhetnek. Ennek oka a sorozatos
osztddasbol adddo kornyezeti hatasokra kialakuld
vagy random hibakbol szarmazé és egyre gyakoribba
valé DNS-replikacids hibak. Jelei: lassabb novekedés,
gyakoribb apoptdzis, az eredeti fenotipus eltiinése.

Ossejt

Az Gssejtek differencidlatlan, un. pluripotens sej-
tek. Ez azt jelenti, hogy egyrészt szamos sejtosztodas
utan sem Oregednek el (tehat ilyen szempontbdl ha-
sonlitanak a transzformaélt sejtekhez), mdsrészt az
osztddaskor keletkez6 ,leanysejtek” elindulhatnak a
differencialédas iranyaba valamilyen kiilsé inger ha-
tasara. Totipotensnek nevezzik azokat az &ssejteket,
amelyekbdl barmilyen sejttipus kialakulhat, tehat
gyakorlatilag egy teljes szervezet minden szovete.
A multipotens Gssejtek szamos, de egymassal szoros
rokonsagot, hasonlosagot mutatd sejttipussa tudnak
csak alakulni, az unipotens 6ssejt pedig csak egyetlen
tipusu differencialt leanysejtet képes létrehozni, ter-
mészetesen onmaga osztodasi képességének fenntar-
tasa mellett.
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Ossejteket izoldlni tobb modon lehetséges. Az
egyik mddja, hogy 50-150 sejtbdl allo embridbdl
nyernek ki dssejteket. Ez lehetséges allatbol (pl. egér)
vagy human embrionalis &ssejteket in vitro fertiliza-
ciot (IVF) kovetGen a beiiltetésre nem keriild, meg-
termékenyitett petesejtekbdl. Az utdbbi eset, vagyis
human embrid felhasznalasa kisérleti célokra szigora
etikai engedélyekhez kotott, és a human embrionalis
Ossejtkutatas jelenleg is komoly vitdk targya. Feln6tt
allatokbol vagy emberekbdl is szarmazhat Gssejt, ha-
bar szamuk az Osszes sejthez képest felndtt szerve-
zetben mar Kkicsi és ezek nagy része is csak multipo-
tens. A gyakorlatban izolalhatnak Ossejteket vérbdl,
csontvel6bdl, koldokzsindrvérbdl, de izomszovetbdl,
szivizombdl, brbdl vagy akar fejlédé fogbdl is. A he-
matopoetikus ssejteket mar régota alkalmazzak te-
rapiaban is: a sajat (autolég) vagy idegen (allogén),
gyujtott dssejteket tenyésztés utan a betegbe juttatjak.
Kedvez6 esetben az Gssejtek az eldzetesen kemotera-
pidval vagy besugarzassal kiirtott csontvel6 helyén
megtelepednek, és Ujra beinditjak a vérképzést.

Uj abban sikeres kisérleteket végeztek differencialt,
szomatikus sejtek &ssejtallapotba val6 visszafordita-
sara. 2006-ban elséként japan kutatoknak sikeriilt
emberi, differencialt bérsejtekbdl dssejteket el6allita-
ni oly mddon, hogy virus segitségével az Gssejtekre
jellemzd transzkripcids faktorok génjeit juttattak be.
Majd néhany hétre rd a sejtek az dssejtekre jellemzd
morfologiat kezdtek mutatni, valamint a telomeraz
enzim (amely megakadalyozza a kromoszémaék foko-
zatos rovidiilését osztddas soran, vagyis a sejtek ore-
gedését) aktivitasa is fokozodott [3].

Szuszpenzios vs. kitapado sejtek

A sejtkulturak tipusait feloszthatjuk aszerint is,
hogy kitapad6 vagy szuszpenzios sejtekkel dolgo-
zunk. A szuszpenzids sejtek leggyakrabban fehér-
vérsejtek vagy azok transzformalt valtozatai, k6zos
jellemzgjiik, hogy a gyakorlatban elterjedt miianyag
vagy uvegfalu tenyésztéedények faladhoz nem vagy
csak nagyon lazan kotédnek, enyhe razas elegendd
a leiilepedett sejtek felkavarasahoz. E sejtek egymas-
hoz valé kapcsolata is rendszerint kisfokd, az oszto6-
dasok soran ugyan az utddsejtek kozel maradhatnak
egymashoz, kisebb csoportokat létrehozva, azonban
néhanyszor felpipettazva azokat egyenletes, homo-
gén, ,egysejtli” sejtszuszpenziot kaphatunk. A szusz-
penzids sejtkulturak elénye, hogy konnyebb a passz-

alas, nem igényel tripszines kezelést, valamint idedlis
alanyai azon kisérleteknek, ahol a sejteket egyesével,
kiilon-kiillon szeretnénk vizsgalni (flow citometria,
fluorimetria). Mikroszkopos vizsgalatokhoz, mint pl.
az immunhisztokémia, a szuszpenzids sejteket un.
citospin eszkozzel ilepithetjikk targylemezre [4]. A
sejtszam optimalis beallitasaval elérhetjiik, hogy se
tal stirtin, se tul ritkdn ne helyezkedjenek el.

A sejtvonalak nagyobb része kitapado sejtkulti-
ra, vagyis az edény falahoz, ill. egymashoz tapadva
~monolayereket”, sejtréteget képeznek. E tulajdon-
sagukbdl kiindulva egy adott kultura jellemezhet6
az un. konfluencidval, vagyis hogy egy adott felii-
let hany szazalékat fedik le. A legtobb sejttipusra
jellemz6 valamilyen foku kontakt inhibicid; ennek
hidnya erésen differencialatlan sejtet jelez. Kontakt
inhibicié soran a sejtek elfoglalva egy adott feliiletet,
elegendd tapanyag esetén sem fognak tovabb osz-
téddni. Inhibicié hidnydban a monolayer kialakitasa
utan (vagy mar kozben) masodik, st tovabbi réte-
geket foglalnak el.

Altaldnos szabalyként alkalmazhaté, hogy koriil-
beliil 5-10% konfluenciat érdemes a passzalds so-
ran beallitani, majd a sejtek osztodasa utan 70-80%
konfluenciat elérve tandcsos az ujabb passzalast el-
végezni. Ez azt jelenti, hogy ha pl. 24 éranként meg-
duplazodik a sejtek szama (korlatlanul rendelkezésre
allé tapanyagot feltételezve), kb. 3-4 naponta sziiksé-
ges atpasszalni a sejteket. Kitapado sejtekkel dolgozva
a passzalas soran elGszor el kell tavolitani a sejteket
mind egymastdl, mind pedig a tenyésztéedény fe-
luletérdl. Ezt leggyakrabban tripszin és valamilyen
Ca**-elvoné (EDTA vagy EGTA) kombinacidjaval
érhet6 el. Mind a Ca’*-megvonds, mind a sejtfelszini
fehérjék emésztése eldsegiti a sejtek lekerekedését és
levalasat a feliilletr6l. Ezutan mosast kovetéen vehet-
jiik fel a kivant mennyiség(i, homogén sejtszuszpen-
ziot megfeleld mennyiségu friss médiumban. Az igy
kezelt sejtek dltalaban néhany 6ra alatt ismét kitapad-
nak, és felveszik a rajuk jellemz6 morfoldgiat.

A kitapad¢ kulturak elényei:

A sejtszamnovekedés konnyebben megitélheto.

« Esetleges kontaminaciét konnyebb kezelni.

» Mikroszkdpos kisérletek soran nincs sziikség
citospinre, kozvetleniil novesztheték fed6- vagy
targylemezen.

+ Nagyobb méreti citoplazma segiti az intracellu-
laris torténések megfigyelését.
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« A sejtek egymassal valé kolcsonhatasa is vizs-
galhato.

Sejtvonalak. Néhany gyakran hasznalt sejtvonal (a
teljesség igénye nélkiil):
« HeLa: human cervixcarcinoma.
o 3T3: egér fibroblast (3 naponta transzfer, 3 x 10°
sejt/20 cm? stirtiséggel).
o Jurkat: human T-sejt eredetti immortalizalt sejt-

vonal.

« MDCK - kutyavese epithelialis sejt (Madin
Darby Canine Kidney).

« RBL: patkanyhizésejtek (Rat Basophilic
Leukemia).

« SHSY5Y: humdn neuroblastoma.

o Caco: human epithelialis colorectalis adenocar-
cinoma.

o CHO: horcsog petefészek (Chinese Hamster
Ovary).

« PC12: patkany phaeochromocytoma.

« Hep G2: human hepatocellularis carcinoma.

Természetesen tobb ezer tovabbi sejtvonal létezik, ta-
lan a legteljesebb kataldgus, megvasarolhato torzsek-
kel, az ATCC (American Type Culture Collection)
honlapjan talalhato [5].

TENYESZTOEDENYEK, FLASKAK

A sejtek tenyésztéséhez un. tenyésztéflaskakat al-
kalmazunk [6]. A tenyésztéflaskak helyett hasznal-
hatunk steril Petri-csészét vagy akar steril, fektetett
kémcsovet is, de a flaskak kiképzése biztositja az op-
timalis feltételeket:

o Feliiletet biztosit kitapadd sejtek szamara. A
kitapadas leggyakrabban a flaska anyagahoz
torténik, de bevonhatjak a feliiletet pl. kollagén-
nel vagy poli-D-lizinnel a jobb kitapadas érde-
kében.

o A flaskat az inkubatorban elfektetve nagyobb
felilleten érintkezik a médium az inkubator
levegéjével, el6segitve ezzel a gazcserét.

« A dontott nyak megkonnyiti a pipettazast és a
fektetett tarolast.

o A kupakban elhelyezett filter a gazcserét meg-
engedi, de a pérusméretnél (0,2 um) nagyobb
részecskék, baktériumok atjutasat nem.

Kiilonbozé méretben kaphatdk flaskdk, leggyakrab-
ban 25, 75 vagy 150 cm? felszint tipusokat alkalma-
zunk. A kisebb, 25 cm?*-es flaskat kb. 8-10 mL médi-
ummal optimdlis feltdlteni, a 75 cm?-es flaska 40-50
mL, a 150 cm?-es flaska pedig 100-150 mL médium-
mal is feltolthet6 anélkiil, hogy az az inkubatorban a
fektetett flaskabol kifolyna.

A flaskak kiviil gyakoriak a lemezek [7]. Kiilon-
b6z6 szamu és mérett lyukakban (well) helyezhetjiik
el a sejteket tartalmazd szuszpenziot (6, 12, 24 vagy
96 lyuk). Ezeket a lemezeket nem elsésorban a sejtek
fenntartasara vagy szaporitasara hasznaljuk, hanem
olyan kisérleteknél, ahol parhuzamosan tobb kiilon-
b6z6 kezelés hatasat vizsgaljuk. Fed6lemezeket is el-
helyezhetiink benniik, amelyeken a sejtek kitapadasa
utan pl. immunhisztokémiai vizsgalatokat végezhe-
tunk. A feddlemezeket 96%-o0s alkoholba mairtva,
majd Bunsen-ég6 langjaban leégetve sterilizalhatjuk,
miel6tt a sejtszuszpenziot rapipettazzuk.

INKUBATOR

A sejttenyésztés elengedhetetlen feltétele a homér-
séklet és a gazcsere kontrollalt kortilmények kozott
tartdasa, ezért minden sejttenyésztéssel foglalkozo la-
boratériumban megtalalhaté legalabb egy inkubator.
Az esetek nagy részében 37 °C-ot és normilis lég-
kori oxigén- és nitrogé tenzié mellett 5-os CO,-tar-
talmat tartunk fent. Fz a CO,- (vizben oldddva, fi-
ziologias pH-n HCO;-td disszocidl) koncentracié
joval nagyobb a légkori értéknél (~0,04%), azonban
megkozeliti az emberi és dllati szovetekben, kapilla-
risokban tal4dlhatd, aerob metabolizmus altal termelt
HCO, -koncentraciot. Az inkubdtorok a h6mérsékle-
tet és csatlakoztatott gazpalack segitségével a CO,-ot
is a beallitott értéken tartjak. A levegd szlirén keresz-
tiil jut el az inkubator légterébe. A sziird allapotat
iddszakosan ellendrizni, sziikség szerint cserélni kell.
Mivel az inkubator hémérsékletét 37 °C-on tartjuk,
a parolgas sokkal kifejezettebb, mint szobahémér-
sékleten. Igy az inkubatorba helyezett sejttenyészetek
médiumai nagyon gyorsan bekoncentrdlédnanak.
Ennek kivédésére az inkubatorba egy edényben vi-
zet helyeziink (lehetdség szerint desztilldlt vizet, és a
sterilitasara is tigyelni kell, hiszen konnyen kontami-
nacid forrasa lehet), ami az adott héfokon telitett viz-
g6zt alakit ki, megakadalyozva a médiumok tulzott
parolgasat.
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MEDIUMOK

Médiumok 6sszetevoi

Mig régen altaldban a laboratd-
riumok maguk allitottak 6ssze a mé-
diumokat, manapsag gyakoribb azok
megrendelése biotechnoldgiai keres-
kedelmi cégektdl. Kétféle formatum
terjedt el: az azonnal hasznalhato ol-
dat, ill. a tarolas szempontjabdl ked-
vezObb por forma, ezt hasznalat el6tt
megadott térfogatu vizben fel kell ol-
dani és pH-jat beallitani.

A 10-1. tabldzatban egy gyakran
alkalmazott és viszonylag egyszeriibb
Osszetételi médium, az RPMI-1640
Osszetételét ismertetjitk. E médiumot
gyakran alkamazzuk ,,igénytelen’, jol
tenyészthetd sejtek esetén. Az RPMI
mint ,minimal” tdpoldat Gsszetéte-
le jol demonstrélja a sejtek szamara
alapvetGen sziikséges Osszetevoket:
ionok (natrium, kdalium, kalcium,
magnézium, klorid), glukéz, vitami-
nok, esszencidlis aminosavak.

Altalédban a megvasarolhaté mé-
diumokbdl vagy a glutamin, vagy
a natrium-bikarbonat szandékosan
hianyzik (a tablazatban pirossal je-
lezve), ezt utdlag kell potolni a mé-
diumot hasznalénak. Az utdlagos
adagolasra elsésorban a glutamin le-
boml4sa miatt van sziikség. Ujabban
a glutamint mas aminosavhoz kotve
(alanin), dipeptid formatumban ad-
hatjak, igy a médiumban a glutamin
koncentracioja lassabban csokken le,
élettartama nagymértékben megnd.
Ilyen médiumok vasarlasakor gy6-
z6djlink meg arrol, hogy az dltalunk
hasznalt sejttipus képes-e a dipeptid-
bél kinyerni a glutamint.

A fenolvoros pH-indikator savas
oldatban sirga, lugosban lila szind;
ezaltal a régota hasznalt vagy nyit-
va felejtett oldatokban a szén-dioxid
elparolgasat, eltlinését lila szinnel, a
sejtek metabolizmusa miatt felszapo-

10-1. tabldzat. Az RPMI-1640 médium 0Jsszetétele*

Vegyiilet Mennyiség | Meértékegység
L-lizin-monohidroklorid 40 mg/l
L-szerin 30 mg/1
glicin 10 mg/1
L-aszparagin, vizmentes 50 mg/1
L-leucin 50 mg/l
L-prolin 20 mg/l
L-aszpartansav 20 mg/l
L-triptofan 5 mg/l
L-glutaminsav 20 mg/l
L-izoleucin 50 mg/1
L-fenilalanin 15 mg/l
L-hidroxi-L-prolin 20 mg/l
L-valin 20 mg/l
L-cisztin-dihidroklorid 65,2 mg/l
L-hisztidin 15 mg/l
L-metionin 15 mg/1
L-arginin, kotetlen bazisos 200 mg/l
L-treonin 20 mg/1
L-tirozin-dindtrium, dihidrat s6 28,83 mg/l
L-glutamin 300 mg/l
kalcium-nitrat-tetrahidrat 100 mg/l
natrium-foszfat, dibazikus, vizmentes 800 mg/l
néatrium-klorid 6,000 mg/l
natrium-bikarbonat 2,000 mg/l
magnézium-szulfat, vizmentes 48,84 mg/1
kalium-klorid 400 mg/l
folsav 1 mg/l
D-biotin 0,2 mg/l
mioinozitol 35 mg/l
riboflavin 0,2 mg/1
p-Ca-pantotenat 0,25 mg/l
piridoxin-hidroklorid 1 mg/1
B,,-vitamin 0,005 mg/l
p-aminobenzoesav (PABA) 1 mg/1
kolin-klorid 3 mg/l
tiamin-hidroklorid 1 mg/l
nikotinamid (nikotinsavamid) 1 mg/1
fenolvords natriumso 53 mg/1
L-glutation, redukalt 1 mg/1
D-glukdz, vizmentes 2,000 mg/l

*A piros szinnel jelzett vegyiiletek a készen beszerzett médiumbdl hia-

nyozhatnak, utdlag pétlandok.
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rodo savak (tejsav, szénsav) megjelenését pedig sarga
szinnel jelzi.

Egy adott médiumon beliil is szdmos valtoztatdsra
van lehetdség, pl. az egyik leggyakoribb, amikor glii-
kozmentes médiumot rendelnek/éllitanak el6. Mivel
a médium dltaladban 10-20 mM glukézt tartalmaz
(alapesetben a sejtek bdséges tapanyagellatdsa élvez
prioritast), fiziologias (~5,5mM) mennyiségi glitkozt
igényl6 kisérletekben ilyen médium nem hasznalha-
to, glikézmentes médium glitkézkoncentracidja vi-
szont tetsz6legesen allithatd be.

pH, indikator

A médium pH-jat tobb tényez6 befolyasolja: a
benne oldott pufferek (foszfatok, amfotér aminosa-
vak, bikarbondt), az inkubator dltal szabalyozott CO,/
HCO;, a szérum (albumin, fehérjék, laktat stb.) és a
sejtek altal termelt anyagok (bikarbonat, laktat). Mé-
diumok elkészitésénél a bikarbondat hozzdadasa utdn
a pH-t altalaban 7,2-7,4 kozé kell beallitani. Mivel a
bikarbonat illékony, idével a tarolas soran a médium
lagos iranyba véltozhat. Ezt a médium indikatora
szinvaltozassal jelzi is, legtobbszor ez mégsem okoz
kiilonosebb gondot, hiszen az inkubatorban a maga-
sabb CO,-tenzi6 a pH-t megfeleld szintre allitja visz-
sza.

Szérum

A taptalajok egyik legfontosabb Osszetevéje a szé-
rum. Ez leggyakrabban fétalis marhasavé (FBS), de
hasznalhato pl. 16szérum, ezek keverékei vagy akar
humdn szérum is. A szérumra azért van sziikség,
mert a sejtek elsopré tobbsége nem élne, nem osztod-
na pusztan szintetikus médiumot tartalmazo taptalaj-
ban. A szérumban tobbek kozott albumin, vastartal-
mu fehérjék (transzferrin), koleszterinforras, inzulin
és szamos novekedési faktor talalhato. A szérum puf-
ferkapacitasa segiti a pH-t fizioldgias tartomanyban
tartani. Aranyét altaldban 5-15%-ra (leggyakrabban
10%-ra) allitjak be. Ez elegend6 ahhoz, hogy a sejtek
megfelel6 egyéb tapanyagok esetén exponencialis no-
vekedésnek induljanak.

Ujabban megvasarolhatok n. szérumkiegésziték
is, amelyekben mesterségesen potoljak a felsorolt szé-
rumalkotokat. Szérumkiegészit6 valasztando, ha egy
specidlis igényl sejtvonalat (pl. neuronalis eredet(i
sejtek) kivanunk tenyészteni. Szamos kiilonb6z6 6sz-
szetételd, elére gyartott szupplemens megvasarolhatd

vagy egyedi igény esetén magunk is megprobalkoz-
hatunk megfelel6 osszeallitasukkal, kiegészitésiikkel.

Szdmos esetben széruméheztetésre kertilhet sor,
a médiumbdl kihagyjuk szérumot. Erre azért le-
het sziikség, mert az adott kisérletet annak jelenlé-
te zavarja (szérumfehérjék megkothetnek bizonyos
gyogyszereket, fluoreszcens festékeket, radioaktivan
jelzett anyagokat). Mivel a szérum sziikséges a sejtek
novekedéséhez, a széruméheztetést a megfelel sejt-
szam elérése utan, maximalisan 24-48 oraig szokas
alkalmazni. A sejtek osztddasa ekkor ledll, hosszabb
id6tartamig fennalld széruméheztetés hatasara pedig
apoptozis is bekovetkezhet.

Régebben gyakran alkalmaztak héinaktivalast, mi-
el6tt a szérumot sejttenyésztésre felhasznaltak volna.
Ennek az az oka, hogy az 56 °C-os, 30 perces keze-
1és a szérum komplementfaktorait és mas, pontosab-
ban meg nem hatarozott sejtnovekedés-gatlo fakto-
rat is inaktivalja. Ez azonban id6- és eszkozigényes,
rdaadasul a kezelés inaktivalhat a sejtek szamara fon-
tos faktorokat is. Amidta az FBS terjedt el az ujszii-
16tt-marhasavo helyett, erre az eljarasra nemigen van
szlikség. Néhany differencialt sejtvonalnal azonban
elképzelhetd, hogy héinaktivélt szérumban jobban
érzik magukat a sejtek. Ilyen esetekben tovabbra is ez
a valasztandé protokoll.

Antibiotikumok

A sejttenyészetek az él6 szervezetbdl kiragadott
monokultdrdk, amelyek nem rendelkeznek immuni-
tassal, ezért a fert6zések, kontamindciok veszélye igen
nagy. Raadasul a hasznéalt médiumok kival taptalajt
jelentenek a baktériumok szamara is. A fertézések
elkeriilése érdekében természetesen a sterilitasi sza-
balyok betartasan tdl nagyon gyakran alkalmazunk
a médiumokban antibiotikus védelmet. Az antibio-
tikumok kivalasztasat és koncentracidjat igyeksziink
ugy bedllitani, hogy effektiv védelmet nyujtsanak, de
ne gatoljak a sejtek novekedését. A leggyakoribb al-
kalmazott kombinacié a 100 U/mL penicillin és 100
ug/mL streptomicin keveréke. Ez elegendd arra, hogy
az Ohatatlanul a médiumba keriild, de kis csirasza-
mu baktériumokat megolje, massziv kontaminaciot
azonban nem képes kivédeni, hiszen nagyon gyorsan
kialakul az antibiotikumrezisztencia.

Komplett DMEM médium készitése
Tajékoztatasul ismertetjiik az egyik leggyakrabban
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hasznalt médium, a DMEM elkészitését és komplet-

talasat.

« A por formaban kaphaté (pl. SigmaO®,
Invitrogen®), 1 L médium készitésére elegendd
médiumot (kb. 10g/L) ~900 mL desztillalt viz-
ben folyamatosan keverve feloldjuk.

A gyartd altal javasolt mennyiségii NaHCO,-ot
(altaldban 2 g) kimérjiik, és a médiumhoz
adjuk. A keverés soran igyekezziink elkeriilni a
talzott buborék/hab képzddést.

« Lehetdség szerint minél hamarabb beallitjuk a
pH-t 7,3 (+0,05) értékre 1 N sosavval.

« Az oldatot desztillalt vizzel 1 L-re egészitjiik ki.

« Hozzaadunk 10% FBS-t (100 mL). Opcionalis:
kionthetiink a médiumbdl 100 mL-t, mielStt az
FBS-t hozzatessziik, igy valéban 10%-os lesz,
valamint a kiontott médiumot kiillén tarolva
késébb felhaszndlhatd olyan esetekben, amikor
a szérumtartalmi médium nem alkalmazhatd.

« Hozzdadunk 10 mL, 100X antibiotikum- torzs-
oldatot (10 000 U/mL penicillin, 10 mg/mL
streptomicin), igy a végkoncentracié 100 U/mL
penicillin és 100 pg/mL streptomicin lesz.

« A komplett médiumot steril fiilke alatt 0,22 pm
porusatmérdjii steril szlirével, ugyancsak steril,
autoklavozott tivegedénybe lesztirjiik.

« Amennyiben e lépések barmelyikét nem tudjuk
rogton elvégezni, érdemes a médiumot lezarni,
lefedni, 4llds kézben ugyanis a bikarbonit CO,
formdjaban id6vel tidvozik a rendszerbdl, a
pH-értékét megvaltoztatva.

« Az FBS-t dltaldban 0,5 L-es kiszerelésben drul-
jak; érdemes 50 mL-es részletekre osztani (steril
edényben, csovekben), és fagyasztva tarolni. Az
antibiotikum-térzsoldatbdl szintén érdemes
legalabb 100 mL-t késziteni, és 10 mL-es alikvo-
tokban, fagyasztva tarolni.

A TENYESZETEK KEZELESE

Passzalas, szuszpenziods sejtek

A tapanyagok fokozatos felhasznalasa miatt id6-
rél-idére sziikséges a médiumot lecserélni a sejtekrol.
Ez végezhetd az eredeti médium megtartasaval vagy
a médium teljes cseréjével. Az elsd esetben is toreked-
ni kell arra, hogy az elhaszndlt médium aranya minél
kisebb legyen, pl. 1 mL sejtszuszpenzidt 9 mL friss
médium oldataval higitunk.

Célszer(ibb azonban a teljes médiumot lecserélni:
ez esetben steril centrifugacsébe, csdvekbe toltjiik a
kivint mennyiségli sejtet tartalmazé szuszpenziot,
majd rovid, kis sebességli centrifugalas utan (1200
rpm, 2 perc) a feliiluszot leontjik (figyelve arra, hogy
a nem tul erGsen letapadt sejteket a cs6 aljarol ne ke-
verjiik fel), majd friss médiumban, néhanyszori fel-le
pipettazassal felvessziik a sejteket.

Amennyiben kitapad¢ sejtkultiranak csak a médi-
umit kivanjuk lecserélni, egyszertien ledntjiik a hasz-
nalt médiumot és ujat pipettazunk a sejtekre. Fontos,
hogy a pipettazassal ne mossuk le a sejteket: iranyit-
suk a pipettét a flaska oldalfalara.

Tripszin

A kitapado sejtkultirak passzalasahoz sziikség van a
sejtek szuszpenzidba vitelére. Ehhez a mechanikus el-
tavolitas — a sejtek lekaparasa valamilyen steril, nem tal
éles végli eszkozzel, pl. sejtkapardval (cell scraper) [8]
- is megfelel lehet, ha nem célunk homogén, kiilonal-
16 sejtekbdl allé szuszpenzié készitése. Mivel azonban a
sejtek erdsen tapadhatnak egymashoz, a mechanikus el-
tavolitds, majd az ezt kovetd kitartd pipettazas sem ele-
gendé homogén sejtszuszpenzio létrehozasara. Passza-
lasnal azért van erre sziikség, mert a sejtek gyorsabban
osztédnak, gyorsabban benovik a rendelkezésiikre allo
feliiletet, ha egyenletesen elosztjuk Gket. Ellenkezd eset-
ben a nagyobb sejtcsoportok, csomak a kontakt inhibi-
ci6 miatt eleve lassabban osztddnak, és egyenetlenebbiil
is oszlanak el a tenyésztGedény feliiletén.

Tripszines emésztés sordn a tripszin a sejtek ko-
zotti fehérje-fehérje, ill. a sejt (membranfehérjék) és
a tenyésztéedény feliilete kozotti kapcsolatokat ron-
csolja el.

A tripszines oldat Osszetétele:

« 0,25% (g/g) tripszin

« 0,5mM EDTA

PBS-ben oldva.

Az EDTA szerepe a Ca** megvonasa, ui. a Ca** fon-
tos kofaktor a sejtek kitapadasahoz. Sok esetben mar
az EDTA-s oldat is elegend6 lehet a sejtek szuszpen-
zioba vitelére, PBS pedig biztositja a fizioldgids ozmo-
tikus koncentraciot és pH-t.

A tripszines passzdlds menete:
A médiumot tartalmazo iiveget tegyiik 37 °C-os
vizfiirdébe, vagy varjuk meg, amig szobaho-

mérsékletiire melegszik.
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« Az elhasznalt médiumot ledntjiik vagy leszivjuk
a sejtekrol.

 1-2 mL steril PBS-sel (vagy akar a tripszinoldat-
tal) mossuk a sejteket, vigyazva arra, hogy a
mosodfolyadék pipettazasakor ne sodorjuk le a
sejteket (célszer(i a tenyésztdedény oldalfalara
irdnyitani a pipettat).

« A mosé leszivasa utan 0,5-1,5 mL (a tenyésztd-
edény feliiletétdl fiiggden) friss tripszinoldatot
pipettazunk a sejtekre, és meggy6z3diink arrol,
hogy a teljes feliiletet ellepi az oldat.

o 37 °C-os termosztatba helyezziik a tenyészetet
2-15 percre (az id6tartam fiigg a sejttipustol, ill.
a tripszin min6ségétol, az optimalis id6t egyéni-
leg kell meghatarozni).

« Az inkubalas utan a szuszpenzioba keriilt sejte-
ket (a flaska enyhe {itogetésével meggyorsithat-
juk a folyamatot) steril csében lecentrifugaljuk
(500 rpm, 5 perc, vagy mikrocentrifugaban 10
masodperc ,,pulse” tizemmoddban), a feliliszot
leontjiik, és a sejteket friss, komplett médiumba
felvessziik.

« Mivel a komplett médium tartalmaz szérumot,
az pedig antitripszint, a tripszinezés utan mosas
nélkil is felvehetjiikk a sejteket, tigyelve arra,
hogy a tripszin alaposan kihiguljon (legalabb
30-50-szeresre).

o A szuszpenziot Uj, steril tenyésztéedénybe
helyezziik, azt pedig a 37 °C-on termosztatba.
Ugyeljiink arra, hogy flaskdban a sejtszuszpen-
zi6 egyenletesen iilepedjen le (korkorés mozdu-
latok, a flaska sziikségtelen razasat keriiljiik).

Fontos megjegyezni, hogy a tripszines emésztés va-
lamilyen mértékben mindig karositja a sejteket, ezért
annak id6tartamat érdemes a még sziikséges mini-
mumra csokkenteni.

Sterilizalas, filtralas

Eszkozok

A sejttenyésztés elengedhetetlen feltétele a sterilitas
megteremtése. Minden olyan eszkoznek, oldatnak,
edénynek, amely a sejtekkel kapcsolatba keriilhet,
sterilnek kell lennie. Pipettdk, mlianyag tenyésztd-
edények, Petri-csészék, centrifugacsovek megva-
sarolhatok steril csomagolasban. Ezek az eszkozok
egyszer haszndlatosak, ui. a gyart6 y-besugdrzassal
sterilizal, amire normalis laboratériumi koriilmények

kozott dltaldban nincs mdd, az autoklavozas héfokat
pedig nem mindegyik mlianyag eszkoz birja.

Az tivegeszkozoket, ill. azon oldatokat, tapfolyadé-
kokat, amelyek minésége hoékezelésre nem valtozik,
autoklavozhatjuk: 120-130 °C, fél o6ra idStartamig
elégséges sterilitdst ad. Ugyeljiink arra, hogy az au-
toklavban legyen elegendd viz, ill. hogy az tivegedé-
nyeket lazan zarjuk csak, igy a forr6 vizg6z a bels6é
feliiletiiket is fertGtleniti.

Tapoldatok sziirése

A tapfolyadékok tobbségét nem célszerti auto-
klavozni vagy egyéb hoéhatasnak, kémiai hatasnak
kitenni, ezért itt a valasztott sterilezési modszer a
szlirés. Az oldatokat (természetesen el6zetesen ste-
rilizalt vagy sterilen megvasarolt) filteren sztirjik at,
talnyomas vagy ellenkez6 oldali szivas (vakuum) se-
gitségével [9]. A filter porusatmérdje legfeljebb 0,22
pum lehet. A szintén kaphat6 0,4 pm pdrusatmérojii
filterek csak eldszlirésre alkalmasak, hiszen szdmos
baktérium atmérdje ennél kisebb. Meg kell azonban
jegyezni, hogy a 0,22 pm poérusatmérdji filter sem
véd meg minden kdérokozo6tdl: a virusokat nem sztiri
ki, ill. a sajnos nagyon gyakori mycoplasmat sem.

»Lamindr boksz”

A sejttenyészetekkel valo foglalkozas soran kiilo-
nos gondot kell forditani arra, hogy a kialakitott ste-
ril kértilményeket fenntartsuk. Az Gn. lamindr boksz
olyan fiilke, amely egyenletes, sziirt légaramlatot biz-
tosit, igy a fiilke alatt dolgozva a nyitott edényekbe
a levegébdl bekeriilé kontaminacié esélyét csokkenti.
A fiilke lehet negativ vagy pozitiv nyomasu. A negativ
nyomasu a fiilkét hasznal6 személyt védi elsésorban,
veszélyes (pl. M. tuberculosis) anyagokkal val6 mun-
ka soran (egyenletes légaramlas - ,légfiiggony” mel-
lett) a fiilke alatti levegé a negativ nyomas miatt nem
keriilhet ki kozvetleniil a kinti térbe. Pozitiv nyomas
esetén az aramoltatott levegs egy része a nyitott fiilke
ajtajan kiszokik, viszont ez a pozitiv nyomas a kinti
leveg6 szall6 részecskéit, a potencidlis kontamindciot
Hkiftjja”

A laminar boxok filterei (amelyek a laminaris
aramldsu leveg6bdl kiszlirik a lebegd részecskéket)
id6szakosan cserére szorulnak. Ugyancsak ellendriz-
ni kell megfeleld miszer segitségével a bekapcsolt
tiillké belsejében a levegében talalhato részecskék sza-
mat. A legtobb fiilke rendelkezik beépitett UV lam-
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paval. Bekapcsolasaval ( ha a fiilke zart és a ventilacio
ki van kapcsolva) a fiilke bels feliiletét, terét lehet
sterilizalni: 15 perc UV megvilagitds a munka meg-
kezdése el6tt és utan elegendo.

A fiilke alatt végzett munka szabdlyai;

« Minden edényt, tenyésztéflaskat, médiumot
tartalmazo tiveget, steril pipettahegyek dobozat
csak addig nyitjuk ki, amig dolgozunk vele,
utdna azonnal visszazarjuk.

o Kesztytt kell hasznalni.

« Nyitott edény felett nem nyulunk at, mert a
pipettahegyrdl vagy a keziinkrdl beszennyez-
hetjiik a sejtkulturat.

o Az edények, flaskak kupakjat fejjel lefelé tegyiik
le, igy annak steril felillete nem ér a fiilkéhez
vagy mas, a fiilkében talalhaté targyhoz.

« Bunsen-ég6 hasznalata; bezaras el6tt az edények
szajat, ill. a kupakokat rovid ideig (1-2 s) ,,leéget-
hetjiik” Bunsen-langban - fontos, hogy Bunsen-
langot csak bekapcsolt laminaris aramlds esetén
hasznaljunk, és soha ne hagyjuk feliigyelet nél-
kiil vagy a kelleténél tovabb bekapcsolva!

« A munka megkezdése el6tt 15 percre kapcsoljuk
be a filke UV lampadjat. A munka végeztével
alkoholos dezinficialéval a munkalapot t6roljik
at, majd ismét kapcsoljuk be az UV-t szintén kb.
15 percre.

A TENYESZET KONTAMINACIOJA

Felismerés

A kontaminaciot okozhatja baktérium, gomba, vi-
rus, mycoplasma vagy akar egy masik eukariota sejt-
vonal, sejttipus is.

A bakterialis kontaminaciot konnyd felismerni,
mert a populacié novekedése joval gyorsabb, mint
a sejteké: kétoranként megduplazdédhat a baktériu-
mok szama. Ezt jelzi a médium gyors lesavanyodasa
(a médium pH-indikatora sarga szinre valt), zava-
rossa valasa. Sokszor az inkubdtort kinyitva mar jel-
legzetes szag fogadja a kutatdt. Mikroszkop alatt mar
kozepes nagyitassal is jol megfigyelhetdk a nyiizsgd
baktériumok. Antibiotikus védelem mellett a bakté-
riumok szaporodasa lassabb lehet, de amint kialakul
az antibiotikumrezisztencia, felgyorsul a folyamat.
Altaléban a tenyésztett sejtek elhaldsa is bekovetkezik
a baktériumok hatasara.

Gombds kontamindacié szerencsére joval ritkabb,
kevésbé fulminans, és mikroszképban szintén kony-
nyen felismerhet6 jellegzetes morfoldgidja alapjan.

A virusfertézések sajnos kevésbé feltlindek, sok-
szor csak a sejtek latszolag indokolatlan pusztulasa
hivhatja fel a figyelmet rd. Hagyomanyos sterilezési
eljarasok elégtelenek a virusok eliminaldsara, a viru-
sok a filtereken dtjutnak, ill. maga a sejt hordozhatja
a virust intracelluldrisan. Amennyiben nem ismert,
megbizhaté forrasbdl szarmazd sejtvonalat alkalma-
zunk, a sajat biztonsagunk érdekében is kiilondsen
tigyelniink kell a sterilitas betartasara. Primer, kiilo-
nosen human eredet( sejtek tenyészetében hepatitis-,
HIV-virus is el6fordulhat.

A mycoplasma altal okozott kontamindcié sajnos
nagyon elterjedt, és kivédése is nehéz, mivel intracel-
lularis korokozd. A kereskedelmi forgalomban kap-
haté szérumok is nagyon gyakran mycoplasmaval
fertézottek, ill. a garantaltan mycoplasmamentes szé-
rumok sokkal dragabbak. A kontaminacié megléte
nehezen fedezhetd fel, viszont kisérleti eredményiin-
ket megzavarhatja. Ilyen a mycoplasma hatasa a per-
oxidaz/katalaz aktivitasra, ami szignifikdnsan befo-
lydsolhatja pl. egy H,O,-vel kivaltott oxidativ stressz
kisérlet eredményeit. A mycoplasma felfedezésére
szamos kit all rendelkezésre, in vivo festési technikdk
vagy PCR alapu detekcios eljarasok egyarant.

Els6sorban primer kultirandl, de tobbféle, nem
kell§ koriiltekintésel kezelt, immortalizalt sejtvonal
tenyészetében is el6fordulhat a sejttipusok keveredése.
Csekély szamu, akdr egy-két rossz helyre keriilt sejt
is okozhat komoly problémat, hiszen mar minimélis
elénnyel rendelkezve is néhany generaciot kovetéen
tulsulyba keriilhet, ,talnéheti” a masik sejtvonalat.
Primer kultaranal leggyakoribb a fibroblastszennye-
zés; ez a médiumot illetéen viszonylag igénytelen sejt,
gyorsan osztddik.

Kezelés, a sejtvonal megmentése

A kontaminaci6 elkertilésének alapja a preciz, steril
munka, a fiilke rendeltetésszert hasznalata, steril, egy-
szer haszndlatos eszkozok, antibiotikumok alkalmaza-
sa. Gyakori médiumcsere nem csak a sejtek tapanyag-
forrasat hivatott szolgalni, de az ohatatlanul bejuté
baktériumok megtelepedésének esélyét is csokkenti.

A kontamindcid felfedezése utan az elsé dolog
a még meg nem fert6zott kultdrdk elkiilonitése, és
amennyiben lehetséges, a kontaminacié forrasanak
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felkutatasa. Ha rendelkeziink lefagyasztott, biztosan
kontaminaciomentes sejtekkel, a kontaminalt kulta-
rat dobjuk ki, és olvasszuk fel a tarolt torzset.

A médiumokat, torzsoldatokat, ha szemmel latha-
téan kontaminaltak, mindenképpen, de ha nem va-
gyunk biztosak benne, akkor is célszert kionteni és
uj, friss oldatokat késziteni (esetleg opcio lehet a mé-
dium ujboli sziirése is). Az inkubétor dezinficialasa
(és amennyiben sziikséges, a filterek cseréje), a hasz-
nalt eszkozok Gjboli sterilezése, a nem steriliezheték
kidobasa ugyancsak elvégzendo.

Még korai fazisban és nem podtolhatd sejtek kon-
taminaléddsakor megprobalkozhatunk a kontamina-
ciomentesitéssel. E18szor is a sejteket steril, biztosan
kontaminaciémentes médiumban kell mosni, majd —
ha baktériumfertézés tortént — antibiotikus kezelést
alkalmazni (ha eredetileg is alkalmaztunk antibioti-
kus védelmet, természetesen valtani kell mas tipusu,
mas hatdsmechanizmust antibiotikumra). Gyakori
médiumcsere is hasznos lehet, esetleg tobb, kiilon ke-
zelt kisebb csoportra osztva a sejteket novelhetjiikk a
sikeres dekontaminaci6 esélyét.

Virusfertézésben nem sok lehetéségiink van,
célszerti Uj, virusmentes torzzsel djrakezdeni a te-
nyésztést, és a fert6zott sejteket kidobni. Mycoplas-
mafertézés lekiizdésére viszont ma mar kaphatdk
meglehetésen hatasos kitek, amelyekkel a sejtvonal
megszabadithaté a mycoplasmatol. Ugyanakkor si-
keres mycoplasmamentesitést kovetéen fontos a mo-
nitorozas, ill. a tovabbiakban biztosan mycoplasma-
mentes médiumok alkalmazasa.

Masik sejttel, sejtvonallal tortént keveredés utdn
egyetlen valasztandd megoldas a fagyasztva tarolt,
homogén sejtkultira Gjrainditdsa. Ugyanakkor pri-
mer, nem osztodo sejtek esetén a fibroblastok nove-
kedésének megakadalyozasara alkalmazhatunk mité-
zisgatlo citozin-arabinozidot (Ara-C). Nem tiinteti el
a fibroblastokat, de megakadalyozza, lassitja az osztd-
dasukat, igy a primer sejtek tulstlya tovabb megma-
rad. Szintén alkalmazhat6 primer sejteknél, kisszamu
sejt esetén sztereomikroszkop alatt a morfologiai je-
gyek alapjan elkiilonitve a nem kivant sejttipus me-
chanikus elpusztitasa (pl. vékony steril tiivel).

FAGYASZTAS, FAGYASZTASBOL VALO FELOLVASZTAS

Mivel még az immortalizalt sejtek sem tenyésztheték
a végtelenségig, valamint a kontaminacié veszélye

miatt a sejtvonalakat tobb részre osztva, hosszu tavon
folyékony nitrogénben fagyasztva taroljuk. Egy uj
sejtvonalbol izolaldsa vagy beszerzése, vasarlasa utan,
minél hamarabb, néhany passzalas utan célszert le-
fagyasztani sejteket, 2-3 egymast kovetd passzalasbol
kiilon-kiilon.

Fagyasztas sordn a lassu fokozatos fagyasztas, vala-
mint un. ,,cryopreservative” anyagok hozzaadasaval|
(dimetil-szulfoxid (DMSO), glicerin] gatoljuk meg a
jégkristalyok kialakulasat és a sejtek struktirajanak
sériilését.

A fagyasztds menete:

 Kb. 109 log-fazisban 1év6 sejt, legalabb 90% via-
bilitassal.

« Szuszpenzioba hozzuk a sejteket (kitapado sej-
tek esetén tripszinezéssel, szuszpenzios kultura-
nal elegendd centrifugalds utan friss médium-
ban felszuszpendalni).

« Lecentrifugaljuk (1200 rpm, 2 perc), majd 1-2
mL fagyaszté médiumban reszuszpendaljuk a
sejteket (komplett tenyésztémédium 5-10%
DMSO-val kiegészitve; a fagyaszté médiumot a
DMSO hozzaadasa utan sziirjik!).

o 2 mL-es, steril, un. ,cryo-vial’-ba, fagyaszto-
csovekbe toltjikk a sejtszuszpenziot (1mL/cs6)
[10].

« -70 °C htitébe helyezziik a csdveket, vagy még
jobb, ha specidlis fagyasztéval szabalyozottan
hitjiik le (controlled rate freezer [11]).

o 24 6ra mulva a csoveket attessziik folyékony nit-
rogénes (196 °C) tartilyba, ahol hosszt ideig
tarolhatok [12].

« Fontos a folyékony nitrogénes tarolé nyilvan-
tartdsanak naprakész vezetése, ami nagyban
megkonnyiti az esetenként tobb szaz, évekkel
korabban lefagyasztott minta megtalalasat.

Sejtek kiolvasztdsa:

» Készitsiik eld a sejtek tenyésztéséhez sziikséges
médiumot és a tenyésztoflaskat.

» Vegyiik ki a nitrogénbdl a sejteket tartalmazo
csovet.

 Hagyjuk szobahémérsékleten kiolvadni.

« Centrifugalast kovetéen mossuk egyszer komp-
lett tenyésztéoldatban, majd pipettazzuk at a
médiumot tartalmazé flaskaba.

o 24 6ra mulva cseréljiink médiumot, igy a lassab-
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ban ilepedd, ki nem tapado, elhalt sejtektdl,
sejttormelékt6l megszabadulva az életképes sej-
tek talsulyba keriilnek.

A TENYESZET SEJTJEINEK OSZTODASA,
SEJTSZAMVALTOZASOK

Populacid, novekedés
Médiumcsere nélkiil a sejtek szama idében szig-
moid gorbe lefutasat mutatja. Kezdetben exponen-
cidlis novekedés figyelheté meg (ezt megelézi egy
»lag”-fazis, amely a sejteknek ahhoz sziikséges, hogy
a tripszinnel valé kezelés, az el6z6 elhasznalt, tap-
anyagban szegény, savas médium okozta stagnalas
utan ismét log-fazisba keriiljenek. A log-fazis végén a
tapanyagok elfogyasaval lassulas kovetkezik be, majd
a sejtek osztddasa teljesen ledll, s6t friss médium ada-
sanak elmulasztasa esetén apoptozis és sejtszamcsok-
kenés kovetkezik be [13].
A sejtek szamara idedlis koriilmények kozott —
log-fazisban — a kovetkezd sejteket figyelhetjitk meg:
« El8, nyugalmi fazisban (G0) 1évé sejtek (kitapa-
do sejtek esetén ellapult, széles citoplazmaval,
laza kromatinszerkezeti maggal rendelkezd sej-
tek): >85-90%.
o Osztodd sejtek (lekerekedett sejtek, keskeny
citoplazma, ,,denz” kromatin): 1-10%.
« Apoptotikus sejtek, elhalt sejtek, sejttormelék
(kisebb, kontrasztosabb részecskék, lebegnek
vagy mas sejtekhez tapadhatnak): < 5%.

Ez az atlagos Osszetétel természetesen optimalistol el-
tér6é koriilmények kozott megvaltozhat, ezért célsze-
rli a sejtek fenntartdsa esetén naponta egyszer, a mé-
dium szine (pH) és a sejtstirtiség megitélése mellett
mikroszképban is ellendrizni a sejtkulttrakat.

Szinkronizacio

Szinkronizalas alatt azt értjiikk, hogy minden sejt
(de legalabbis a sejtek nagy tobbsége) a sejtciklus
ugyanazon fazisaba keriil (pl. G1, S, G2). Ennek el-
érésére széruméheztetést, timidint vagy egyéb kémiai
agenst alkalmaznak, amellyel a sejteket valamelyik
tazisban megallitjak, amig az Osszes sejt ugyanazon
fazishoz nem ér. A helyes modszer megvélasztasa
sejtfiiggd, és nem utolsd szempont a sejtek atlagos
ciklusidejének ismerete.

Az itt ismertetett protokoll szerinti szinkronizalas el-
végzése a HeLa sejtekben a sejtciklus G1/S fazisban
valé szinkronizaciojat okozza, amely 1-2 sejtciklus
idejéig fennmarad:
+ Novessziik a sejteket standard DMEM + 10%
FBS médiumban kb. 40% konfluenciaig.
+ Adjunk a médiumhoz 2 mm végkoncentraciéju
timidint (torzsoldat legyen kb. 20-szoros; 40
mm oldva PBS-ben).
« Inkubaljuk 37 °C-on 19 ¢raig (fontos az idé
betartdsa!).
» Mossuk a sejteket 3-szor steril PBS-sel.
o Adjunk friss (timidinmentes) médiumot, és
ujabb 9 draig inkubaljuk a tenyészetet 37 °C-on.
o Ismét 2 mm timidint adjunk a médiumhoz és
inkubdljuk 16 éraig 37 °C-on.
+ A sejtek G1 fazisban vannak, 4j, timidinmentes
médiumban szinkronizédltan fognak belépni a
sejtciklus kovetkez6 fazisaba (S) [14].

A sejtszam monitorozasa

Gyakorlattal rendelkez6 kutato a sejttenyésztd flas-
kan attekintve az oldat fényszorasabol vagy a feliiletre
kitapadt, szabad szemmel is lathaté6 monolayerbdl is
jo kozelitéssel meg tudja mondani, mennyi sejt talal-
haté a médiumban, vannak azonban ennél pontosabb
és informativabb mérési lehetdségek.

Talan legegyszer(ibb Biirker-kamra hasznalata
[15], ahol az osztott feliiletd targylemez és 0,1 pm ta-
volsagra 1év fed6lemez kozé cseppentjiik a sejtszusz-
penzidt, majd mikroszképban leszamoljuk a sejteket.
Elvégezhet6 festés nélkill is, de célszerii a sejtekhez
1:10 aranyban 2%-os tripankék oldatot adni. Ez az
un. vitdlfestés az €16 sejteket nem, csak az elpusztult
sejteket festi kékre, igy a sejtek szama mellett azok
viabilitdsat is megmeérhetjiik.

A Biirker- kamranal pontosabb eredményt kap-
hatunk, ha sejtszdmldlé automatdban is meg tudjuk
mérni a sejteket. A rutin klinikai laboratériumokban
hasznalt vérképes automatdk un. nyitott moédban al-
kalmasak homogén sejtszuszpenziok mérésére, és
szemben a Biirker- kamraban leszamolhaté néhany
szaz sejttel, az automata tobb ezer sejtet mér le pilla-
natok alatt. A fényszorasi értékek ismeretében (for-
ward scatter, side scatter) a sejtek méretérdl, morfolo-
gidjardl is informdciot kaphatunk.

Nagyszamu sejtet tartalmazé mintaban a sejtek
dssztomege is informativ lehet, s6t teljes kiszaritas
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el6tt és utdn megmérve azt, a nedves és szdraz sulyt is
megkapjuk. Pontos tomegmeéréshez analitikai mérleg
(0,1 mg-os érzékenység) és legalabb 80-100 mg ned-
ves suly sejt kell. Az utobbi mennyiség mar elegendé
ahhoz, hogy elfogadhaté hiban beliil tudjuk a sejtiile-
dékrol a feliiluszot leszivni és a sulymérést nedves és
szaraz suly esetén is elvégezni.

A sejtek alkotéinak, pl. a DNS vagy a fehérjék izo-
lalas utani mennyisége is egyenesen aranyos a kiin-
dulasi sejtmennyiséggel. Habdr a fehérjemennyiség
meghatdrozdsa altaldban nem az elséként valasztott
modszer sejtnovekedés ellenérzésére, nagyon gyak-
ran alkalmazzuk viszonyitdsi alapnak egyéb sejt-
alkotok koncentracidjanak mérésekor. Ionok, pl. a
kalcium vagy a kis molekuldk, metabolitok, pl. glii-
koz-6-foszfat koncentraciojat sejtfehérjére vonatkoz-
tatjuk (mmol/g protein vagy mg/g protein).

A sejtciklus kovetése

A mikroszképos megfigyeléssel csak durva becs-
léssel allapithatjuk meg az osztodd sejtek szamat,
azonban a sejtciklus egyéb fazisaiban 1év6 sejtek vizs-
galatahoz festés sziikséges. A propidium-jodid fluo-
reszcens festék, amely a kettds szala DNS (vagy RNS)
lancaiba interkaldlodva fest. Az €16 sejt membranjan
nem jut 4t a festék, viszont az elpusztult vagy fixalt
sejtekbe bejut, és a festédés mennyisége ardnyos lesz
a sejtekben talalhaté DNS (RNS) mennyiségével. A
megfestett sejteket legkonnyebben dramlasi cito-
méterrel (flow citométer) mérhetjiik le, igy minden
(tobb ezer) sejt fluoreszencidjat és az azzal aranyos
DNS-mennyiségét kiilon-kiilon le tudjuk mérni.

A propidium-jodid-festés menete:

« Nagyjabdl 10°-10° homogén, kiilonallé sejtek-
bdl allo szuszpenziot készitiink, PBS-ben mos-
suk.

« Lecentrifugaljuk (kb 8-10 s, pulzus izemmod-
ban), majd 50 pL kivételével a feltiltszot lesziv-
juk.

« A maradék 50 uL PBS-ben a sejteket alaposan
felkeverjiik, majd cseppenként 1 mL jéghideg
(az eljaras elott fél oraval —70 °C-es hiitében
htthetjiik le), 96%-os alkoholt adunk a minta-
hoz. Minden csepp utén vortexszel dsszekever-
jiik. Ez a felszall6 sorozatu alkoholkezelés fixalja
a sejteket, valamint kioldja a lipidkomponense-
ket, igy atjarhatdéva valik a sejtmembran a propi-
dium-jodid szamara.

+ A mintat 2-szer mossuk PBS-ben. Az etanolfi-
xalt sejtpellet konnyebben felkeveredik a feliil-
uszé leszivasakor, igy fokozott dvatossag sziik-
séges e miivelet elvégzésekor.

« A sejteket 1 mL propidium-jodid-oldatban
szuszpendaljuk fel (az oldat Osszetétele: PBS,
0,1% Triton X-100, 20 pug/ml propidium-jodid,
0,2 mg/ml RN-4z A). A Triton X-100 detergens,
a festék sejtbe vald bejutasat segiti el6, az RN-az
A pedig a RNS molekulakat bontja le, igy csak a
kett6s szala DNS fog jelolédni. A propidium-jo-
did karcinogén, ezért megfelel6 edvigyazatossag
sziikséges! Borre keriilve b6 vizzel azonnal mos-
suk le!

o 30 percig inkubdljuk szobahémérsékleten,
sotétben,

+ A mintakat mosas nélkiil, azonnal vizsgalhatjuk
flow citométerrel, 610 nm hulldmhossza fluo-
reszcens detekcioval.
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10-1. dbra, a, b, c. Jurkat-sejtek propidium-jodid-festédése
(1)
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10-2. dbra. Jurkat-sejtek propidium-jodid-festédése (1)

A 10-1. a, b, c dbra és a 10-2. dbra Jurkat-sejtek propi-
dium-jodid-festédését mutatja. A legnagyobb cstics a
GO, G1 fazisban 1évé sejtek (M1), a masodik, kisebb
csucs a G2 fazisban 1év4, dupla DNS-tartalmu, ezért
nagyjabol dupla mennyiség propidium-jodiddal je-
1616d6tt sejtek szamat adja meg (M3). A kettd kozotti,
atmeneti régi6 az S fazisu, DNS-replikaciot folytatd
sejteket mutatja (M2). Ezeken a csoportokon kiviil
el6fordulhat nagyobb mennyiségii jelolés (triploid,
multiploid sejt, esetleg két vagy tobb sejt Osszetapa-
dasat a miszer 1 sejtnek érzékeli) vagy kisebb (apop-
totikus vagy elhalt sejtek).

Apoptozis kimutatasa

Az apoptozis fokanak mérése egyrészt a sejtte-
nyésztés optimalis koriilményeinek beallitdsara is
kivaléan alkalmas, de még gyakrabban alkalmazzak
konkrét kisérletekben a sejtek életképességének fel-
mérésére. Az apoptdzis tobb mddon is detektalhato,
pl. a DNS-fragmentaci6 vagy a kaszpazaktivitds mé-
résével, tovabba a foszfatidil-szerin membran transz-
lokacidjat kimutaté Annexin-V-vel.

Az utébbi modszer esetén €16, fixalatlan sejteket
rovid (15 perc) ideig propidium-jodid és fluoresz-
ceinnel konjugalt Annexin-V keverékével inkubal-
juk. A propidium-jodid az elhalt sejteket festi, mig az
Annexin-V minden olyan sejthez kotddik, amelyen
bekovetkezett a foszfatidil-szerin membran transzlo-
kacidja. A jelolés utan flow citometriaval detektalha-
tok a sejtek.

Négy csoportot kiilonithetiink el:

1. El6, egészséges (kettés negativ) sejtek.

2. El6, apoptotikus (Annexin-V-pozitiv, propidi-
um-negativ) sejtek.

3. Apoptozisban elhalt sejtek (kettds pozitiv).

4. Nekrotizalt sejtek (propidium-pozitiv) [16].

DETEKTALAS - A SEJTKULTURA ALLAPOTANAK
ELLENORZESE, AZ ALLAPOT VALTOZTATASA

Az immunhisztokémia, immunfluoreszcencia, Wes-
tern blot, Southern blot, PCR médszer alanyai termé-
szetesen nagyon gyakran sejttenyésztésbdl szarmazo
sejtek, mintak. Valamennyi kisérleti technikat, mérési
modszert azonban lehetetlen itt részletesen targyal-
ni. Ehelytitt a kordbban mar emlitetteken kiviil azo-
kat emlitjiik meg, amelyek in vivo vizsgaljak a sejte-
ket, vagy magaval a sejttenyésztés technikdjaval mint
modszertannal dsszefliggésbe hozhatok.

A médium Osszetételének valtozasa
A sejtkultura allapotat nemcsak a sejtszam, a sejt-
osztddas mérésén keresztiil derithetjiik ki. A médium
rengeteg informacidt tartogat: a sejtek altal elhasznalt
anyagok vagy a sejtek dltal termelt és médiumba ki-
valasztott anyagok vizsgalatanak jelentés szerepe van.
Ilyenek pl.:
o glikoz, laktat, pH (a metabolizmus éllapota,
novekedés nyomon kovetése),
o Osszetétel ellendrzése (pH, ionok, aminosavak),
« felhasznalt anyagok (pl. radioaktiv izotop felvé-
tele),
« kivalasztott anyagok detektalasa (laktat, export
fehérjék).

Kiilonosen a sejtek dltal termelt fehérjék keriilnek
gyakran a megfigyelés kozéppontjaba. Ezek lehetnek
- a teljesség igénye nélkiil - hormonok, extracellu-
laris matrixfehérjék, immunglobulinok, de a sejtel-
halas termékei is: laktat-dehidrogendz, kretin-kindz,
troponin stb. Fontos megjegyezni, hogy ez esetben a
szérumtartalmi médiumot szérummentesre kell cse-
rélni, majd bizonyos id6 elteltével mintat gyiijteni a
fehérjék detektalasahoz. Tul rovid id6 kis kivalasztott
fehérjemennyiséggel, tal hosszi pedig a szérumé-
heztetésbol fakadé nem kivant mellékhatasokkal jar;
alapesetben 24 dra utan célszert a mintavétel.

In vivo detektaciés modszerek

A mikroszkép minden sejtekkel foglalkozé labora-
torium elengedhetetlen kelléke. Sziikséges egy inver-
talt mikroszkdp, amelynek targyasztalan a tenyész-
toflaska elfér, igy barmikor ellendrizheté a sejtek
osztddasa, kitapadasa, morfoldgidja.

Ha sejtiink fluoreszcens anyagot tartalmaz, pl.
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Green fluorescent proteint (GFP-t) termel, vagy fluo-
reszcens festéket juttattunk a sejtekbe (pl. Fluo3 fes-
téket, amely a Ca**-hoz kotédve zolden fluoreszkal)
sziikség lehet fluoreszcens mikroszképra.

Fluoreszcens spektrofotometria alkalmazhatd; szin-
tén él6 sejteket vizsgalnak, altaldban sejtszuszpenzi-
6ban, de specialisan kialakitott kiivettaban feddle-
mezre kitapadt sejteket is elhelyezhetiink. Az elébb
emlitett Ca**-festéket tartalmazé sejteket fotométer-
ben pontosabban és nagyobb szamban mérhetjiik
meg, mint mikroszépban.

Transzfekcio

Transzfekcidnak nevezzik azt a mddszert, amikor
kiviilrél juttatunk a sejtbe nukleinsavat. Amennyiben
ezt virussal tessziik, szokds transzdukciérol beszélni.
A transzfekcid, transzdukcié (amennyiben szandé-
kos) célja, hogy a sejtek fehérjeexpresszios profiljat
megvaltoztassa (akar Uj fehérjék termelédnek, akar
meglévok szintje né vagy csokken), ezaltal a fenoti-
pus megvaltozzék.

Mivel ezek a nukleinsavak meglehetésen nagy mo-
lekuldk, a sejtmembranon vald atjutast elésegiti un.
transzfekcios dgensek alkalmazasa (Iényegét tekint-
ve kationos lipid, liposzomat alkotva beolvad a sejt-
membranba, tartalmat a sejt belsejébe tiritve), vagy
elektroporécié felhasznaldsa, amikor elektromos tér
hatasra ideiglenes podrusok, lyukak keletkeznek a
membranban. Virus dltali transzdukcié is széba johet,
amelynek el6feltétele, hogy a virus genomjanak tar-
talmaznia kell az adott fehérjét kodolo szekvenciat.

A bejuttatni kivant nukleinsavat leggyakrabban
expresszios vektorban (moddositott plazmid) koédol-
jak. Sikeres transzfekcié utdn a sejt termelni fogja
azt a fehérjét, amelyet a vektor kodolt. Egy GFP-t
kodold szekvenciat beillesztve a vektorba (akar ugy,
hogy transzlacidkor az expresszalni kivant fehérjé-
vel un. kimérat, kozos fehérjét alkosson a GFP, akar
két kiillonallo fehérjetermékként) monitorozhatjuk a
transzfekcio sikerességét.

A transzfekcid lehet atmeneti vagy allandd. Az
utobbi esetben a transzfektalt szekvencia beépiil a sejt
sajat genomjaba. Altalaban elegendd az ideiglenes
transzfekciod, de ha stabil transzfekcio a célunk, szik-
séges egy szelekcids marker beépitése is. Ilyen pl. egy
toxikus anyag rezisztenciagénje. A geneticin (G418)
a legtobb sejtre toxikus hatdassal van, de ha transzfek-
taljuk a sejteket a rezisztenciagénnel (egy kozos vek-

torban mas génnel egylitt), akkor csak azok a sejtek
maradnak életben és szaporodnak, amelyek genetikai
allomanyaban a vektor (és benne a rezisztenciagén)
stabilan megtalalhatd.

A géncsendesités (RNA silence) fiatal modszer, de
gyorsan népszer(i lett sokoldalt felhasznalhatdsiaga
miatt. Egy rovid (20-25 nukleotid hosszusagu), un.
siRNS-t (short interfering RNA) juttatnak a sejtekbe,
amelyek egy adott, komplementer szekvencidju gén
expressziojat csokkentik azaltal, hogy a messenger
RNS-hez kétédve annak lebomldsat, degradaciojat
okozzak. Az siRNS-ekkel a sejtek természetes me-
chanizmusat hasznaljuk ki: normalis sejt is hasznal
siRNS-t és mikroRNS-t, egyrészt a viralis, parazitas
fertdzés elleni védekezOdmechanizmusban, masrészt
az siRNS-ek a fehérjeexpresszio fontos szabalyozo
elemei [17].

Allatkisérleti modellek

El6zmények

Természeténél fogva allatkisérlet végzése sok-
kal régebbre tehetd, mint a sejtes modellek. Mar az
okori gorogoktol (ARISZTOTELESZ) és romaiaktdl
is maradtak feljegyzések allatkisérletek végzésérol.
GALENUs a masodik szdzadban, mivel a rdmai biro-
dalomban az emberi boncolas tilos volt, majmokon
és sertéseken elvégzett vizsgalatokbol kiindulva és
azokat az emberi szervezetre is érvényesnek tartva
alapozta meg az anatdmia, a patoldgia, a fiziologia, a
neuroldgia tudomanyat. Felfedezte, hogy az erek két
csoportba oszthatok: artéridkra és vénakra, ugyan-
akkor tgy gondolta, hogy ezek két kiilonallé rend-
szert alkotnak, a vénas vér a majban, az artérias a
szivben termelddik. GALENUS keringési rendszerrdl
alkotott tanai egészen 1628-ig kitartottak, amikor is
WiLLiaM HARVEY bebizonyitotta, hogy a sziv pum-
paként keringteti a vért.

A XII. szazadban az arab vilagban AVENZOAR em-
beri boncoldson kiviil allatkisérleteket is alkalmazott
a sebészeti beavatkozasai tesztelésére, miel6tt embe-
reken végrehajtotta volna azokat. A kozépkorban és
azt kovetden is gyakori kisérleti alanyok voltak az
allatok, a ,modern” tudomany pedig, habar szamos
kritika érte és éri allatvédelmi szempontbdl, egyeldre
nem taldlt tokéletes helyettesitést, és tovabbra is kény-
telen dllatokat felaldozni a kisérletek oltaran.



Sejtkulturak, sejttenyésztés a klinikai kutatdsban 217

Bevezetés

Allatkisérletekre altalaban akkor keriil sor, ha az
egyszer(ibb modellek, mint pl. a sejtkultirdkon vég-
zett kisérletek sikeres, uj felfedezéseket hoztak, vagy
igazoltak egy elméletet, és a kutatok szeretnék ma-
gasabb szervezddési szinten is megvizsgalni az adott
problémat. Hasonldan éllatkisérleteket végeznek, ha
a felvetett tudomanyos cél eleve nem vizsgalhato sej-
teken, mert szoveti, szervi vagy szervrendszeri folya-
matokat kivannak vizsgalni. Ehelyiitt nincs méd arra,
hogy a szamtalan kisérleti mddszert ismertessiik,
ezért a tovabbiakban néhany altalanos szempontot
emeliink ki az dllatokkal valé tudomanyos munkaval
kapcsolatban.

Mintavétel

Az allatkisérletek tobb csoportba oszthatok:

« Mintavétel nincs, az allatot ,egészben” vizsgal-
juk. Megfigyelhet6 a viselkedése, a tiinetei, meg-
ismerhet6 afiziologidja, utddai, megvizsgalha-
tok képalkoto eljarassal, boncolassal belsé szer-
vi elvaltozasai stb.

« Azallat ,csak” a minta forrasa, pl. bizonyos sej-
teket izolalunk vagy bizonyos szoveteket, szer-
veket (pl. izolalt szivperfuzios kisérletek), ame-
lyeken azutan magat a kisérletet elvégezziik.

+ A kiilonboz6 kezelésen atesett (pl. gyogyszerki-
probalas, sebészeti beavatkozas stb.) éllatokat
felaldozzuk, majd mintakat gydjtiink kiilonbo-
28 szovetekbdl kisérletiink sikerességének tesz-
telésére.

A két utobbi esetben a minta izolalasa és feldolgozasa
kozott eltelt id6 és a minta tarolasanak mddja dontd
fontossagu. Az él6 szervezetbdl eltavolitott szovetek
megfelel6 védelem nélkiil gyorsan bomlasnak indul-
nak, ezért az elsédleges (természetesen az etikai el6-
irasok betartasa mellett) a kisérlet megtervezésekor
a minta minél gyorsabb feldolgozdsa. Izolalas utan
azonnal megfelelé6 hdmérsékletli és Osszetételd tap-
folyadékban tartva megnovelhetd a szovetek, sejtek
élettartama. Folyékony nitrogénben valé lefagyasztas
és tarolas célszert, ha a mintavétel helyén nem lehet-
séges az azonnali feldolgozas. Ha a mintabdl fehér-
jéket szeretnénk izoldlni, proteazinhibitort adjunk
a mintahoz, RNS izolalasahoz (amely, szemben a
DNS-sel, kiilonosen labilis) kaphatok RNS-stabiliza-
16 oldatok szovetek szamara (pl. Qiagen — RNAlater).

Vérvétel esetén, akdrcsak a human diagnosztikaban,
elengedhetetlen megfelel6 alvadasgatld kivalasztasa
és mintagytjtés utdn centrifugalas az alakos elemek
elvalasztasara.

A standardizalas elvei

Eppen az allati szervezetek bonyolultsaga okén az
allatkisérleteket sokkal nehezebben lehet kivitelezni
standard kortilmények kozott — nehezebben standar-
dizalhatdk, hiszen a bioldgiai variabilitas sokrétibb
(a sejtkultardkhoz viszonyitva).

Néhany szempont, amely segitheti a standard ko-

rilmények kialakitasat:

o Allandé pératartalom, hémérséklet, nappal-éj-
szaka ciklus (12-12 6ra).

« Ugyanazon idészakokban adagolt, ismert meny-
nyiségii taplalék és ivoviz — az allatok dltal elfo-
gyasztott mennyiség feljegyzése, sulygyarapo-
dasuk regisztralasa.

+ Csak him vagy csak néstény allat alkalmazasa.

« Egyazon koru és hasonl6 sulyu éllatok (a kisér-
leti allatok életkora donté faktor lehet bizonyos
kisérletek megtervezésekor).

« Idegrendszeri, viselkedésbioldgiai vagy a tanu-
last, a memoria allapotat felmérd vizsgalatok
soran, de sokszor egyéb esetben is (pl. hormo-
nok, adrenalin vagy akar vércukorszint mérése-
kor) az allatot ért ingerek, az egymassal valo
Osszezaras megléte vagy hianya is fontos szem-
pont lehet.

A felsorolt kovetelmények maximalis betartasa mel-
lett is nagy valoszinliséggel nagyobb lesz a kisérleti
eredmények szorasa, mint sejtkultirakat vizsgalva.

Kisérleti allatfajok

A megfelel6 dllatfaj kivdlasztdsa szamos tényezd

ereddje:

+ A kisérlet célja (pl. human vonatkozas, gyogy-
szerkiprobalas esetén az emberrel minél koze-
lebbi rokonsagban 1év6 fajt érdemes valasztani).

« A sziikséges esetszam (nagy esetszamhoz szapora,
gyorsan tenyészthet6 allat hasznalata indokolt).

+ A rendelkezésre allo ,facility”-allathaz felsze-
reltsége.

« Az adott fajra jellemz6 szekvencia-adatbazis
elérhetésége (manapsag mar szinte az Osszes,
gyakran hasznalt allatfaj genomja elérhetd).
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« Specifikus, adott fajra jellemz6 tulajdonsagok
vizsgalata.
« Koltségek: ,,cost-benefit”.

A leggyakrabban haszndlt fajok a kovetkezok:

Emldsok: egér, patkany, macska, kutya, sertés, ma-
jom.

Rovar: Drosophila melanogaster (ecetmuslica -
klasszikus, de maig hasznalt alanya a genetikanak,
egyedfejlédése mindossze 7 napig tart).

Halak: zebrahal (zebradanio - gerincfejlodés, ge-
netika).

Ujabban elérhetévé valtak genetikailag modositott
vagy ritka mutacioéval rendelkezé dllatok is. Néhany
példa:
« un. knockout egerek, amelyek valamely génje
mesterségesen el lett némitva;
o ZDF (Zucker Diabetic Fatty) patkdnyok [18]
2-es tipusu diabetes betegséggel rendelkeznek;
« a GFP allatok [19] genetikai allomanyat ugy
modositottak, hogy a GFP fluoreszcens fehérjét
termeljék a sejtjeik.

Az allatkisérleti modellek el6nyei

o Osszetettebb rendszer, emberi fizioldgiara,
human kutatasokra konnyebben adaptalhatok.

« Tobb szervet, szovetet lehet egyszerre vizsgalni.

« Primer sejteket lehet izolalni kiilonb6z6 szove-
tekbol.

o Miutéti eljarasok kidolgozasa és nyomon koveté-
se.

« Tobb szerv, szovet kolcsonhatasaak vizsgalata.

« Daganatok terjedésének vizsgalata.

« A keringési rendszer vizsgalata (szivizom telje-
sitménye, érrendszer allapota bizonyos hatasok-
ra).

« Magasabb idegi funkciok vizsgilata (tanulds,
memoria, viselkedés, magatartds).

Az allatkisérleti modellek hatranyai

o Etikai engedély koteles.

o Osszetett rendszer, sokkal koriilményesebb
standardizalni a sejtvizsgalatoknal. Nagyobb a
szoras, ebbdl kovetkezoleg nagyobb esetszam
sziikséges.

 ,animal facility” dllathaz fenntartasa sziikséges.

« Koltségesebb.

« Kisérlet id6tartama altaldban hosszabb.

« A kisérleti szerek, gyogyszerek hatasos dozisa
nehezen szamithato ki. A készitményekbdl joval
nagyobb mennyiség sziikséges, ami megdragitja
a kisérletet. Sokszor nem adhatd be a kisérlet
szempontjabol sziikséges dozis, mert az allat
elpusztulna, holott az altalunk vizsgalni kivant
szerv, szovet még elviselné az adott dozist.

Etikai megfontolasok

Mig a sejtkultirdkhoz meglévd sejtvonal esetén
etikai engedély altaldban nem sziikséges (kivéve az
Gssejtkutatasokat), addig az allatkisérletek engedély-
kotelesek. Az ismertetendé magyarorszagi térvényi
szabalyozas el6irja a kovetkezoket [20]:

« Az dllatkisérleteknek indokoltnak, tudomanyo-
san megalapozottnak kell lennie. Bizonyitani
kell, hogy mas modon az adott kisérlet nem
végezhet6 el (pl. alapvetd sejtélettani funkciok
vizsgalatahoz elegendé sejtkultdra, de a kerin-
gési rendszer vizsgalata csak magasabb rendd,
él6 szervezet segitségével lehetséges).

« Biztositani kell, hogy a legkevesebb, még elégsé-
ges szamu allatot, a leheté legkiméletesebb
moédon hasznalunk fel a tudomanyos kisérlet
sordn.

+ Alapos dokumentacio sziikséges minden egyes
allatrol.

« Az engedélyért vald kérelmet a Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottséghoz (MAB) kell benytj-
tani.

Idézet a 1998. évi XXVIIL., Az allatok védelmérdl
és kiméletérdl szol6 torvénybol:

25.5 (1)
(2) Allatkisérlet kizdrdlag nyilvantartasba vett
intézményben és engedély alapjan végezhetd.
(4) Allatkisérlet kizarélag akkor engedélyezhe-
t6, ha annak elvégzését
a) az ember, a gerinctelen és gerinces allatok
vagy novények betegségének, koros egészségi
allapotanak, egyéb rendellenességének elke-
rilése, megel6zése, felismerése és gyogyitasa,
valamint azok élettani allapotanak feltarasa,
felderitése, szabélyozasa vagy modositasa érde-
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kében gydgyszerek, élelmiszerek, egyéb adalék-

anyagok vagy termékek fejlesztése, termelése,

mindsitése, hatékonysaganak és artalmatlansa-
ganak vizsgélata,

b) az emberek vagy éllatok egészsége vagy
jolléte érdekében a természetes kornyezet vé-
delme,

¢) tudomanyos kutatas,

d) oktatasi és gyakorlati képzés, vagy

e) igazsagligyi orvostani vizsgalatok elvégzése

teszi szlikségessé.

(5) Az engedélyezés soran — a kérelmez6 altal
benyujtott dokumentacid, tovabba az allategész-
ségiigyért felel6s miniszter (a tovabbiakban: mi-
niszter) altal felkért szakértdi testiilet véleménye
alapjan - kiilonosen figyelembe kell venni:

a) az allatkisérlet elvégzésének indokoltsagat
és tudomanyos megalapozottsagat.

27.§ (1) Az allatkisérlet soran felhaszndlt allatok
szamat a feltétleniil sziikséges mértékre kell csok-
kenteni. Azt a vizsgalati modszert kell valasztani,
amely eldrelathatdan a legkisebb fajdalom okoza-
saval, illetéleg legkisebb élettani, idegi vagy visel-
kedésbeli karosodas mellett végezhetd el.

(2) Az allatkisérletrdl és az allatot ért beavatko-
zasrol részletes jegyzokonyvet kell felvenni.

(3) Minden kisérletet ugy kell megtervezni,

hogy elkeriilhet6 legyen a sziikségtelen fajdalom,
szenvedés, tartos nélkiilozés, ill. maradandd ka-
rosodas okozasa.
6. § (1) Allatkisérlet csak az illetékes allomds al-
tal kiadott engedély alapjan végezhet6. A Mun-
kahelyi Allatkisérleti Bizottsag (a tovabbiakban:
MAB) 4ltal jévahagyott 4llatkisérlet engedélye-
zése iranti kérelmet a 2. szamud melléklet szerint
kell benyujtani az allomashoz. Az allatkisérlet
engedélyezése iranti kérelem elbirdlasa soran az
édllomés az Allatvédelmi Tandcsad6 Testiilet Al-
latkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacsanak (a to-
vabbiakban: Etikai Tandcs) véleményét kikéri. Az
engedély — a rendeletben meghatarozott kivéte-
lekkel - a kiadasatol szamitott legfeljebb ot évig
érvényes.
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