SEJTTENYÉSZTÉS
A szerv-, szövet- és sejttenyésztés olyan in vitro (= üvegben) technikák, amikor mesterséges, azaz laboratóriumi körülmények között tartjuk fenn és/vagy szaporítjuk az állati vagy növényi eredetű mintákat.
A továbbiakban az állati/humán mintákra vonatkozó tudnivalókat összegezzük.

A minta származhat egy műtét során, vagy közvetlenül a halál után eltávolított anyagból, vagy biopsziából.

A szervtenyésztés valójában csak a szervet alkotó sejtek túlélésének biztosítása, legtöbbször a megfelelően kisméretű, embrionális szervek esetén alkalmazzák, itt korlátozott sejtszaporodás és differenciálódás is megfigyelhető.

A szövettenyésztés során egy kisebb, a szervezetből eltávolított, szövetminta fenntartásáról, és sejtjeinek korlátozott szaporításáról van szó. 
A legáltalánosabban alkalmazott eljárás a sejttenyésztés, amikor egy szövetből (egészséges vagy tumoros) izolált sejteket tartanak fenn és szaporítanak.

A sejttenyésztés 3 típusa: a primer tenyészet, a sejttörzs és a sejtvonal.

A primer tenyészet tulajdonképpen minden tenyésztés kezdete, ekkor közvetlenül a szervezetből származó minta sejtjeit szeparáljuk egymástól és az extracelluláris mátrixtól úgy, hogy csak lehetőleg egyféle sejttípus legyen jelen a tenyészetben.  Amennyiben a körülmények  megfelelőek a sejtek nem csak túlélnek, hanem szaporodnak és a sejttípusnak megfelelő fiziológiás jellemzőket is mutatják. Amennyiben a sejtek szaporodnak és tovább tenyészthetők, két lehetőség áll elő. 
1. Vagy ún. sejttörzs jön létre, amely korlátozott ideig tartható csak fenn (néhány hét, max. néhány hónap), de a fiziológiás jellemzőket megtartja és a sejtek kromoszóma száma is normális, a fajra jellemző marad. (lásd 4.-6. dia)
2. Vagy sejtvonal jön létre, ami ún. transzformálódott sejtekből áll. Ezek általában aneuploidok, azaz kromoszómaszámuk eltér a fajra jellemzőtől, és halhatatlanok, vagyis korlátlan ideig (évekig, évtizedekig) fenntarthatók, s sem a fiziológiás illetve sem a szöveti jellemzők nem mind találhatóak meg. A transzformáció bekövetkezhet spontán az in vitro tenyésztés során, vagy már a primer tenyészet is eleve transzformálódott (pl. tumor) sejtekből indult (lásd 7.-11. diák). A legismertebb humán sejtvonal talán a HeLa, amelyet Henrietta Lacks cervikális adenocarcinoma sejtjeiből alapítottak 1951-ben.
Mind a sejttörzsek, mind pedig a sejtvonalak sejtjeit krioprotektív anyagot tartalmazó médiumban lefagyasztva, folyékony N2-ben, -196 (C-n ún. sejtbankokban  hosszú ideig tárolhatjuk. A nagy nemzetközi sejtbankok (www.atcc.org és www.hpacultures.org.uk) pedig annak a lehetőségét teremtik meg, hogy ugyanazon a biológiai objektumon végezzenek el bizonyos kísérleteket pl. gyógyszer teszteléseket.
A sejttenyészetek a kiindulási mintától függően lehetnek: 
· vagy monolayer (egysejtsoros) 
· vagy szuszpenziós tenyészetek 
A monolayer tenyészetek esetében a sejtek szoros sejt-sejt és sejt-mátrix kapcsolatot igényelnek, azaz valamilyen aljzatot és mátrixot kell biztosítanunk e letapadásfüggő sejtek tenyésztéséhez.  
A szuszpenziós tenyészet elsősorban a hemopoetikus sejtekre jellemző, amelyek sem mátrixot nem igényelnek, sem szoros sejt-sejt kapcsolat nem jellemzi őket.  Ritkábban az erősen transzformált sejtek is fenntarthatók szuszpenzióban, mivel az ilyen sejtvonalak sejtjei már elvesztették a normális sejteket jellemző ún. kontaktgátlást is. A kontaktgátlás azt jelenti, hogy a normális, letapadásfüggő sejtek szaporodva előbb-utóbb elérik egymást, azaz egy sejt számos másik sejttel fog érintkezni, ekkor ezen sejtek további szaporodása gátlódik, de egyéb funkcióik nem sérülnek. Ezzel szemben a transzformált sejtekre nem jellemző a kontaktgátlás, vagyis egymást elérve tovább osztódnak, így egymás tetejére nőve több sejtsoros tenyészetet hozatnak létre, sőt a legextrémebb esetben szuszpenzióba jutva is tovább szaporodnak.
A sejttenyésztés feltételei
A sejtek tenyésztéséhez – azaz működésüknek fenntartásához illetve szaporodásuk biztosításához – az élő szervezetben meglévő körülményeket kell a lehető legpontosabban utánozni. Azaz mind a fizikai (pl. hőmérséklet, CO2 koncentráció) mind a kémiai (pl. kémhatás, a tápanyagok megfelelő koncentrációja) mind pedig a biológiai (pl. extracelluláris mátrix) paramétereknek az élő szervezetre jellemző értékeket kell elérni vagy ahhoz közelíteni (14. dia). 

Az állati sejtek tenyésztéséhez folyékony vagy ritkábban, elsősorban a hemopoetikus sejtek esetében, fél-folyékony=szemi-szolid tenyésztő közeget, ún. médiumot használunk. Ezek szintetikus médiumok, azaz ismert az összetételük, és tartalmazzák a szükséges sókat, aminosavakat, vitaminokat, cukrot, nukleotidokat. Ezen kívül valamilyen puffer (pl. NaHCO3 vagy HEPES) és indikátor – leggyakrabban fenolvörös) is van bennük.  Ez utóbbiak szerepe az anyagcsere nyomán bekövetkező pH változások mértékének tompítása, illetve nyomon követése. Az optimális pH 6,8-7,2 a legtöbb sejttenyészet számára. 

Mivel a sejtek normális működéséhez bizonyos fehérjékre és lipidekre is szüksége van (pl. növekedési faktorok stb.) ezeket is biztosítani kell, leggyakrabban állati szérum hozzáadásával. A legtöbb állati és emberi sejt számára megfelelő az 5-10 % fötális borjúsavót (FBS) = fetal calf serumot (FCS) tartalmazó tápfolyadék. Azért nem humán savót használunk, mert ennek hozzáférhetősége korlátozott és biztonsági kockázata is nagyobb. Ezen túlmenően a fötális savó ellenanyagtartalma elenyésző, és hőinaktiválással ez is kiküszöbölhető.
A sejttenyésztés során a sejtek felhasználják a rendelkezésre álló tápanyagokat, s ezzel egyidejűleg anyagcseretermékeiket is a tenyésztőközegbe bocsátják. Az emiatt „kimerült” tápfolyadékot általában 2-3 naponként el kell távolítani és frissel pótolni, ez a tápfolyadékcsere.

Mivel a fenti körülmények alkalmasak a prokarióta baktériumok számára is, ezért a kontamináció elkerülésére különös gondot kell fordítani. Vagyis szigorúan steril környezet (steril fülkék, ún. lamináris boxok, biztosította munkatér) és steril oldatok, eszközök szükségesek a sikeres tenyésztéshez.
Ami a fizikai paramétereket illeti a legtöbb sejttípus számára megfelelő a 37 (C és az 5 %  CO2-ot tartalmazó 80-90 % páratartalmú atmoszféra. Ez ún. CO2 termosztátok révén biztosíthatjuk.  Az O2 koncentráció nem limitáló tényező, mert a légköri O2 bőségesen elegendő a legtöbb sejt számára. Ugyanakkor a szervezetben előforduló, tehát a sejtek számára szükséges ~5% CO2 koncentráció sokszorosa a légkörre jellemző (0,035 %) koncentrációnak. 
A sejtek tenyésztéséhez ma már egyszer használatos műanyag edényeket pl. Petri- csészék, flaskák használunk. Ezek űrtartalma, felülete (a monolayer tenyészetek esetében) a kísérleti elrendezéstől függően változó lehet az egészen kicsi, 200-800 (l-estől a több literes űrtartalmú sejtgyárakig (15. dia és 32.-36. diák). A kereskedelmileg kapható edények felülete oly módon előkezelt, hogy biztosítsa a legtöbb sejttípus számára kedvező adhezív felületet. Azonban bizonyos sejtek érzékenyek a megfelelő extracelluláris mátrix jelenlétére, ezért különböző mátrix komponensekkel (pl. kollagén, laminin) bevont tenyésztőedények is kaphatók. A jól proliferáló monolayerben növő sejtek esetében a felület is limitáló lehet, hiszen ez előbb-utóbb egyszerűen elfogy, így szükséges a tenyészetek megosztása az ún. passzálás vagy szubkultiválás. Ez azt jelenti, hogy a sejteket enzimatikusan (pl. tripszinnel vagy tripszin-EDTA-val) el kell távolítani a felszínről. Amikor a sejtek leválnak a felszínről - erről mikroszkópos ellenőrzéssel győződünk meg, a további emésztést fehérjetartalmú, azaz savós médiummal leálltjuk.  Az ily módon szuszpenzióba került sejteket lecentrifugálva, majd a felülúszót elöntve megszabadulunk nem csak a már feleslegessé vált enzimes keveréktől, de a sejttörmeléktől is.  Az üledékben lévő izolált sejtekhez friss médiumot adva újabb tenyészeteket indíthatunk. 
Sejtszámolás (16.-20. diák)  
A különböző kísérleti elrendezésekben fontos, hogy azonos számú sejtet helyezzünk a párhuzamos tenyészetekbe, hiszen csak így nyerhetünk statisztikailag is értékelhető, megbízhatóan összehasonlítható eredményeket. Ehhez viszont meg kell számolnunk az adott sejtszuszpenzióban lévő sejtek (akár eleve szuszpenzióban nőttek, akár a szubkultiválás során vittük szuszpenzióba az eredetileg monolayerben növő sejtjeinket) számát. Ez hagyományosan hemocitométerrel történik, bár újabban különböző automatákat is használhatunk erre a célra.  A hemocitométerben megszámolt sejtszám alapján kikalkulálható (a 19.-20. ábrákon látható módon) az 1 ml szuszpenzióban lévő sejtek száma. Mivel a tenyésztés szempontjából az összsejtszámnál fontosabb az élő sejtek száma, ezért elsősorban ezt kell meghatározni. Az élősejtek mennyiségének meghatározására leggyakrabban a tripánkék kiszorításos/exklúziós módszert használják. 0,04 %-os tripánkék oldattal festve a sejteket (1:10 a sejtszuszpenzió:festék arány), csak a halott sejtek festődnek, mivel az élők sejtmembránján a festék nem jut keresztül. (Ebben az esetben az összsejtszám meghatározásához használt képletben még egy 10x faktor (a festék általi higításé) is szerepel.  

Tehát az 1 ml-ben lévő sejtek száma = a hemocitométer hármas vonallal határolt területén észlelt nem–kék sejtek száma x 104 x 10.
Sejtszeparálás és szelekció 
Sokszor a kiindulási primer tenyészet még heterogén, hiszen az eredeti szövet is többféle sejttípust tartalmaz, viszont a vizsgálatokhoz csak egy meghatározott sejt- féleségre lenne szükség. Ehhez vagy az adott sejttípus valamilyen specifikus sejtfelszíni markere ellen termeltetett ellenanyagot használjuk fel, vagy a sejttípusok elkülönítése a méretük alapján sűrűséggradiensen történő centrifugálással történik (47.-50. ábrák). A leggyakoribb, ellenanyag felhasználásán alapuló, eljárás ma a MACS mikrogyöngyös negatív vagy pozitív szelekciós eljárás (lásd az 50.-54. ábrákat). Ezenkívül csontvelői, illetve perifériás vérsejtek esetén a rozettaképzésen alapuló, szintén antitesteket felhasználó módszer is alkalmas a kívánt sejttípus elkülönítésére (55.-58. ábrák). Hasonlóképpen a jelölt ellenanyagokat felhasználó FACS eljárás is alkalmas a kívánt sejtek elkülönítésére.
Fehérvérsejtek esetében a különböző limfociták szelektív felszaporítására is van mód (45.-46 ábrák). Mivel a perifériás vérben lévő limfociták a sejtciklus G0 fázisában vannak, így megfelelő indukálószerrel (pl. ConA vagy LPS) csak a T- vagy csak a B-limfociták blasztosítása, tehát G0-ból G1 fázisba vitele, s ezáltal felszaporítása is lehetséges. Ez az eljárás bár hasonlít az antigén által kiváltott T-sejt proliferációhoz, aspecifikus, azaz ebben az esetben az összes T-sejt blasztosodik, nem csak az adott antigénre specifikusak.

A sejttenyészetek felhasználása (60. dia)
A szövettenyésztési módszerek jelentősége elsősorban abban van, hogy segítségükkel lehetővé válik az állatkísérletek egy részének, illetve az etikai, erkölcsi és törvényes okokból nem kivitelezhető emberkísérletek kiváltása. A kísérletek pontosan tervezhetőek és reprodukálhatóan kivitelezhetőek. Sokféle sejt- és szövetféleség az egész szervezet bonyolult kölcsönhatásaiból kiszakítva hozzáférhető a legtöbb sejtfunkció vizsgálata számára, sőt a differenciált sejtek speciális életműködései is tanulmányozhatók rajtuk. Ugyanakkor ez egyben egyik korlátja is lehet az in vitro tenyésztési módszereknek, hiszen a sejtek viselkedését a szervezetben sok más sejt(típus) befolyásolja, ezért a kapott adatokat nem lehet egy az egyben az in vivo állapotokra vonatkoztatni. Ennek kiküszöbölésére egyre gyakrabban alkalmaznak ún. ko-kultivációs rendszereket, amikor különböző sejttípusokat egymástól térben - egy membrán inzerttel - elválasztva (15. ábra) együtt tenyészthetünk, s így a sejtek, pl. szolubilis molekulák által közvetített, kölcsönhatása nyomon követhetővé válik. 

További megfontolást igényel, hogy különösen a sejtvonalak hosszabb tenyésztési ideje után számottevő lehet a mutációk felhalmozódása, és szelekció is felléphet. Ma már elmondhatjuk, hogy a sejtvonalak mintegy spontán evolválódhatnak az in vitro körülmények között, tehát nem feltétlenül jelent standard rendszert ugyanannak a sejtvonalnak az alkalmazása.  Ismeretes, hogy az egyes széles körben felhasznált sejtvonalak egy ún. modális kromoszómaszámmal rendelkeznek, amely a tenyészetre jellemző kromoszómaszám, s el is térhet az adott faj kromoszómaszámától.

Ezért újabban fokozott figyelmet fordítanak a primer sejttenyészetekre és a sejttörzsekre. Ma már egyre több sejtbank tárol és forgalmaz ilyen, tulajdonságaiban a normálishoz közelebb álló sejtet/ sejttörzset. 
A sejttenyészetek sejtjeit a legkülönfélébb módokon vizsgálhatjuk a hagyományos fény- és elektronmikroszkópos technikák alkalmazásától a modern molekuláris biológiai módszerek felhasználásával végzett, pl. génexpressziós, vizsgálatokig (9., 13., 32., 38.-39. és 41.-44. ábrák).

A sejttenyészttési módszerek tették lehetővé az embrionális, majd a felnőtt és végül az indukált pluripotens őssejtekkel végzett vizsgálatokat (lásd 62.-66. diák), a differenciálódott őssejtek, és általában véve a sejttenyésztés révén felszaporított, meghatározott típusú sejtek, pedig óriási távlatokat nyitottak a különböző emberi betegségek terápiájában (67.-77. diák). 

A szuszpenziós sejttenyészetek egyik kiemelkedő fontosságú felhasználási területe a monoklonális ellenanyagok előállítása (lásd 26.-29. diák). Ennek során a megfelelő antigénnel immunizált állat lépéből ellenanyag-termelő B-sejteket izolálnak, majd ezeket fuzionáltatják korlátlan szaporodóképességű myelomasejtekkel (B-sejtvonal). A keletkezett hibrid sejtek egy része rendelkezni fog mind a korlátlan szaporodóképesség mind pedig az ellenanyag-termelés képességével (hibridóma). Ezeket a hibrid sejteket egy ún. HAT szelekciós eljárás során (29. ábra) a nem-hibrid-sejtektől elkülönítve felszaporíthatjuk. Majd ezek közül a hibridóma sejtek közül kiválaszthatjuk az egy antitest-kötőhelyre (epitópra) specifikus (monospecifikus)  ellenanyagokat termelőket, amelyek bioreaktorban való tömegtenyésztése lehetővé teszi a nagy mennyiségű monoklonális ellenanyag  gyártást (74. dia).
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