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A szivettenyésztés torténetének és kiilonb6z6 moédszereinek ismertetése
elott sziikséges a szovettenyésztés fogalmanak meghatarozasa. A szévet-
tenyésztés a sejipopuldciok tanulmanyozdsanak médszere a szervezeten kiviil [4].
A médszerrel a sejtek egymassal és kornyezetiilkkel valé koélesénhatésai
figyelhetk meg. A médszer elényei: 1. Fixalt széveti metszetekkel, vagy
kenetekkel szemben, a sejtek él§ allapotban is vizsgalhaték. 2. Az in situ
modszerekkel szemben, a sejtek a szervezeten kiviil izoldltan, bonyolult
szabalyozasi mechanizmusoktél fiiggetleniil, kontrollalhaté koriilmények kozott
vizsgalhatok.

A sejtek él6 allapotban valé megfigyelése kiegésziti az elslt sejtek
vizsgalatan alapulé morfolégiai ismereteket és mivel a megfigyelés hosszabb
idén keresztiil torténhet, a sejtekrdl dinamikus kép nyerhets. Ily moédon a
szovettenyésztés morfolégiai és fiziologiai médszernek egyarant tekinthetd.
Az é1§ allapotban térténd vizsgalatnal fontos tényezd az idébeliség. Igy azon
az alapon, hogy a sejteket mennyi ideig tudjuk a szervezeten kiviil ép és
szaporodasra képes allapotban tartani, a tenyészeteknek tébb tipusat lehet
megkiilonboztetni (1. tablazat).

Primér tenyészetekr8l beszélink akkor, amikor az explantalashoz hasz-
nalt szovetdarabkat koézvetleniil az é16 szervezetbdl vesszik. A tenyésztés
id6tartama rovid, rendszerint néhany mnapra, vagy hétre korlatozott. Az
explantalas médja kiillonb6z6, melyekrdl késébb lesz szd.

Szekunder tenyészet esetében a kiindulasi anyagot mar meglévd szovet-
tenyészet képezi. Minden olyan primér tenyészet, amely az explantalas utan
egy alkalommal szubkultivélasra, ill. passzalasra keriilt, szekunder tenyé-
szetnek nevezends. Az in vitro noévekedés idStartama rovidebb-hosszabb
iddre korlatozott. '

Ha a szekunder tenyészet sejtjeinek intenziv burjinzisa miatt rend-
szeres id6kozokben tovabbi szubkultivacickat kell végezni, primér sejtvonal-
r6l, vagy primér sejitérzsrél beszéliink. A sejtek kozvetlenil mar meglévd
tenyészethdl szirmaznak, in vitro élettartamuk hosszi, esetleg téobb hénap,
de korlatozott. A sejtek kariotipusa a fajra jellemzd diploid.
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1. tablazat

Szovet- és sejttenyészetek

PRIMER TENYE-
SZET

Kozvetlen eredet:
in vivo

In vitro novekedés:

rovid id6tartama,
korlatozott

SZEKUNDER TE-
NYESZET

Koézvetlen eredet:
primér tenyészet

In vitro névekedés:
valtoz6 idGtartamu,
korlatozott

PRIMER SEJT-
VONAL (Térzs)

Kézvetlen eredet:
in vitro

In vitro novekedés:

hosszt id6tartamd,
korlatozott

Kariotipus:
diploid

%
PERMANENS
SEJTVONAL

(Torzs)

Ko6zvetlen eredet:
in vitro

In vitro novekedés:
korlatlan

Kariotipus:
diploidtdl eltérd

A permanens sejtvonal vagy permanens sejttorzs kozvetlen eredetét mar
meglév8 tenyészetb8l veszi; ez lehet primér, vagy szekunder tenyészet,
primér sejtvonal. Kialakulasa rendszerint transzformacié és kolénia képzidés
utjan torténik. A permanens sejtvonal sejtjei szabalyos id6kozokben, rend-
szeresen szubkultivalhatok, a novekedés id@tartama korlatlan. A sejtek
kariotipusa a normal diploidtél eltérd.

A primér tenyészeteket, mint mar az el6z8ekben emlitettiik, az explan-
talds modja szerint tudjuk egymastél megkiilonboztetni. A kiilonbségek abbél
erednek, hogy a szovettenyészet két egyforman fontos alkotérésze: 1. az
explantalt anyag, és 2. a médium (tapoldat 4 légtér), milyen kapcsolatban
van egymassal, illetve az explantidtum készitése és a médium megvélasz-
tasa hogyan torténik? A szovettenyésztés torténete lényegében a kiilonb6zd
explantalasi médok és médiumok fejlesztésének torténete. Fejlesztés abban
az értelemben, hogy az él6bél kivett szovet sejtjeit hogyan lehet a vizsgalat
céljanak megfelelGen, minél optimalisabb koriilmények kozott életben tartani,
szaporitani és megfigyelni?

Az elsG sikeres explantalast 1885-ben WiLHELM Roux végezte. Csirke
embrié velSlemezét meleg séoldatban tartotta, és ezen néhany napig végzett
megfigyeléseket. Roux-val egyidében mas kutaték is sikerrel prébalkoztak
kiilonb6z§ szoveti sejtek szervezeten kiviil valé élethentartasaval, de ezeket
a kisérleteket a pontosan nem definialt koérilmények miatt késébb nem
lehetett megismételni. A szovettenyésztés valodi kezdetét HARRISON 1907-ben
végzett kisérletétsl szamitjuk (2. tablazat), mellyel egyértelmiien bebizonyo-
sodott, hogy az él6 sejt normal funkciéi a szervezeten kiviil, in vitro koril-
mények kozott is folytatédnak. Harrison klasszikus kisérlete mar reprodu-
kalhaté volt. Béka velGes6b8l 1—2 mm-es darabokat tn. anyadarabokat
készitett és azokat béka limfa alvadékkal fed8lemezhez rogzitette. Az igy
elkészitett explantatumokat vajulatos targylemez iirege f61é helyezte. Aszep-
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tikus koriilmények kozott a darabok tobb hétig taléltek és a sejtekbél axonok
néttek ki. A szimpla fedolemezre valo explantalast alvadék segitségével
Burrows fejlesztette tovabb 1910-ben, aki a béka limfat tydk plazmaval
helyettesitette. CARREL fedezte fel 1912-ben, hogy a kiilonb6z8 szévetkivona-
tok, elsGsorban embridkivonat, elGsegiti a sejtek in vitro novekedését. Az
alvadék-technikat embridkivonat hasznalataval kombinialva kialakitotta azt
a szovettenyésztési rendszert, amely még ma is a szovettenyésztdi munka
alapjat képezi, illetve mint kiegészit6 mdédszer hasznalatos. Elemei: 1. feds-
lemez, 2. alvadékesepp (plazma - embriékivonat), 3. anyadarab (vagy
explantatum) 4. vajt targylemez; eredménye a hisztiotipikus médon névd
szovettenyészet, melyben az anyadarabbél aktiv sejtmigracioval novekedési
zona alakul ki.

A szbvettenyésztés sikerét nmem kis mértékben befolyasolja, hogy az
aszeptikus koriilmények mennyire biztositottak. Carrel mint Nobel-dijas
sebész ezen a téren is sokat hozott a szévettenyésztés szamara, amennyiben
az explantalast a sebészi gyakorlatban sziikséges sterilitas betartasaval
végezte. Ennek eredményességét semmi sem bizonyitja jobban, mint az a
sejttorzs, amelyet 40 éven keresztiil tudott életben tartani, antibiotikumok
teljes hianyaban. igy Carrel nevéhez fiiz6dik az els§ permanens sejttorzs
kialakitasa is.

A primér szovettenyészet szimpla fedSlemezes formaja akkor meg-
felelg, ha kis anyaghdl, t6bb kultdra készitésére van sziikség, és az in vitro
vizsgalat csak rovid ideig kb. 7—10 nap — tart. A tenyészetek friss tap-
anyagokkal valé ellatdsa nehézkes, ezért gyorsan névé tenyészetek vizsga-
latara, amelyeknél a médium gyakori megajitasa sziikséges, nem alkalmas.
A Maximow altal 1925-ben bevezetett dupla fedolemezes médszer a szimpla
fedSlemezes tenyésztési forma hatranyait kiiszobolte ki. A targylemez vaju-
lata a Harrison és Carrel altal hasznalt lemezének kb. 2-—3-szorosa, nagyobb
légteret biztosit. Explantalasra két fedblemezt hasznalnak: egy nagyobbat,
amelyik elfedi a targylemez iiregét, és egy kisebbet, amelyen a plazmaalva-
dékkal rogzitett explantatum il. A kis feddlemez valamilyen fiziolégias oldat
cseppjével kapillaritas révén a nagy lemezen rogziil. A plazmacseppbe foglalt
elhasznalédott tapanyagok gyakran megtjithaték a kis fed8lemeznek a
nagyobbrdl valé levalasztasaval és a tenyészetnek egy iddre folyékony mé-
diumba valé helyezésével.

A dupla fedflemezes modszert kovetden az igények az anyadarabos
tenyésztés tovabbi fejlédését tették sziikségessé. Az igény mind az explan-
tatummal, mind a médiummal szemben felmeriilt. A Maximow-féle méd-
szerrel ugyan egyszerre tobb explantatum készithetd, de azok csak egyenként
vizsgalhaték. A médium egyes alkotérészeinek hatasa csak dgy értékelhetd,
ha a folyékony tapoldat allandéan érintkezik a sejtekkel. Ezek a kovetel-
mények sem szimpla, sem dupla fed8lemezes rendszerben nem teljesithetdk.
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A fedflemezen vald tenyésztés alapelveinek meghagyasaval a fenti igények
kiilonb6z6 csovekben és edényekben valé tenyésztéssel kielégithetSk. A tap-
oldat megujitasa egyszerdi pipettas leszivassal, vagy leontéssel konnyen és
gyakran keresztiilvihet6.

A csivekben valé tenyésztést legegyszeriibb formaban el8szér STRAN-
GEWAYS és FELL alkalmazta 1926-ban. Kozonséges kémes8 alsé harmadanak
falara plazma-embriékivonat alvadékot szélesztettek és az explantatumokat
erre iiltették. Rogziilés utan annyi folyékony médiumot tettek a csébe, hogy
az explantatumokat elfedje. A dugéval bezart cs6ben a tenyészetek felett
légtér helyezkedett el. Ugyanilyen médon készitett tenyészeteket CARREL és
GEY 1933-ban azzal a kiilonbséggel, hogy a kémcsoveket forgédobba tették,
és lassu fordulattal forgattak. Elényét az alloesoves tenyésztéssel szemben
abban lattak, hogy ily médon a sejtek friss tapanyagokkal valo ellatasa és
az elhasznalédott anyagcseretermékek kimosédasa kedvezébb. A kézvetleniil
a kémes6 falara torténd explantalas mindkét formaja lehetetlenné teszi a
folyamatos optikai (mikroszképos) vizsgalatot. Ennek lehetségét kivanta
megadni az elGszor POMERAT altal 1951-ben alkalmazott médszer. Ennél az
explantatumot plazma alvadékkal fedGlemezre iiltetik és a fedglemezt kém-
csGbe helyezik. A cs6be néhany ml folyékony médiumot tesznek. A csoveket
vagy allé helyzetben, vagy forgatva 37 °C-os termosztatban tartjak. Ily médon
egyszerre sok tenyészet készithetd, a médium megijitasa egyszer(i, a fedd-
lemezek barmikor iiveghdl késziilt kamrara tehet6k és az explantatumok é18
allapotban, fazisoptikaval vizsgalhaték, fotézhatok és filmezhetdk, vagy
fixalas és festés utan tartésithatok. A csévekben vald tenyésztés tobb elénye
miatt igen elterjedt médszer, és ezért iddvel a tenyésztGesovek kiilonboz6
formait alakitottak ki. Egyik legismertebb forma a Leighton-féle cs6, amely
sejtszsupenziok tenyésztésére is alkalmas és lehetséges a sejtek cs6ben vald
direkt mikroszképos vizsgalata anélkiil, hogy a fedSlemezt a cs6bél kivéve
kamrara kellene attenni. T6bb hazai laboratériumban az 4n. H-tipusd tenyész-
csovek hasonlé célt szolgalnak.

A tenyészesovekkel kapesolatban tadmasztott igényt még fokozottabban
elégitik ki a kiilonboz8 tenyésztoedények. ﬁvegbé’l késziilt tenyészté edényt
els§ alkalommal Carrel hasznalt 1923-ban kiilonb6z6 szovetkivonatok hata-
sanak tanulmanyozisira. A médium megijitasa ilyen edényben rendkiviil
egyszerii és a nagyobb mennyiségli médium hasznalata miatt lehetséges a
tapoldat alkotérészeinek kémiai vizsgalata. Ezt a tenyésztési format ma is
akkor valasztjuk, ha biokémiai és anyagcserevizsgalatokat akarunk végezni.
FedGlemez hasznalata ebben az esetben is lehetséges, sdt kivanatos, ha az
anyageserevizsgalatokkal parhuzamosan morfolégiai vizsgalatokat is akarunk
végezni. Az explantitumok plazma alvadékkal, vagy anélkiil is rogzithetdk
a tenyésztd felszinen. A tenyésztdedények nagyobb f{irtartalma, illetve légtere
miatt viszont sziikséges megfeleld gazkeverék adagolasa, amely rendszerint
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959, légkori levegdbdl és 59, CO,-b8l all. A legismertebb tenyésztGedény-
tipusok: Carrel-edény, Roux-palack, Colle-palack, iiveghdl késziilnek. A ma
hasznéilatos edények nagy része miianyag, optikai vizsgilatra alkalmas poly-
styren. Ezeknek sterilizdlasa természetesen az iivegétdl eltérs, legtobbszor
hasznilat utan eldobjak, de sziikség esetén sugarsterilizalas utan djra hasz-
nalhaték.

Az anyadarabos tenyésztés eddig ismertetett modjai kétdimenzios noéve-
kedést biztositottak. A tenyészetek megegyeztek abban, hogy az explanta-
tumokbél migralé sejtek egyrétegli, monolayer névekedési zénakat alkottak.
A sejtek morfolégiai jellegzetességei és egymashoz valé viszonyuk igy tébbé-
kevésbé megmarad, de a populiciok novekedése a rendelkezésre allé felszin
miatt korlatozott. A kés6bbiekben sz6 lesz réla, hogy a sejtek szuszpenziéban
valé novesztésével ez az akadaly lekiizdhet8, de ez az allapot messze eltér
az él6ben uralkodé kériilményektsl. A tenyésztGtér novelése az explanta-
tumok térben valé névesztésével, hdaromdimenziés rendszerben is lehetséges
és ez a rendszer az in vivo helyzetet jobban megkézeliti. Ilyen meggondolasok
alapjan alkalmazta Leighton 1951-ben az un. szivacs-mdtrix modszert [1].
Ezt a technikat elsGsorban a daganatos novekedés modellezésére vezette be
azon elv alapjan, hogy eml8s daganatokban a daganatsejtek egymassal,
normél stréma elemekkel és parenchymalis maradvanyokkal tarsulnak, tehat
a daganat magasan organizalt egység, amelyben a sejtek kélesonhatasai
egyiittesen tanulmanyozandék. A szivacs-matrix médszer technikailag nem
egyéb, mint a hisztiotipikus és organotipikus tenyésztés (utébbirél késGbb
lesz sz6) egyesitése. Gyakorlatilag dgy valésithaté meg, hogy finom pérusu
cellul6zeszivacs-darabkéikat plazma alvadékkal fed8lemezhez, vagy barmilyen
tenyészt§ alzathoz rogzitenek, majd folyékony médiummal latjak el. A tenyész-
tés csovekben vagy edényekben végezhet$, a médium gyakran megajithato,
igy anyagcsere vizsgilatok szamara is analizilhat6. A tenyészetek feldol-
gozasa a biopszids anyagoknal hasznalatos szovettani technikaval torténik.

Primér tenyészetek készitésének azt a formajat, amelynél a cél nem
a szovetet felépitS egyes sejtek vizsgalata, hanem a szerveket alkoté szoveti
egység megdrzése, szervienyésziésnek nevezziik. A tenyészet ilyenkor organo-
tipikus médon névekszik. A feladat technikailag dgy meriil fel, hogy az
explantatumbél térténd sejtmigraciot, illetve névekedési zéna kialakulasat
meg kell akadalyozni. Az explantilashoz hasznalt anyag szerint két formajat
lehet megkiilonbéztetni: 1. szoros értelemben wvett szervtemyésztést, 2. embrio-
tenyésztést. A szoros értelemben vett szervtenyésztés anyagat felnstt szerv
részletek és embriondlis szervek vagy szervrészletek képezhetik. Mind a
felngtt, mind az embrionalis szervek koziil nem mindegyik alkalmas a tenyész-
tésnek erre a médjara. Altalaban azok a szervek és szervrészletek noveszt-
het6k organotipikus médon, melyeknek sejtes felépitése homogén, tilnyomé-
részt epitelialis sejtek alkotjak, kotdszovetes stromat kis mennyiségben tartal-
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maznak. Ha ilyen szerveket feldarabolunk, az egyes darabok vagasi felszine
a kornyezet felé elhatarolédik, sebfelszinhez hasonléan zarul, ,,organoid”-ot
rendelkezik és ez a helyzet a differencialatlan embrionalis szerveknél is.
A tenyészetben nové ,,organoid”-nak bizonyos vastagsiga van, ezért a belse-
jében 1év8 sejtek taplalkozasi és anyagesere viszonyai rosszabbak, mint
hisztiotipikus tenyészetben. Igy szervtenyésztésnél a sejtmigracié meggatolasa
mellett fokozott mértékben elGtérbe keriil a sejtek tapanyagokkal és oxigénnel
valé ellatottsaga.

A szervtenyésztés médszerét el8szor STRANGEWAYS és FELL alkalmazta
1926-ban. Az embrionalis szervet (csirke embrié szem) oéraiivegben plazma-
alvadék felszinére helyezték. Az oraiiveget Petri-csészében nedves vattival
vették koriil. Az esetleges sejtmigraciot ugy gatoltak meg, hogy a darabokat
naponta j alvadékra vitték at. WoLFF és mtsai 1952-ben a médszert dgy
fejlesztették tovabb, hogy a gyorsan elfoly6sodé plazma-alvadék helyett
szolid médiumként agart hasznaltak. Kiilonésen csirke embrié mezonefrosz
fejldésének vizsgalatanal volt megfeleld a mdédszer. A szovettenyésztéshez
hasonléan, a kizardlag szolid médiumon valé tenyésztés nem tette lehetGvé
a médium hatasanak analizalasat. CHEN volt az elsg, aki 1954-ben folyékony
médiumot hasznalt szervtenyésztésnél. Az explantatumot szilard alzatként
lencsepapirra iiltette, amely alacsony fajsilyanal fogva a folyékony médium
felszinén lebegett. Chen faradsagos ,,isztatasi” technikajat TRowEeLL fém-
halés modszere valtotta fel 1954-ben. Trowell az embrionalis szerveknél
oxigén-igényesebb feln§tt szerv részek tenyésztésére speciilis kamrat szer-
kesztett. A kamrat perforalt lemez két részre osztja. A fels6 részben van a
folyékony médiumot tartalmazd, barmilyen alakd tenyészté edény, melyben
a 2 mm-es szerv-darabkak fémrostélyra helyezett lencsepapiron iilnek.
A kamra als6é része gaztartaly, mely kivansidg szerint osszeallithaté gaz-
keveréket tartalmaz. A tenyésztés 6 —9 napig végezhet§, a darabkak centralis
nekrézisa nélkiil. A feldolgozas a szokasos hisztotechnikai médszerekkel,
metszetkészitéssel torténik.

A szervtenyésztés masik formaja egész embriok tenyésztése. Célja az
embrionalis fejlddés in vitro megfigyelése. Mint a bevezetésben emlitettiik,
Roux volt az elsd, aki ilyen vizsgalatokat végzett. Roux-t kovetden sokaig
nem alakult ki megfelel§ eljaras az embriétenyésztésben, mig SPRATT 1946-ban
a szervtenyésztés klasszikus moédszerét csirke embriok tenyésztésénél kezdte
alkalmazni. 40 6ras csirke embriékon kiilonb6z8 anyageseregatlék embrionalis
fejlédésre gyakorolt hatasat vizsgalta. A tenyésztés csak a médium ming-
ségében tért el a szervtenyésztésnél alkalmazott korillményektsl. Eml8s
embriékat ritkabban vizsgaltak tenyészetben, mivel fiatal, életképes embridk
nyerése technikailag nehezebb. Az ismertetett kevés vizsgalat tébbnyire nyul
és egér embrickon tortént korai, 2—8 sejtes staidiumban. Igy sikeriilt egér
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megtermékenyitett petesejt fejlédését a 8-sejtes stadiumtél a blasztociszta
stadiumig kovetni. Eredményesek voltak azok a kisérletek is, melyek soran
a megtermékenyitett petesejt fejlddését egy ideig in vitro biztositottidk, majd
visszaiiltetés utan a fejlgdés in vivo tovabb folyt, a kifejlédott szervezetig.

Primér tenyészetek készitésének harmadik médja a szuszpenzids tenyész-
tés. Ilyenkor nem szdvet-, vagy szervdarabkakat iiltetnek ki, hanem szoros
értelemben vett sejttenyésztés tortémik. A szovettenyésztdi gyakorlatban
killonbséget kell tenni sejtszuszpenzio tenyésztése, és szuszpenzicban wvalé
tenyésztés kozott. Mindkét esetben friss szévetbdl indulunk ki, melybdl kiilén-
b6z6 modszerekkel egyes sejtekbdl allé szuszpenziét készitiink. A kiilsnbség
abban van, hogy a sejtszuszpenziét egyik esetben valamilyen szilard alzatra
iiltetjiilk, a masik esetben a sejtek szuszpenziéban maradnak a tenyésztési
idé végéig. Végil szuszpenziés tenyésztést végziink akkor is, amikor mar
meglévd tenyészet sejtjeit vissziik szuszpenziéba és iiltetjiilk tovabb.

Sejtszuszpenzié készitésének harom mdédja van: 1. fizikai szétszedés,
2. enzimes emésztés, 3. kelalo anyagokkal valé kezelés. A fizikai széiszedés
egyszeriien pipettaval vagy fecskenddvel torténik és rendszerint méas méd-
szerrel kiegészitve alkalmazzak, jollehet, egyesek szerint a sejteket legkevésbé
karosit6 eljaras. Az enzimes emésztés leggyakrabban tripszinnel torténik,
melyet el8szor Rous és JoNEs hasznalt 1916-ban, plazman nové tenyészet
sejtjeinek levalasztasara. Abban az id6ben a médszer nem terjedt el, mig
1952-ben Moscona tjra felelevenitette és friss szdvet sejtjeinek szétszedé-
sénél alkalmazta. Klasszikus anyaga csirke embrié végtaghimbé volt, melynek
sejtjeit a tripszines emésztés utan monolayerekben tenyésztette és a sejtek
reorganizaciéjat vizsgalta. A technikdat ma szdmos embriondlis és felndtt
szovet sejtjeinek szétvalasztasara hasznaljak, jollehet legmegfelelsbb embrio-
nalis szovet, vagy teljes embri6 szétszedésére. A nehézség ugyanis abban van,
hogy a kiilonb6z6 szovetek sejtkozotti allomanya eltérd és igy elsGsorban
azoknak a felndtt szoveteknek a szétszedésére alkalmas, amelyek kevés
matrixot tartalmaznak. A tripszinen kiviil erre a célra mas enzimeket is
hasznalnak: kollagenaz, elasztdz, mukaz, pronaz, hialuronidaz, DN-az, pank-
reatin, papain. Megvalasztasuk esetleg kombinacigjuk — és hasznalatuk
médja a tenyésztendd szovet sajatsagaitol fiigg. A keldlo anyagok olyan szerek,
amelyek a sejteket dsszetarté Ca- és Mg-ionok kotéseit bontjak meg és ezéltal
a sejtek egymastél valé szétvalasat segitik el6. Hasznalatuk pl. szorosan zaré
epitelidlis szovet sejtjeinek szétvalasztasanal elGnyds. Ilyen anyagok: a citrat,
és a verzén (sequestren), kémiai nevén etilén-diamin-tetra-ecetsav: EDTA.

A tripszin és a tobbi enzim nemcsak friss szovet sejtjeinek, hanem
mar tenyészetben 1év6 sejtek, monolayerek egyes sejtjeinek szétvalasztasara,
ill. monolayerecknek a tenyészt§ alzatrél valé levalasztiasara is alkalmas.
Ily médon sejttorzsek tenyésztésénél, szubkultivalas alkalmaval rutinszeridien
hasznalatosak.
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A szuszpenzioban valé tenyésztés biokémiai és sejtkinetikai vizsgala-
tokra idealis rendszer, a sejtek nagymennyiségben valé termelésére alkalmas.
Mivel a sejtek allandéan folyadékban lebegnek, a szuszpenziés tenyésztés
egyenletes koriilményeket biztosit a sejtek szamara. A tenyésztésnek erre
a formajara nem minden sejt felel meg. Vannak sejtek, amelyek szuszpen-
zi6ban egyaltalan nem tenyészthet6k, mig més sejtek bizonyos adaptacios
id§ eltelte utan valhatnak alkalmassa az in vitro névekedésnek erre a médjara.
A sejtek alkalmazkodasi képességétsl fiigg, hogy sikeriil-e szuszpenziéban
novd variansokat kialakitani, vagy sem?

Szuszpenziés tenyésztéssel elGszor OWENs és GEY prébalkozott 1953-
ban. A forgédobba helyezett tenyésztGesovekben a sejtek az alzatrél levaltak
és spontan folytattik novekedésiiket szuszpenziéban. A technikat 1954-ben
EARLE és mtsai fejlesztették ki L-torzs sejtekkel, amelyek korabban alzathoz
tapadva ndttek. A sejteket Owens-hez hasonléan el8szor forgécsovekben
tenyésztették, majd fokozatosan szoktattak a szuszpenzioban valé noveke-
déshez. Az adaptalédé sejtek késébb spontan, allé6 lombikban is szuszpenzié-
ban néttek.

El6bé] frissen explantalt sejtek monolayer médon névesztve, bizonyos
id§ elteltével sejtkoloniak képzésére hajlamosak. Ez azt jelenti, hogy a kez-
detben heterogén sejtallomanyban azonos morfolégiai sajatsagokkal rendel-
kezd, uniform sejtcsoportok izolalédnak. A koloniak megjelenése altalaban
permanens sejttorzs kialakuldsanak kisérG jelensége, és in vitro létrejott
»transzformécié” eredménye. A kolénidk formajaban névé permanens sejt-
torzs sejtjeinek ugyanakkor nem feltétlen sajatsaga, hogy a kiindulasi, eredeti
sejtektdl kiilonboz6k legyenek. Sejtkolénidk spontan megjelenése a tenyé-
szetben alkalmat nyujt folyamatosan passzalhaté, tiszta sejttorzsek eldalli-
tasara. Aktivan proliferalé sejtkoléniak egyetlen sejtjébdl altalaban egész
sejtkolonia jon létre.

A sejtklonok el8allitasanak technikajat elszor SANFORD irta le 1948-
ban. Kiindulédsul hig sejtszuszpenziét készitett, azt finom kapillarisha szivta
fel, a csovet leforrasztotta, és mikroszkop alatt vizsgalta. Ha sikeriilt egy
sejtet a masiktol kell§ tavolsagban talalni, eltérte a kapillarist, az iiveg-
csovet kiilsGleg sterilizalta, majd az egyetlen sejtet tartalmazé kapillaris-
darabot plazmaalvadékra iiltette. A ¢s6b8l kivandorolt sejt szaporodva
egész sejtkoléniat képezett. Ez a technika nem minden sejtnél valik be, rend-
kiviil aprélékos, de bizonyitja, hogy egyetlen emlds sejtbél is kialakithaté
teljes sejtkolénia. Gyakoribb a Rous és Jones altal el§szor 1916-ban alkal-
mazott moédszer, amely mint emlitettiik primér tenyészet sejtjeinek meg-
felel6 névekedés utan tripszinnel valé levalasztasa, hig szuszpenzié készitése
és 1) tenyésztGedényekbe val6 atoltasa. Az ilyen médon valé klénozasra
kiilonosen cervix karcinoma (HeLa), és mas epitélialis sejtek alkalmasak.
Lényeges a médium megvalasztiasa, amely savéban gazdagabb kell, hogy
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legyen, valamint az iivegedények nagyfoki tisztasaga és a pH szigoru ellen-
6rzése. Mindezek a tényezfk a szuszpenziéban inokulélt sejtek alzatra valé
letapadasat segitik el8.

Szovettenyészetek lényeges alkotérészei a tdpoldatok, vagy médiumok.
A médiumok biztositjak a sejtek életéhez sziikséges fizikai és kémiai koriil-
ményeket: pH viszonyokat, ozmotikus nyomast, tapanyagokat, melyeket a
sejtek nem tudnak szintetizalni. A médiumoknak két csoportja ismeretes:
I. Természetes médiumok, II. Kémiailag definidlt (szintetikus) médiumok.
Az allati sejtek altalaban csak természetes, vagy legfeljebb olyan definialt
médiumokban tudnak néni, melyek kisebb-nagyobb mennyiségben termé-
szetes médiumot is tartalmaznak.

1. A természetes médiumok harom csoportba sorolhaték: 1. Koagulumok,
2. Biolégiai eredetii folyadékok, 3. Szovetkivonatok.

A koagulumok szovetdarabkak rogzitésére szolgalnak azaltal, hogy
finom halézatot alkotva, mintegy mechanikai tamaszt képeznek a sejtek
novekedéséhez és mint tapanyagok sem kozombosek a sejtek szamara. Har-
rison klasszikus kisérletében még béka limfat hasznalt koagulumként. A ma
hasznalatos plazma koagulumokkal valé munkat Carrel vezette be. Erre a
célra altalaban szarnyasplazma szolgal, mivel az eml8splazméakkal szemben
lassabban képez j6 alvadékot. A vérvétel konnyebhsége és a vér allandébb
Ca-szintje miatt tobbnyire himallat vérét hasznaljak. A szovettenyésztdi
gyakorlat szamara djabban liofilizalt plazmakat allitanak el8, amelyek meg-
felel§ higitas utan hasznalhaték.

Szovetdarabok rogzitésére hasznalt masik anyag a kollagén. Kiilonssen
olyan szévetek tenyésztésénél tartjak megfeleldnek, amelyek novekedésiik
kapcsan erdsen folyésitanak, pl. az idegszovet. Tébben vannak azon a véle-
ményen, hogy folyésitasi képességben a plazma és a kollagén kézott sok
kiilonbség nincs. A kollagént patkanyfarokbél, meglehet8sen hosszadalmas
eljarassal allitjak el6.

A biologiai eredetli folyadékok kozil legjelentGsebbek a kiilonbozd é16-
lényekbdl vett savok, vagy szérumok. A savék képezik a médiumok kész
fehérjéket tartalmazé alkoté részeit és tomény fehérjeoldatoknak tekinthetdk.
Leggyakrabban hasznalt savék: felndtt emberi savé, koldokzsinér-, vagy
placentasavé, 16-, marha- és borjasavék. Altaldban az a tapasztalat, hogy
a novekedésre gyakorolt hatasban autolég és homolég savok kozott nincs
kiilsnbség, habar vannak esetek, amikor kizarélag egyik vagy masik savé
hasznalata ajanlatos. Az emberi koldokzsinér szérum és a borjiszérum pl. a
legtobb szévet tenyésztésére alkalmas. A teljes vérb§l nyert szérumot toxikus
hatasok elkeriilése végett 65 °C-on inaktivaljak, majd sziiréssel sterilizaljak.
Ha a szérumot koldokzsinérbél veszik, arra kell vigyazni, hogy a vérvétel
ne kozvetleniil a sziilés utan, ill. a sziilés idején torténjen, mert akkor a vér
kénnyen hemolizal. A kapott szérumot nem kell sziiréssel sterilizalni, mert
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szobah6n 2—3 hét utan onsterilizalodas kovetkezik be. Toxicitasi probléma
sohasem meriil fel és egyébként nehezen noévg szovetek is jol tenyészthetdk
benne. Az amnion-folyadékot kaniil segitségével, steril punkciéval marhabél
nyerik. Aszcitesz és pleura folyadék nyerése rendszerint peritoneilis karcino-
matozisban szenved8 betegekbdl torténik. Ilyen anyag hasznilatba vétele
eldtt ajanlatos toxicitasi tesztet végezni, mivel ezek a betegek gyakran része-
siilnek olyan gyégyszeres kezelésben, amely a sejtek novekedését leronthatja.
Cornea-ham tenyésztésére szokasos csarnokvizet hasznalni, melyet o6kor
szemébdl vesznek, de a kis mennyiségben valé nyerés miatt csak kisméreti
munkara alkalmas. A savé nagy molekulasilyd anyagait a szérum ulirafil-
tratumokat nagyon igényes koriillmények kozott tenyészthetd szovetek médiu-
maként hasznaljak. Egyes szerzdk azért alkalmazzak, hogy a sejtekben a
lipidek in vitro felhalmozédasat elkeriiljék. A savé alacsony molekulasilyd
anyagait a szérum dializatumok tartalmazzak. Jo6l definialhaték, ezért olyan
sejttorzsek kiegészit§ médiumaiként hasznalhaték, amelyek csak definialt
médiumokban nének. A rovar hemolimfit fGleg rovarok szoveteinek tenyész-
tésénél hasznaljak, mig a kokusztej novényi szovettenyészetek médiumaként
szolgal.

A szovetkivonatok koziil elsGsorban a kiilonb6z8 embridkivonatok jénnek
szamitasba. Leggyakrabban csirke embrié kivonatot hasznilnak, amelyet
7—10 napos csirke embriobél homogenizalva, fiziolégias séoldattal allitanak
el6. Ma mar a plazmahoz hasonléan ez is liofilizalt allapotban vasarolhaté,
és higitas utan hasznalhaté. Ugyanez vonatkozik a borji embrié kivonatra
is. Az embrié ultrafiltratumok is ugyanolyan hatasosak a névekedésre, mint
maguk az embrié kivonatok. Egyéb sziovetkivonatok hasznilata a specialis
kovetelményektsl fiigg. A baktérium tenyésztésnél hasznalt laktalbumin
hidrolizatumot, peptont, és élesztokivonatot prébaltak magasabbrendi szévetek
tenyésztésénél is hasznalni, de hatasuk semmivel sem bizonyult jobbnak,
mint az egyéb biolégiai eredetdi anyagoké.

II. Definialt médiumok. Jollehet a természetes médiumok hasznalata
még ma sem keriilhet§ el, egyre tobb prébalkozas van arra nézve, hogy azokat
legalabb részben, dn. definialt médiumokkal helyettesitsék, vagy egészitsék
ki. A természetes médiumok hatranya, hogy komplex voltuknal fogva alkoté-
részeik ismeretlenek és valtozéak. Ez a korilmény megneheziti a kisérletek
pontos megismétlését és sszehasonlitasat. A kémiailag definialt, vagy szin-
tetikus médiumok esetében a médium alkotérészei ismertek. Ugyanakkor
ismerni kell a kiilsnb6z8 allati sejtek igényeit is, mivel jelenleg nem &ll ren-
delkezésre olyan univerzalis médium, amely kivétel nélkiil minden allati sejt
tenyésztésére alkalmas lenne. Sok anyag minden sejt altalanos sziikséglete,
de vannak olyan anyagok, melyekre specialisan ennek, vagy annak a sejtnek
van sziitksége. Ez magatél értet§dd, ha arra gondolunk, hogy élében ugyan-
azon szervezeten beliil is kiilonb6z8 az egyes szovetek sejtjeinek igénye.
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Mégis, a jelenleg hasznalt szintetikus médiumok nagy része csak a sejtek
altalanos igényeinek kielégitésére szolgal, ezért a tenyésztés kevés kivételtdl
eltekintve, nem kizarélag definialt médiumokban, hanem valamilyen termé-
szetes médiummal kiegészitve, un. szemiszintetikus médiumokban torténik.

A definialt médiumok egy részét képezik a kiilonboz8 fiziologias oldatok,
az 1n. ,,Balanced Salt Solutions (BSS). Ezek énmagukban nem elégségesek
a sejtek tilélésének biztositasara, benniik a sejtek legfeljebb egy napig tart-
haték életben karosodés nélkiil. Ugyanakkor alapjat képezik minden szinte-
tikus médiumnak. ElsGsorban a sejtek fizikai igényeit biztositjak: ozmotikus
nyomas, pH viszonyok. Kiilonb6z§ szervetlen sokat és glukézt tartalmaznak,
valamint indikatort a pH jelzésére. Mindegyik tobb-kevesebb kiegészitéssel
a Ringer-oldat szarmazéka. Legismertebbek: Tyrode-, Gey-, Earle-, Hanks-
oldatok. Részletes osszetételitk és készitési médjuk a szovettenyésztési kézi-
konyvekben megtalalhaté [2., 3., 5.]. Altalanos szempontként megjegyzends
— és ez minden szdvettenyésztésnél hasznalt oldatra érvényes —, hogy
készitésiikhoz kétszer desztillalt, dezionizalt vizet kell hasznalni, valamint
igen lényeges az anyagok kémiai tisztasaga.

Mint emlitettiik, a sejtek hosszabb ideig valé tdlélésére a fiziolégias
oldatok énmagukban nem elégségesek, ehhez tovabbi anyagok: aminosavak,
vitaminok, hormonok és fehérjék sziikségesek. A szintetikus médiumokat
ezért a fiziologias oldat alkotérészen kiviil, ezeknek az anyagoknak a hozza-
adasaval készitik. Az els§ szintetikus médiumot, amely mindezeket az anya-
gokat tartalmazta, FiscHER allitotta Ossze 1941-ben. 0, a szervetlen sé,
szénhidrat, aminosav, vitamin alkotérészeken kiviill plazma- és embriclé
dializatumot is kevert az oldathoz. A jelenleg igen sok szdévettenyészt§ altal
hasznalt szintetikus médiumot MorGAN, MorTON, és PARKER 1950-ben alaki-
totta ki és TC-199 néven ismeretes. Komplex voltanal fogva az osszes anya-
gokat tartalmazza, amelyekre a sejteknek sziiksége van. Onmagéaban mégsem
elégséges, benne a sejtek csak 1—2 napig maradnak életben, savé hozza-
adasaval viszont teljes értékdi médiumként hasznalhaté, amelyben a sejtek
korlatlan ideig élnek és szaporodnak. 1955-ben Parker médositasaban jelent
meg egy olyan szintetikus médium, amelyben bizonyos sejttorzsek savé
hozzaadasa nélkiil is korlatlanul néveszthet8k. Ugyanezt a szerepet tolti be
a fehérmentes NCTC-109-es médium is. A Parker TC-199-es médium
mellett gyakran hasznalt még az Eagle 1959-es médium, amely szintén savéval
disitandé.

Az elgbbiekben ismertetett médiumok sajnos nemcsak a tenyésztendd
sejtek novekedését serkentik, hanem baktériumok és gombik novekedésére
is kedvezbek. S&t, a baktériumok és gombik kedvezd kérilmények kozott
hamarabb tilnévik a magasabbrendii sejteket, toxinokat termelnek és rovid
id6 alatt a sejttenyészet teljes pusztulasat okozzak. A fertdzés kizarasa, ill.
elkeriilése két dolog egyiittes alkalmazasaval lehetséges: 1. sterilizalassal, és
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2. aszeptikus technika alkalmazasdval, azaz a mar steril anyagok fert§zd-
désének megelGzésével. A fert6zés forrasai lehetnek: a) eszkozok, b) médium,
c) explantalandé anyag, d) levegd, amiben a munka folyik, e) dolgozé személy.

A tenyésztési munka elsG lépése: steril eszkozok és médium biztositasa
a munka megkezdése elGtt, a sterilizalasi technika el8irasai szerint torténik.
A mikroorganizmusok sterilizalassal valé eltavolitasa haromféleképpen tor-
ténhet: 1. fizikailag, 2. kémiailag, és 3. mechanikai tton.

Fizikai dton: szaraz, vagy nedves hével és sugarzassal lehet sterili-
zalni. Eles eszkozok, miiszerek, ivegnemiik sterilizalasa szaraz hdvel torténik,
mig ruhat, gumit, egyes oldatokat nedves hdvel, ill. magasnyomasu gézzel
sterilizalnak. A nedves hével val6 sterilizalas legegyszeribb médja a f8zés,
amely kisebb mennyiségli anyagok, fecskenddk, tiik, gyors sterilizalasara
alkalmas. Miianyag eszkozok sterilizalasara, amelyek sem szaraz, sem nedves
hével nem csiratlanithaték, a gamma-sugarzas megfeleld.

Kémiai iiton valé sterilizalasra legegyszeriibb esetben a 709,-o0s alkoholt
hasznaljak, pl. méanyag fedflemezek, vagy egyéb sziraz és medves hét
nem biré eszkozok esetén. Az antibiotikumokat tapoldatok alkotérészeként,
nem a sterilizalasi folyamat helyett, hanem megel8zés céljabol alkalmazzak.
A penicillint és sztreptomicint egyiittesen alkalmazzak. Penicillint 100 NE/ml,
sztreptomicint 50 ug/ml konc.-ban. Gombas fertdzés ellen a Mycostatin
(Nystatin) 20 ug/ml konc.-ban hatésos.

A mechanikai tton valé sterilizalas sziiréssel torténik. A temyésztésnél
hasznalt oldatok koziil a plazma és embrié kivonat készitése mar eleve sterilen
torténik. Néhany oldat nedves hdvel sterilizalhaté, az oldatok tobbségét
viszont csak szliréssel lehet csiramentessé tenni. A sz{irésnek tobbféle médja
ismeretes, megvalasztdsa a szlirend§ oldattal szemben timasztott kovetel-
ményektdl és a rendelkezésre allé lehetdségektdl fiigg.

A kiiiltetend§ szoévetbdl, levegdb6l és a dolgozé személybdl eredd szeny-
nyezéseket aszeptikus technika alkalmazasiaval lehet elkeriilni. A szévet
befert6z6dése ugy keriilhets el, hogy az anyagkivételt steril koriilmények
kozott kell végezni. Ha ennek ellenére a sterilitas teljes mértékben nem
biztosithatd, kiiiltetés el6tt az anyagot tomény antibiotikum oldatban kell
atmosni, mely 1000 NE/ml penicillint, 0,5 mg/ml sztreptomicint, és 0,5 mg/ml
neomicint tartalmaz.

A levegt sterilitdsa legjobban gy biztosithat6, ha a munkahelyen sziirg-
rendszeren atbocsatott levegd cirkulal. Ha erre nines lehetdség, kiilonbhoz6
UV-, ill. germicid lampéak hasznalandék.

A dolgozd dltbzéke, keze steril legyen, a felesleges mozgasokat és beszédet
keriilni kell, a kilégzett levegdt maszkon keresztiil szfirni. Lehetdleg semmit
sem szabad kézzel megfogni, de emellett a kéz tisztasaga és fertStlenits
folyadékban valé aztatasa a munka megkezdése eldtt sziikséges. A dolgozo
részér6l a sterilitas legf6bb biztositéka a j6 munkaszervezés, a gyors, begya-
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korlott, automatikus mozdulatok, mindennek megvan a helye, a helyiséghen
csak a munkaval kapesolatos anyagok vannak, a szennyezett, hasznalt anya-
gok eltavolitasa azonnal megtorténik. Fedetleniil még rovid ideig sem szabad
semmit hagyni, nyitott iivegeket minden manipulaciénal ferde szogben kell
tartani. A helyiséghen gazlangnak kell égni, mert munka kézben a leveg§vel
érintkezett eszkozok, nyilasok égetése allandban sziikséges.

Az explantilandé anyagok harom forrashél szarmazhatnak: 1. Embrio-
nalis szovetek, 2. felndtt (normal) szévetek, 3. daganatszévetek. Embriondlis
szovet minden fajta embriohbol nyerhets, de leggyakrabban csirke embriét
hasznalnak. Fiatal csirke embriot gyakran teljes egészében iiltetnek ki, mig
10 napnal iddsebbekbdl egyes szerveket (sziv, maj, bél, bér, vazizom, spinalis
ganglionok) explantalnak. Gyakran hasznaljak szervtenyésztés céljara a vég-
tagbimbékat. Eml§s embrick koziil leggyakrabban egér és patkany embrié-
kat, ill. azok egyes szerveit iiltetik ki, nagyobb eml8sok koziil kutya, macska,
diszné és marha embridk szolgalhatnak a vizsgalat targyaul. A spontan
vetélésekb§l szarmazé emberi embridkat a magzati életnek kb. 5. hénap-
jaban (30—35 cm-es allapot) szoktak explantdlni, mivel a sterilen valé
preparalas korabbi allapotban nem lehetséges. Az embrionalis szovetek gyor-
san ndnek, és altalaban fibroblasztokban gazdag névekedést mutatnak.
A fibroblasztok minden egyéb sejttipust gyorsan tidlburjanzanak.

A felnott szévetek tobb-kevesebb latencia id§ utan indulnak néveke-
désnek. A tenyészetek sejtes dsszetétele az embrionalis szovetekével szemben
véltozatosabb, amennyiben a mindig jelenlévd fibroblasztok mellett, mas
sejttipusokat is tartalmaznak. A felndtt szovetek tébbsége alkalmas szovet-
tenyésztésre, a vizsgélat célja szabja meg, hogy az explantalas milyen szévetbdl
torténjen.

Daganatsziveteket morfolégiai és élettani vizsgalatok céljara, mind
emberi, mind allati daganatokbél gyakran explantalnak. A tenyésztés koriil-
ményeinek megvalasztasa, a normal szovetekét meghaladé koriiltekintést
igényel, mert a tumorsejtek él6ben valé gyors burjanzasa legtobbszér nincs
parhuzamban in vitro névekedési képességiikkel. Ezekkel a kérdésekkel
viszont tovabbi eladasok még részletesebben fognak foglalkozni.
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