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A sejt- és szövet tenyésztés a biológiai t u d o m á n y o k a lapve tő e l járás-
módja , amely a korsze rű vizsgálómódszerek helyes és célszerű a lka lmazásáva l 
szerkezet tani (biontoszta t ikai) , működés t an i (b iontodinamikai ) és viszonyu-
lástani (hipotagológiai) információk egész t ömegének fe l tárására vo l t képes 
az e lmúl t év t izedekben és úgy t ű n i k , ígéretes j ö v ő e lőt t is áll. 

A tenyészetek se j t j e inek életjelenségeit megf igyelő , a l ak tan i — d u r v a 
és f inomszerkezet i — vonása i t leíró k u t a t ó elvben m i n d a z o k a t a módszereke t 
fe lhaszná lha t ja in fo rmác ió gyűjtésre, amelyeket a s e j t k u t a t ó k a nem-tenyész-
t e t t se j tek vizsgála tára valaha is fe lhaszná l tak . E z é r t a mi mondan iva lónk 
ú jdonságokka l alig v a g y egyáltalán n e m szolgál. I n k á b b arra t ö r e k e d t ü n k , 
hogy e g y f a j t a s z u b j e k t í v rendszerezés a lap ján t á r g y a l j u k az i smer t mód-
szereket. 

I . 

A ku l tú rák s e j t j e i n e k élő á l l a p o t b a n való szakaszos vagy fo lyamatos 
megfigyelhetősége, m a j d az a ra táskor a további feldolgozás a t tó l függ , hogyan 
vá lasz to t tuk a k iü l t e t é s módjá t . A teljesség igénye nélkül á l l í to t tuk össze 
az első sémát , ame lyen a kiültetési módoka t fog la l tuk össze. 

A szervtenyészetek élőben való d i rek t megfigyelése f inom mikroszkópos 
módszerekkel nem va lós í tha tó meg. Feldolgozásuk mód ja pedig alig v a g y 
egyál ta lán nem kü lönböz ik a közönséges szervdaraboké tő l . Szuszpenziós 
sejttenyészetek — a k á r kis t é r foga tban , akár n a g y o b b tömegben kerü lnek 
kiül te tésre a dolog természeténél fogva szintén a lka lmat lanok a mikrosz-
kópos megfigyelésre. Jó l l ehe t az i lyen ku l tú rák se j t j e inek feldolgozása nagyon 
hasonlít azokhoz az e l járásokhoz, amelyeket a hematológiai gyakor la tbó l 
i smerünk, ké t k ö r ü l m é n y r e fe lh ív juk azért a f i gye lme t . Szuszpenziók fény-
mikroszkópos feldolgozásához — megítélésünk szer in t — a legkíméletesebb 
el járás a tá rgylemezre va ló ülepítés, amelye t először G A I L L R A D és S C H A B E R G [6] 
használ t k romoszóma prepará láskor . E lek t ronmikroszkópos v izsgála tokra az 
In t éze tünkben k ido lgozo t t el járást [10] azért t a r t j u k igen a lka lmasnak , mer t 
megőrzi és jól l á t h a t ó v á teszi a s e j t ek f inomszerkeze té t ; megbízható hiszto-

265 MTA Biol. Oszt. Közi. 20, (1977) 



2 5 8 RAPPAY GYÖRGY 

Se j t t enyésze t ek — Sze rv tenyésze tek 

I 
szuszpenz ióban 

fe ldolgozásuk 
hasonló a 
hemato lóg ia i 
anyagokéhoz 

ü v e g 

1. séma. K iü l t e t é s i m ó d o z a t o k a t e n y é s z t é s b e n 

kémia i r eakc ióka t tesz lehetővé; gazdaságos, egyszerű és könnyen reproduká l -
ha tó . Szilárd (közömbös vagy táplá ló) alapon növő sejttenyészetek a leggyak-
r a b b a n előforduló példái a tenyész tés i gyakor l a tnak . így ezek teszik leg-
inkább p róbá ra a k u t a t ó leleményességét , hogy tenyész te t t s e j t j e i nek életké-
pességét, anyagcseré jé t és növekedésé t t anu lmányozza és ebből lényeges 
köve tkez te t é s re jusson. 

I I . 

A sejtek életképességének megítélése. A tenyész te t t se j t ek életképes-
ségének megítélésében az élő és a f ixá l t se j tek elemzése e g y a r á n t hasznos 
el járási mód [21]. Az életképesség egyik legfontosabb jele a s e j t ek mozgé-
konysága, b á r n e m minden t e n y é s z t e t t s e j t f a j t a képes a he lyvá l toz t a t á s r a . 
A mozgékonyság megfigyelése és a se j tek mozgási sebességének mérése 
viszonylag erős nagyí tású f áz i skon t ra sz t vagy in te r fe renc ia -kont rasz t mik-
roszkópot [19], vagy ezeknél is bonyo lu l t abb berendezést : m ik rok inema to -
gráfot igényel . (Bővebben lásd: [5].) Minél erősebb nagyí tás i rendszerben 
dolgozunk, anná l i nkább beszűkül a kiül tetési módok vá la sz t éka . Tehá t az 
egyik legfontosabb életképességi je l d i rek t megfigyelése m i n d e n f a j t a ku l tú ra 
v izsgá la tában n e m lehet ru t insze rű tevékenység . A he lyvá l toz t a tó mozgásra 
képte len se j tek életképességének a jele a sejtek alakváltozása is lehet , sőt a 
különféle sejtorganellumok lassú v a g y gyors sejten belüli mozgása is. Akár 
az egyik, a k á r a másik jelet k í v á n j u k vizsgálni, nem ke rü lhe t jük el a bonyolul t 
op t ika i berendezés t , csakúgy m i n t a moti l i tás elemzésénél [5]. 

Az élő se j tek szakaszos v a g y fo lyamatos megfigyelése és a fen t i jelek 
regiszt rá lása n e m sért i a t enyésze tek in tegr i tásá t . Bizonyos f a j t a — főleg 
szuszpenziós tenyészetek se j t j e inek életképességét meg lehet í té lni szaka-
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szos min tavé te l le l és a m i n t á k se j t je inek „v i t á l i s " festésével v a g y se j t számo-
lással. (Utóbbi ró l később még beszélünk.) A sejtek „ v i t á l i s " festésén most 
a „dye exclusion t e s t " - e t é r t j ü k , ame lye t legalább anny ian fe lhasználnak , 
min t a m e n n y i e n elvetnek az életképesség megítélésében. Az el járás azon a 
t ényen a lapszik , hogy az élő sej tek c i t op l azma-membrán j a á t j á r h a t a t l a n 
poláros színezékekre nézve, így a színezéket csak az e lhal t se j tek ha lmozzák. 
A fes te t t és festet len se j t ek számából az a lábbi képlet szerint s zámí tha tó ki 
az életképességi index: [12] 

(összes sei tek száma) — (elhal t seitek száma) 
1 '—77. \ , , ~ X 1 0 0 % . 

(összes sej tek szama) 
Megí té lhető azonban a sej tek életképessége f ixál t és f e s t e t t kész í tmények 

elemzése a l a p j á n is, amiko r a sej tek morfológiai integritása az életképesség 
jele. I lyen j e l ek : a c i t op l azma-mcmbrán épsége, a c i top lazma bazof i l iá ja , 
csekély l ip id ta r t a lma , a mag l i á r tya érintet lensége, az e u k r o m a t i n fölénye a 
he t e rok roma t in felett , a magvacskák előtűnése, az osztódó se j tek gyakor isága 
és egyebek. Ezeknek az i smérveknek az e lőtüntetésére rutin festési eljárásokat 
a lka lmaznak , mint ami lyen a jól i smer t Giemsa-festés, meti lzöld-pironin, 
gallocianin, Feulgen-festés és egyebek. Recept je ike t kéz ikönyvek különféle 
v á l t o z a t o k b a n t a r t a lmazzák [2, 8, 13, 14]. Minthogy egyik fon tos vitális jel 
a c i top lazma-membrán épsége és ez nehezen ismerhető fel közönséges fény-
mikroszkópban , és mer t az inert felszínen növő monolayerek gyak ran olyan 
sűrűségben t a r t a lmazzák a se j teket , h o g y azok s e j t - m e m b r á n j á n a k á l lapota 
nem eg ykönnye n í té lhető meg, néha szükség van a felület i részleteket j ó 
feloldásban n y ú j t ó pásztázó elektronmikroszkópos v izsgála t ra [19]. A t ransz-
missziós e l ek t ronmikroszkópban az e lektronsugár á t h a t o l a t á rgyon és a 
sej tek belső szerkezetének e lekt ronikus képé t szo lgá l ta t ja . Ehhez minél 
v é k o n y a b b r a metszet t t á r g y r a van szükségünk. A pász tázó mikroszkópban 
a f ixá l t , n e m metszet t , a r annya l v a g y k r ó m m a l á rnyéko l t se j tek fe lüle té t 
c ikkcakk v o n a l b a n t a p o g a t j a le a m i n t e g y 100 Á á t m é r ő j ű és a t á r g y r a 
különböző haj lásszögben ve tü lő e lek t ronsugárnya láb . Ez a „ p r i m é r " sugár-
nyaláb a t á r g y felszínére esve, onnan „másod lagos" e lek t ron sugarak kibo-
csátását is eredményezi . M a j d m i n d k e t t ő visszaverődik az egyenet len felszínről 
és a v isszaver t sugarak a készülék érzékelőjébe (detektor) j u t n a k . Erősí tés 
u t án , e lek t romos á r a m m á alakí tva modu lá lnak egy o lyan e lek t ronsugara t , 
amelyet televíziós képcső f luoreszkáló ernyőjére ve t í t enek . A képernyőn 
háromdimenziós relief je lenik meg a t enyész t e t t sej tek felületéről . Minthogy 
a feloldóképességet főleg a „ p r i m é r " e l ek t ron sugárnyaláb á tmérő je ha tá rozza 
meg, az eml í t e t t 100 Á egyben körülbelül a feloldóképességet is je lent i . Elkép-
zelhető, h o g y a c i top lazmanyúlványok egész sokasága kerül így a vizsgáló 
szeme elé, amelyből nemcsak a sej tek életképességére, h a n e m a tel jes felület i 
f inomszerkezet i ana tómiá ra k a p h a t u n k ér tékes in formációka t . 
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III. 

A sejtek anyagcseréje. A sej tek életképességét nemcsak morfológiai 
eszközökkel és módszerekke l lehet k i m u t a t n i . Sőt , néha egyedüli lehetőség 
a vi ta l i tás megítélésében a kémiai fo lyama tok minőségi és mennyiségi elemzése, 
mert a kiül te tés i mód n e m engedi meg op t ika i eszközök haszná l a t á t . A k u l t ú r á k 
sej t je inek energiatermelése a glukóz has í tás e redménye . Ez két lépésben 
tör tén ik : az első s z a k a s z b a n a glukóz p i r u v á t t á boml ik , amely két m a g a s 
energiájú foszfát kö tés fe l szabadulásával j á r . Ez a f o l y a m a t az aerob v a g y 
az anaerob kö rü lmények közöt t i glikolízis. A második szakasz oxigénigényes, 
amikor p i r u v á t mo leku lák széndioxiddá és vízzé ox idá lódnak . E b b e n a 
szakaszban az előzőhöz képes t lényegesen t öbb magas energ iá jú foszfát kö t é s 
szabadul fel. A glikolízis köve tkezménye : piroszőlősav és t e j s a v megjelenése 
a t áp fo lyadékban . Ez a savtermelés m e g v á l t o z t a t j a a m é d i u m hidrogénion 
koncent rác ió já t és az a b b a n lévő ind iká tor jelzi a pH-e l to lódás t . A t áp fo lya -
dék savanyúságából t e h á t du rva köve tkez te tés v o n h a t ó a ku l tú ra életképes-
ségét il letően. Yirális, bak te r iá l i s vagy gombás fer tőzés eseteiben gyak ran a 
lúgos i r ányba tolódik a t áp fo lyadék p H - j a , melyet az i nd iká to r színváltozása 
jelez. V a n n a k azonban o lyan se j t f a j t ák , amelyeknek te rmésze tes tu l a jdonsága 
a p H 7,4 — 7,5 k ö r n y e z e t b e n való optimális életképesség, ezért a t áp fo lyadék 
lúgosodásából nem okve t l enü l k ö v e t k e z t e t h e t ü n k fer tőzésre . A t enyész t e t t 
sejtek anyagcsere f o l y a m a t a i n a k ob jek t ív mérése az oxigénfelvétel v a g y a 
széndioxid-termelés a l a p j á n „klassz ikus" biokémiai v a g y mikrokémiai e l já rá -
sokkal lehetséges. A se j t ek oxigénfelvétele légzésük mér téke , amely v a g y 
Warburg -manomet r i áva l [20], Car tes ius-búvárban [7] v a g y e lektrokémiai 
el járásokkal [3] e g z a k t a n mérhető . Mindhárom el járás bonyolul t , műszer-
igényes és csak speciális esetekben lehet r u t i n n á a lak í tan i . A széndioxid-
termelés az élő sej tek légzésének köve tkezménye , ugyancsak mérhe tő W a r b u r g -
manomet r i áva l . Ha a mérőrendszerben nincsen széndioxid abszorbens, a 
manométe rben leolvasot t té r fogatvá l tozás az oxigénfogyasztás és a szén-
dioxid-termelés összegét j e len t i . Ha az oxigénfogyasz tás t egyidejűleg m é r j ü k , 
a széndioxid termelés m é r t é k e k i számí tha tó . Nemcsak a sej tek anyagcsere 
termékeinek és a t á p f o l y a d é k különféle alkotórészeinek, pl . glukóz, amino-
savak, v i t aminok s tb . méréséből lehet köve tkez t e tn i a se j tek életképességére, 
hanem a se j ten belül l eza j ló anyagcsere-reakciók v izsgála ta is mérvadó lehe t . 
Az anyagcsere-reakciók megítélésének egyik m ó d j a a se j tek ak t í v metabol ikus 
anyagkészletéből va l ame ly ik alkotórész k i m u t a t á s a . K ü l ö n előadássorozatot 
lehetne szentelni ennek a t émakörnek , hiszen a lehetőségek szinte ko r l á t -
lanok. Jelenleg azonban csak néhány u l t r a s t ruk tu rá l i s c i tokémiai elvre h í v j u k 
fel a f igye lmet . Az u l t r a s t ruk tu rá l i s c i tokémia lehe tővé . teszi s zámunkra , 
hogy te rmésze tükné l f o g v a elektronsugár-clnyelő vagy mesterségesen i lyenné 
tehető se j t -komponenseke t vehessünk vizsgálat alá. A természetes e lek t ron-
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sugár-elnyelő anyagok: a szabad vagy k ö t ö t t nehéz f émsók (pl. vas, fe r r i t in , 
hemoglobin) , bizonyos szervet len sók (pl. ka lc iumfoszfá t ) , és n a g y s z á m ú 
szerves vegyüle t (pl. nukle insavak) , aminők és po l ipep t idek (pl. ka techol -
aminok, szerotonin, vazopresszin) , szekréciós fehér jék (pl. pepszin, hasnyá l -
mir igy enzimek, glukagon, inzulin) [4]. Jelenleg t öbb o l y a n alapelvet i sme-
rünk , amelyek révén á te resz tő alkotórészeket e lektronsugár-elnyelővé t e h e t ü n k 
és így intracel lulár isan ezek is azonos í tha tóvá v á l n a k : (i) olyan fa j l agos 
vegyüle teke t a lka lmazunk , amelyeknek a k i m u t a t a n d ó a n y a g i ránt n a g y az 
a f f in i tásuk és e lek t ronsugár elnyelő c sapadéko t vagy komplexe t a l k o t n a k 
egymással : a ná t r i um ionok p i roan t imoná tokka l l á t h a t ó v á t ehe tők , u g y a n í g y 
a glikogén ólomionokkal , hogy triviális pé ldáka t e m l í t s ü n k ; (ii) amenny iben 
a megha tá rozandó intracel lulár is anyag enzim te rmésze tű , r eagá l t a t j uk ő k e t 
megfelelő természetes v a g y mesterséges s zubsz t r á tumokka l , amelyek denz 
t e rméke t e redményeznek : foszfa tázok, ar i lszulfa tázok, ész terázok [11] és egyéb 
enzimek k i m u t a t á s a és lokalizálása mindenk i számára e lé rhe tő ru t in e l já rássá 
a lak í tha tó ; (iii) a m e nny iben a se j ta lkotórész ant igén te rmésze tű , a vele 
szemben t e rme l t e t e t t speci f ikus an t i tes t te l kö tve és a komplexe t denz m a r -
kerekkel (pl. fer i t in v a g y peroxidáz) jelölve az e l ek t ronmikroszkópban is 
l á t h a t ó v á t ehe tők [1, 9]. A citológiai gyako r l a tnak je lenleg a kezdetén álló 
ú j el járási mód, amely a se j t tenyésze tek morfológiai elemzése mellett egzak t 
mikrokémiai in fo rmác ióka t is n y ú j t : az elektronsugár-röntgen-mikroanalízis 
(electron probe x-ray microanalysis) . A periódusos r endsze r minden egyes 
a tomcsa lád ja különböző hul lámhosszúságú és jellegzetes röntgen suga ra t 
bocsát ki, amikor e lek t ronsugarakka l bombázzák őket . Minél könnyebb egy 
elem, annál hosszabb ka rak te r i sz t ikus röngensugárzásának hul lámhossza. E z t 
az elvet haszná l ták fel az anal i t ikai e lek t ronmikroszkóp készítői, a m e l y 
scanning módon működ ik . A tárgyról a ráeső e lek t ronsugár ha tására k i lépő 
rön tgensuga raka t k r i s t á ly -de tek to r „érzékel i" . Erősí tés és e lek t romos jellé va ló 
a lakí tás köve tkez ik . A je l erőssége a rányos a k ibocsá to t t sugár erősségével. 
Ezá l ta l megha tá rozha tó a „ sugá r fo r r á s " , t e h á t a t á r g y b a n lévő elem kon -
centrációja és természetes egyidejű lokalizálása is. K o r á b b a n a scanning 
eljárási mód leírásakor megeml í t e t tük a feloldóképességet , ame ly 100—200 Á 
t e h á t organel lum nagyságrendű , és azt is le í r tuk, hogy a sejtfelszín f i n o m -
szerkezeti a n a t ó m i á j a m i n d e n nehézség nélkül f e l t á r h a t ó . Ehhez hozzá-
t e h e t j ü k a mikroanalízis „képességé t " : a kémia i összetétel t é rképének elkészí-
tését . Magyaráza t nélkül is be lá tha tó , milyen b i z t a tó j ö v ő felé n é z ü n k , 
amelynek előjele az MTA Szegedi Biológiai K ö z p o n t j á n a k anal i t ikai e lek t ron-
mikroszkópja . 

A sejtnövekedés. A tenyésztés s ikerét nemcsak a se j tek v i t a l i t á sa , 
hanem növekedése és szaporodása is jelzi . A növekedésen a p ro top lazma 
fe lszaporodásá t és ennek köve tkez t ében a se j tnek vagy f o n t o s alkotórészeinek 
t é r foga tnagyobbodásá t é r t j ü k . A se j t szaporodás pedig a t é r b e n és az időben 
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zaj ló a u t o n ó m fo lyamat , a m e l y n e k során önálló egymagvú se j t ek ké t — körül -
belül azonos nagyságú — egyenkén t a legfontosabb e i toplazma-szervecskéket 
és egymáshoz hasonló egyené r t ékű s e j tmago t t a r t a lmazó u t ó d s e j t e k e t h o z n a k 
létre [18]. A növekedés ö n m a g á b a n szemmel alig vagy egyá l t a l án nem köve t -
hető, a szaporodás szemmel l á tha tó jele a kromoszómák megjelenése. 

A sejtnövekedés m é r t é k é n e k megha tá rozásá ra többfé le módszert a lkal-
maznak. Min thogy a növekedés nem egyszerű té r foga tbővülés , hanem anyag-
többlet is, kézenfekvő a s e j t e k tömegének mérése, amely pé ldáu l in terferencia 
mikroszkóppal va lós í tha tó meg [15, 19]. Pontossága v i t a t h a t a t l a n , n a g y 
munka igénye m i a t t a zonban nem vál t r u t i n el járássá. Sokka l inkább alkal-
mazzák a f ehé r j e - és DNS-szintézis m é r t é k é n e k megítélésére szolgáló biokémiai 
méréseket és autoradiográfiás módszereket. Az előbbiekben is érdemes a radio-
ak t ív izo tópok a lka lmazása , mer t ezek révén nemcsak a ku l tú r ák n e t t o 
fehér je te rmelésé t vagy a s e j t e k nukle insav gyarapodásá t , h a n e m a szintézis 
időösszefüggéseit , va lamin t egyes k i t ü n t e t e t t molekulák kele tkezésének sebes-
ségét is m é r n i lehet [17]. Az autoradiográf iás módszerek ismer te tésének 
ko rábban k ü l ö n sz impóziumot szentel tek (pl. 16). í g y mos t csak anny i t 
szeretnénk hangsúlyozni , h o g y mél ta t l anu l kevés a szövet tenyésztés i gyakor -
la tban a f ehé r j e - és nuk le insav-prekurzorok felhasználása. Holo t t különösen 
a monolayerek szinte önkén t k íná l ják m a g u k a t az ilyen feldolgozásra. Őszintén 
remél jük, h o g y az e z u t á n következő k ine t ika i e lőadások mé l t a t l ankodó 
í té le tünket megdönt ik . A se j t szám gyarapodás megá l l ap í t á sának legegy-
szerűbb m ó d j a a sejtszámlálás, amely m á r a sej tszuszpenziók k iü l te tésekor 
lényeges és fon tos t evékenység . Később a szubkul t ivá lások idején vagy az 
ara táskor , -vonatkoztatási számkén t a tenyésztés s ikerének m é r t é k a d ó j a . 
Sajnos a z o n b a n pon ta t l an e l járás , aká r a legegyszerűbb eszközzel (Bürker -
kamra) , a k á r pedig különfé le műszerrel (pl. celloszkóp) végezzük. Nem is 
az eszközök okozzák a p o n t a t l a n s á g o t , h a n e m a rendszeres h ibá t ez egyszer 
a sej tszuszpenziók egyenet lenségében ke re she t j ük : a szuszpenzió pé ldául 
nemcsak egyedi , különálló se j teket , h a n e m agg regá tumoka t is t a r t a l m a z , 
vagy a s e j t ek nagysága n e m egyönte tű és így a műszer mérési küszöbét ú g y 
kell megvá lasz tanunk , h o g y az nemcsak ép, hanem tö rme lék se j teket is 
számlál. Y a n azonban m é g egy inherens hibaforrás , és ez a sérült vagy a 
holt sej tek jelenléte, ame lyek szükségképpen hamis számolási e redményhez 
vezetnek. A pon tos számláláshoz lehetőséget n y ú j t a n a k m á s függet len e l já rá-
sok: a , ,dye exclusion t e s t " , va lamelyik enzim ak t i v i t á s ának egyidejű meg-
ha tározása , a mitózis i n d e x k iszámí tása , a „growth f r a c t i o n " megha tá rozása 
és egyebek. E z e k közül egyesekről a köve tkező e lőadásokban minden b izonnyal 
hallani f o g n a k . 
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V. 

A t enyész t e t t se j tek élet je lenségeinek a megfigyelése és a leírása — m i n t 
l á t t u k — n e m k ö n n y ű és n e m is egyszerű fe lada t . Néha a morfológiai m ó d -
szerek és eszközök mi t sem érnek, m á s k o r éppen ezek haszná la t áva l de rü l 
fény sej tbiológiai p rob lémáinkra . Akármely ik eszköz áll is azonban a rende l -
kezésünkre , egy sem ér semmi t , ha n e m v a g y u n k t i s z t ában azzal, mit v á r h a -
t u n k a szövet tenyésztés i t echn iká tó l . 
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