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A sejt- és szovettenyésztés a biolégiai tudoményok alapvetd eljaras-
moédja, amely a korszerii vizsgalomdédszerek helyes és célszerli alkalmazasaval
szerkezettani (biontosztatikai), miikodéstani (biontodinamikai) és viszonyu-
lastani (hipotagolégiai) informéciok egész tomegének feltarasara volt képes
az elmilt évtizedekben és tgy tiinik, igéretes jové eldtt is all.

A tenyészetek sejtjeinek életjelenségeit megfigyels, alaktani — durva
és finomszerkezeti — vonasait leiré kutaté elvben mindazokat a médszereket
felhasznalhatja informacié gyijtésre, amelyeket a sejtkutaték a nem-tenyész-
tett sejtek vizsgalatara valaha is felhasznaltak. Ezért a mi mondanivalénk
ujdonsagokkal alig vagy egyaltalain nem szolgal. Inkabb arra torekedtiink,
hogy egyfajta szubjektiv rendszerezés alapjan targyaljuk az ismert maod-
szereket.

1.

A kultirak sejtjeinek él§ allapotban valé szakaszos vagy folyamatos
megfigyelhetdsége, majd az arataskor a tovabbi feldolgozas attél fiigg, hogyan
valasztottuk a kiiiltetés mddjat. A teljesség igénye nélkiil allitottuk ossze
az elsé sémat, amelyen a kiiiltetési médokat foglaltuk ossze.

A szervtenyészetek él6ben valé direkt megfigyelése finom mikroszképos
modszerekkel nem valésithaté meg. Feldolgozasuk médja pedig alig vagy
egyaltalan nem kiilonbozik a kozonséges szervdarabokétdl. Szuszpenziés
sejttenyészetek — akar kis térfogatban, akir nagyobb tomegben keriilnek
kiiiltetésre — a dolog természeténél fogva szintén alkalmatlanok a mikrosz-
kopos megfigyelésre. Jollehet az ilyen kultirak sejtjeinek feldolgozasa nagyon
hasonlit azokhoz az eljarasokhoz, amelyeket a hematolégiai gyakorlathol
ismeriink, két koriilményre felhivjuk azért a figyelmet. Szuszpenziék fény-
mikroszkopos feldolgozasahoz — megitélésiink szerint — a legkiméletesebb
eljaras a targylemezre valg iilepités, amelyet el§szor GAILLRAD és SCHABERG [6]
hasznalt kromoszéma preparalaskor. Elektronmikroszképos vizsgalatokra az
Intézetiinkben kidolgozott eljarast [10] azért tartjuk igen alkalmasnak, mert
megérzi és jol lathatova teszi a sejtek finomszerkezetét; megbizhatd hiszto-
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1. séma. Kiiiltetési mddozatok a tenyésztésben

kémiai reakciokat tesz lehet§vé; gazdasagos, egyszeri és konnyen reprodukal-
haté. Szildrd (k6z6mbés vagy taplalé) alapon nové sejitenyészetek a leggyak-
rabban elGfordulé példai a tenyésztési gyakorlatnak. igy ezek teszik leg-
inkabb prébara a kutaté leleményességét, hogy tenyésztett sejtjeinek életké-
pességét, anyagceseréjét és novekedését tanulmanyozza és ebbdl lényeges
kovetkerztetésre jusson.

I1.

A sejtek életképességének megitélése. A tenyésztett sejtek életképes-
ségének megitélésében az él§ és a fixalt sejtek elemzése egyarant hasznos
eljarasi mod [21]. Az életképesség egyik legfontosabb jele a sejtek mozgé-
konysdga, bar nem minden tenyésztett sejtfajta képes a helyvaltoztatasra.
A mozgékonysag megfigyelése és a sejtek mozgasi sebességének mérése
viszonylag erds nagyitasd faziskontraszt vagy interferencia-kontraszt mik-
roszképot [19], vagy ezeknél is bonyolultabb berendezést: mikrokinemato-
grafot igényel. (BGvebben lasd: [5].) Minél er8sebb nagyitasi rendszerben
dolgozunk, annal inkabb besziikiil a kiiltetési médok valasztéka. Tehat az
egyik legfontosabb életképességi jel direkt megfigyelése mindenfajta kultira
vizsgalataban nem lehet rutinszerd tevékenység. A helyvaltoztaté mozgasra
képtelen sejtek életképességének a jele a sejtek alakviltozdsa is lehet, s6t a
kiilonféle sejtorganellumok lassi vagy gyors sejiten belilli mozgdsa is. Akar
az egyik, akar a masik jelet kivanjuk vizsgalni, nem keriilhetjiik el a bonyolult
optikai berendezést, csakigy mint a motilitds elemzésénél [5].

Az él8 sejtek szakaszos vagy folyamatos megfigyelése és a fenti jelek
regisztralasa nem sérti a tenyészetek integritiasat. Bizonyos fajta — féleg
szuszpenziés — tenyészetek sejtjeinek életképességét meg lehet itélni szaka-
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szos mintavétellel és a mintak sejtjeinek ,,vitalis” festésével vagy sejtszamo-
lassal. (Utébbirél késé6bb még beszéliink.) A sejtek ,,vitalis” festésén most
a ,,dye exclusion test”-et értjitkk, amelyet legalabb annyian felhasznalnak,
mint amennyien elvetnek az életképesség megitélésében. Az eljaras azon a
tényen alapszik, hogy az él6 sejtek citoplazma-membranja atjarhatatlan
polaros szinezékekre nézve, igy a szinezéket csak az elhalt sejtek halmozzak.
A festett és festetlen sejtek szamabol az alabbi képlet szerint szamithaté ki
az életképességi index: [12]

(6sszes sejtek szama) — (elhalt sejtek szama)

e ST e Sy o e o~ L0014

osszes sejtek szama
)

Megitélhetd azonban a sejtek életképessége fixalt és festett készitmények
elemzése alapjan is, amikor a sejtek morfologiai integritdsa az életképesség
jele. Ilyen jelek: a citoplazma-membran épsége, a citoplazma bazofiliaja,
csekély lipidtartalma, a maghartya érintetlensége, az eukromatin folénye a
heterokromatin felett, a magvacskak elGtiinése, az 0szt6dé sejtek gyakorisaga
és egyebek. Ezcknek az ismérveknek az elGtiintetésére rutin festési eljarasokat
alkalmaznak, mint amilyen a jol ismert Giemsa-festés, metilzold-pironin,
gallocianin, Feulgen-festés és egyebek. Receptjeiket kézikonyvek kiilonféle
valtozatokban tartalmazzak [2, 8, 13, 14]. Minthogy egyik fontos vitalis jel
a citoplazma-membran épsége és ez nehezen ismerhetd fel kozonséges fény-
mikroszképban, és mert az inert felszinen névé monolayerek gyakran olyan
stirliségben tartalmazzak a sejteket, hogy azok sejt-membranjanak allapota
nem egykonnyen itélhetd meg, néha sziikség van a feliileti részleteket jé
feloldasban nytjté pdsztazé elekironmikroszkiépos vizsgalatra [19]. A transz-
missziés elektronmikroszképban az elektronsugar athatol a targyon és a
sejtek belsd szerkezetének elektronikus képét szolgaltatja. Ehhez minél
vékonyabbra metszett targyra van sziikségiink. A pasztdzé mikroszképban
a fixalt, nem metszett, arannyal vagy krémmal arnyékolt sejtek feliiletét
cikkcakk vonalban tapogatja le a mintegy 100 A atmérgji és a targyra
kiilonb6z8 hajlasszégben vetiil§ elektronsugarnyalab. Ez a ,,primér” sugar-
nyaldb a targy felszinére esve, onnan ,,méasodlagos” elektron sugarak kibo-
csatasat is eredményezi. Majd mindkettd visszaverddik az egyenetlen felszinrgl
és a visszavert sugarak a késziilék érzékeldjébe (detektor) jutnak. Erdsités
utan, elektromos aramma alakitva moduldlnak egy olyan elektronsugarat,
amelyet televiziés képesd fluoreszkalé ernydjére vetitenek. A képernydén
haromdimenziés relief jelenik meg a tenyésztett sejtek feliiletérsl. Minthogy
a feloldéképességet féleg a ,,primér” elektron sugirnyaldb atmérdje hatarozza
meg, az emlitett 100 A egyben koriilbeliil a feloldoképességet is jelenti. Elkép-
zelhet§, hogy a citoplazmanyilvanyok egész sokasaga keriil igy a vizsgalo
szeme elé, amelybGl nemesak a sejtek életképességére, hanem a teljes feliileti
finomszerkezeti anatémiara kaphatunk értékes informaciékat.
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I1T1.

A sejtek anyagcseréje. A sejtek életképességét nemcsak morfolégiai
eszkozokkel és médszerekkel lehet kimutatni. S8t, néha egyediili lehet8ség
a vitalitas megitélésében a kémiai folyamatok mingségi és mennyiségi elemzése,
mert a kitiltetési m6d nem engedi meg optikai eszk$z6k hasznalatat. A kultdrak
sejtjeinek energiatermelése a glukéz hasitas eredménye. Ez két lépésben
torténik: az els§ szakaszban a glukéz piruvatta bomlik, amely két magas
energiaju foszfat kotés felszabadulasaval jar. Ez a folyamat az aerob vagy
az anaerob korilmények kozotti glikolizis. A masodik szakasz oxigénigényes,
amikor piruvat molekulak széndioxiddad és vizzé oxidalédnak. Ebben a
szakaszban az el§z6hoz képest lényegesen tobb magas energiaju foszfat kotés
szabadul fel. A glikolizis kovetkezménye: piroszglGsav és tejsav megjelenése
a tapfolyadékban. Ez a savtermelés megviltoztatja a médium hidrogénion
koncentraciéjat és az abban 1év§ indikator jelzi a pH-eltolédast. A tapfolya-
dék savanytsagabél tehat durva kévetkeztetés vonhaté a kultira életképes-
ségét illetGen. Viralis, bakterialis vagy gombas fert§zés eseteiben gyakran a
ldgos iranyba tolédik a tapfolyadék pH-ja, melyet az indikator szinvaltozasa
jelez. Vannak azonban olyan sejtfajtak, amelyeknek természetes tulajdonsaga
a pH 7,4—7,5 kérnyezetben val6 optimélis életképesség, ezért a tapfolyadék
ldgosodasabol nem okvetleniil kovetkeztethetiink fert§zésre. A tenyésztett
sejtek anyagcsere folyamatainak objektiv mérése az oxigénfelvétel vagy a
széndioxid-termelés alapjan ,klasszikus” biokémiai vagy mikrokémiai eljara-
sokkal lehetséges. A sejtek oxigénfelvétele légzésilk mértéke, amely vagy
Warburg-manometriaval [20], Cartesius-buvarban [7] vagy elektrokémiai
eljarasokkal [3] egzaktan mérhetd. Mindharom eljaras bonyolult, miszer-
igényes és csak specialis esetekben lehet rutinna alakitani. A széndioxid-
termelés az él16 sejtek légzésének kovetkezménye, ugyancsak mérhet§ Warburg-
manometriaval. Ha a mérérendszerben nincsen széndioxid abszorbens, a
manométerben leolvasott térfogatvéltozas az oxigénfogyasztas és a szén-
dioxid-termelés osszegét jelenti. Ha az oxigénfogyasztast egyidejiileg mérjiik,
a széndioxid termelés mértéke kiszamithaté. Nemecsak a sejtek anyagcsere
termékeinek és a tapfolyadék kiilonféle alkotérészeinek, pl. glukéz, amino-
savak, vitaminok stb. mérésébdl lehet kovetkeztetni a sejtek életképességére,
hanem a sejten beliil lezajlé anyagcsere-reakcick vizsgalata is mérvadé lehet.
Az anyagcsere-reakciok megitélésének egyik médja a sejtek aktiv metabolikus
anyagkészletébdl valamelyik alkotérész kimutatasa. Kiilon el§adassorozatot
lehetne szentelni ennek a témakoérnek, hiszen a lehet§ségek szinte korlat-
lanok. Jelenleg azonban csak néhany ultrastrukturalis citokémiai elvre hivjuk
fel a figyelmet. Az ultrastrukturalis citokémia lehetdvé. teszi szimunkra,
hogy természetiiknél fogva elektronsugar-elnyel§ vagy mesterségesen ilyenné
tehetd sejt-komponenseket vehessiink vizsgalat ala. A természetes elektron-
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sugér-elnyel§ anyagok: a szabad vagy kotott nehéz fémsék (pl. vas, ferritin,
hemoglobin), bizonyos szervetlen sék (pl. kalciumfoszfat), és nagyszamd
szerves vegyilet (pl. nukleinsavak), aminok és polipeptidek (pl. katechol-
aminok, szerotonin, vazopresszin), szekréciés fehérjék (pl. pepszin, hasnyal-
mirigy enzimek, glukagon, inzulin) [4]. Jelenleg tobb olyan alapelvet isme-
riink, amelyek révén atereszts alkotérészeket elektronsugar-elnyeldvé tehetiink
és igy intracellularisan ezek is azomosithatéva valnak: (i) olyan fajlagos
vegyiileteket alkalmazunk, amelyeknek a kimutatandé anyag irdnt nagy az
affinitasuk és elektronsugar elnyel§ esapadékot vagy komplexet alkotnak
egymassal: a natrium ionok piroantimonatokkal lathatéva tehetfk, ugyanigy
a glikogén 6lomionokkal, hogy trivialis példakat emlitsiink; (ii) amennyiben
a meghatarozandé intracellularis anyag enzim természetii, reagaltatjuk Gket
megfelel6 természetes vagy mesterséges szubsztratumokkal, amelyek denz
terméket eredményeznek: foszfatazok, arilszulfatazok, észterazok [11] és egyéb
enzimek kimutatasa és lokalizalasa mindenki szamara elérhetd rutin eljarassa
alakithat6; (iii) amennyiben a sejtalkotérész antigén természetd, a vele
szemben termeltetett specifikus antitesttel kotve és a komplexet denz mar-
kerekkel (pl. feritin vagy peroxidaz) jelolve az elektronmikroszképban is
lathatéva tehet8k [1, 9]. A citolégiai gyakorlatnak jelenleg a kezdetén all6
4j eljarasi méd, amely a sejttenyészetek morfologiai elemzése mellett egzakt
mikrokémiai informacickat is nyujt: az elektronsugdr-rontgen-mikroanalizis
(electron probe x-ray microanalysis). A periédusos rendszer minden egyes
atomcsaladja kiilonb6z6 hullamhosszisagia és jellegzetes rontgen sugarat
bocsat ki, amikor elektronsugarakkal bombazzak Gket. Minél kénnyebb egy
elem, annal hosszabb karakterisztikus rongensugarzasanak hullamhossza. Ezt
az elvet hasznaltik fel az analitikai elektronmikroszkép készitdi, amely
scanning médon miikodik. A targyrél a raes6 elektronsugar hatasara kilépd
rontgensugarakat kristaly-detektor ,,érzékeli”’. Erdsités és elektromos jellé valé
alakitas kovetkezik. A jel erdssége aranyos a kibocsatott sugar erfsségével.
Ezaltal meghatarozhaté a ,,sugarforras’, tehat a targyban 1év6 elem kon-
centriciéja és természetes egyideji lokalizalasa is. Korabban a scanning
eljarasi méd leirasakor megemlitettiik a feloldoképességet, amely 100—200 A
tehat organellum nagysagrendi, és azt is leirtuk, hogy a sejtfelszin finom-
szerkezeti anatémiija minden nehézség nélkiil feltarhaté. Ehhez hozza-
tehetjitk a mikroanalizis ,,képességét’: a kémiai dsszetétel térképének elkészi-
tését. Magyarazat nélkiill is belathat6, milyen biztaté jové felé néziink,
amelynek elgjele az MTA Szegedi Biologiai Kézpontjanak analitikai elektron-
mikroszképja.

A sejtniévekedés. A tenyésztés sikerét nemcsak a sejtek vitalitasa,
hanem névekedése és szaporodasa is jelzi. A novekedésen a protoplazma
felszaporodasat és ennek kovetkeztében a sejtnek vagy fontos alkotérészeinek
térfogatnagyobbodasat értjiik. A sejtszaporodas pedig a térben és az idSben
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zajlé autoném folyamat, amelynek soran 6nallé6 egymagvi sejtek két — koriil-
beliil azonos nagysagi — egyenként a legfontosabb citoplazma-szervecskéket
és egymashoz hasonlé egyenértékii sejtmagot tartalmazé utédsejteket hoznak
létre [18]. A névekedés onmagaban szemmel alig vagy egyaltalan nem kovet-
hetd, a szaporodis szemmel lathaté jele a kromoszémak megjelenése.

A sejtniovekedés mértékének meghatarozasara tobbféle médszert alkal-
maznak. Minthogy a novekedés nem egyszerd térfogatbgviilés, hanem anyag-
tobblet is, kézenfekv§ a sejtek tomegének mérése, amely példaul interferencia
mikroszképpal valésithaté meg [15, 19]. Pontossdga vitathatatlan, nagy
munkaigénye miatt azonban nem valt rutin eljarassi. Sokkal inkabb alkal-
mazzak a fehérje- és DNS-szintézis mértékének megitélésére szolgalé biokémiai
méréseket és autoradiogrdfias modszereket. Az el6bbiekben is érdemes a radio-
aktiv izotopok alkalmazasa, mert ezek révén nemcsak a kultdrdk netto
fehérjetermelését vagy a sejtek nukleinsav gyarapodéasat, hanem a szintézis
idSosszefiiggéseit, valamint egyes kitiintetett molekulak keletkezésének sebes-
ségét is mérni lehet [17]. Az autoradiografias mdédszerek ismertetésének
korabban kiilon szimpéziumot szenteltek (pl. 16). Igy most csak annyit
szeretnénk hangsilyozni, hogy méltatlanul kevés a szovettenyésztési gyakor-
latban a fehérje- és nukleinsav-prekurzorok felhasznalasa. Holott kilénésen
a monolayerek szinte 6nként kinaljak magukat az ilyen feldolgozasra. Oszintén
reméljik, hogy az ezutan koévetkez§ kinetikai el6adasok méltatlankodé
itéletiinket megdontik. A sejtszam gyarapodas megallapitasanak legegy-
szerlibb médja a sejiszamldlds, amely mar a sejtszuszpenzidk kiiiltetésekor
lényeges és fontos tevékenység. Kés6bb a szubkultivalasok idején vagy az
arataskor, vonatkoztatasi szamként a tenyésztés sikerének mértékadéja.
Sajnos azonban pontatlan eljaras, akar a legegyszerlibb eszkiozzel (Biirker-
kamra), akar pedig kiilonféle miszerrel (pl. celloszkép) végezzilk. Nem is
az eszkozok okozzdk a pontatlansigot, hanem a rendszeres hibat ez egyszer
a sejtszuszpenzick egyenetlenségében kereshetjiik: a szuszpenzié példaul
nemcsak egyedi, kiilonallo sejteket, hanem aggregatumokat is tartalmaz,
vagy a sejtek nagysidga nem egyontetdi és igy a miiszer mérési kiiszobét ugy
kell megvalasztanunk, hogy az nemcsak ép, hanem térmelék sejteket is
szamlal. Van azonban még egy inherens hibaforras, és ez a sériilt vagy a
holt sejtek jelenléte, amelyek sziikkségképpen hamis szamolasi eredményhez
vezetnek. A pontos szamlalashoz lehetGséget nydjtanak mas fiiggetlen eljara-
sok: a ,,dye exclusion test’’, valamelyik enzim aktivitasanak egyideji meg-
hatarozasa, a mitézis index kiszamitasa, a ,,growth fraction” meghatarozasa
és egyebek. Ezek koziil egyesekrél a kovetkezd eladasokban minden bizonnyal
hallani fognak.
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V.

A tenyésztett sejtek életjelenségeinek a megfigyelése és a lefrasa — mint

lattuk — nem kénnyii és nem is egyszer( feladat. Néha a morfolégiai méd-
szerek és eszkozok mit sem érnek, maskor éppen ezek hasznalataval deriil
fény sejtbiolégiai problémainkra. Akarmelyik eszkoz all is azonban a rendel-
kezésiinkre, egy sem ér semmit, ha nem vagyunk tisztidban azzal, mit varha-
tunk a szovettenyésztési technikatol.
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