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A szovettenyészt§ médszert kidolgozasatél kezdve alkalmaztak a daga-
natkutatasban. Ugyanez érvényes a daganatok kemoterapidjara iranyulé ku-
tatasokra is. Az in vitro tenyésztett sejtek alkalmas objektumnak bizonyultak
annak megallapitasara, vajon a kiprébéalandé vegyiiletek befolyasoljak-e a
sejtek novekedését, szaporodasat, vagy elpusztitjak-e a sejteket. Hosszi fej-
16dés utan nyert polgarjogot a médszer a daganat-kemoterapias anyagok to-
meges elGvizsgalataban, a screeningben. A kiilonb6z6 metodikak kidolgoza-
saval és fejlodésével a szovettenyészté modszert egyre szélesebb korben kezd-
ték alkalmazni, nemcsak a daganatsejtek citomorfolégiai vizsgalatara, hanem
a humanterapiaban hasznalt citosztatikumok hatasmechanizmusanak tanul-
manyozasara is. A sejtkinetikai eljarasok lehet6vé tették, hogy egyrészt meg-
ismerjiik a kiilonb6z8 sejtféleségek in vitro proliferaciés kinetikajat, tovabba a
citosztatikumoknak a sejtkinetikara gyakorolt hatasat.

L. Screening médszerek

Kozel fél évszazada, hogy az elsé in vitro daganat-kemoterapias vizsga-
latot elvégezték. NEMETH [28] 1929-ben kozolte azt a vizsgilatat, melyben
KCN és HCN hatasat tanulmanyozta Ehrlich egérkarcinoma sejtek tenyésze-
tein. A kolhicin toxikus hatasat Luprorp [25], kiilénb6z6 aminokét LETTRE
és ALBRECHT [21] tanulmanyozta in vitro. A II. vilaghédbord utani években
egyre intenzivebbé valé daganat-kemoterapias kutatdsban mind nagyobb
szerepet kapott a szévettenyésztés [2, 32, 42]. A kutatasok ebben az idgszak-
ban elsGsorban arra iranyultak, lehetséges-e szelektiv daganatsejt-kdarosito hatdst
megallapitani szovettenyészetben, a nem-malignus sejtek karosodasa nélkiil.
CorNMAN [6, 7] kimutatta, hogy a tisztitatlan, crude penicillin készitmény
szelektiv médon letalis volt daganatsejtekre in vitro. Ugyancsak szelektiv
hatasdinak bizonyult a podophyllin [31], a mustar-nitrogén [8], a 2,6-diamino-
purin [3], a trietilénmelamin [TEM; 33, 39], a puril-hisztamin [22] és maés ve-
gyiiletek. Ez a szelektivitas azonban csak sziik dézis-intervallumon beliil ér-
vényes [11, 36] és nincs sziikségszeri korrelacioban az in vivo daganatellenes
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hatassal. Ez metodikai szempontbél fontos megallapitas, mert ebbdl kovetke-
zett, hogy egyetlen sejiféleség is elegendo a screeninghez.

A daganatellenes szereket hatasmédjuk, eredetiik és egyéb szempontok
alapjan, kiilonb6z8képpen csoportositottak. Egyik eléggé elterjedt osztalyo-
zast itt ismertetjiik:

1. Alkilez§ szerek (mustar-nitrogén, Myleran),

2. Alkaloidok (kolhicin, Vinblasztin, Vinkrisztin).

Antimetabolitok (Ametopterin, 6-Merkaptopurin, 5-Fluorouracil).
Antibiotikumok (Mitomicin C, Bleomicin, Adriamicin).
Hormonok (Prednizolon).

AL o

6. Egyéb anyagok (uretan).

Ezenkiviil mas csoportositasok is léteznek [27], egyikre a sejtciklusrdl szolo
fejezethen még visszatériink.

Szovettenyészetben a vizsgalt anyagok citotoxikus, citosztatikus hata-
sat értékeljiik ki. Ebben a relaciban a kétféle kifejezés azonos értelmet takar,
bar néha a citosztatikus hatason a sejtszaporodas megsziinését értik, a sejt
pusztulasa nélkiil. A hatas kiértékelése szempontjabal nagy jelent&ségi volt
a kiilonb6z6, ismert osszetételli, szintetikus tapfolyadékok kidolgozasa, és
kiilonféle, elsGsorban emberi daganatokbdél szarmazé sejttorzsek stabilizalasa
szovettenyészetben. Ezaltal lehet§vé valt a sejtnovekedés, a sejtszaporodas
standardizalasa, igy a novekedés gatlasanak pontosabb mérése.

A bethesdai rakkutaté intézetben EAGLE és munkatéarsai dolgoztik ki
azt a szovettenyésztd modszert [11], amelyet az amerikai Cancer Chemothe-
rapy National Service Center screening eljarasként fogadott el [5]. A mdédszer-
ben el8irt KB sejttorzset EacLeE [10] stabilizalta emberi epidermoid larynx
karcinomabél, de helyette mas, hasonlé sejitorzs, pl. HeLa is hasznalhaté.
A sejtszaporodas mértékét a fehérje mennyiségének mérése itjan hatarozzak
meg. ED, azt a szerdézist jelsli [ug/ml-ben kifejezve, amely a nem-kezelt,
kontroll tenyészetekhez képest felére csokkenti a sejtszaporodast. Jéllehet a
moédszer kvantitativ eredményt ad, de csak egyetlen paraméterre, a fehérje
szintézisre van alapozva, amely nem mindig aranyos a sejtszaporodas mérté-
kével és a sejtszammal (19, 36).

A szbvettenyészeteknek a daganat-kemoterapias screeningben valé
széles korii, szisztematikus alkalmazasarél, a metodikak tovabbfejlddésérdl
HirscHBERG [14], valamint FoLeEY és EpstEIN[13] ad j6 attekintést. Ezekbdl
az dsszefoglalokbdl kitiinik, hogy a kiilonb6z8 szerz8k mas és mas paraméte-
rek segitségével mérték le a citosztatikus hatast. Sajat vizsgalatainkban [39]
azt tapasztaltuk, hogy a citomorfologiai alapon térténé kiértékelés nemcsak a
toxicitasrol tajékoztat, hanem a szerhatds jellegére is lehet bizonyos kovetkez-
tetéseket levonni. Az alkilezd szerek tébbsége példaul, szubtoxikus dézisban,
a kezelést kiovets elsé napon mitézisszam csokkenést, kisfokd sejtmegnagyob-
bodast idéz els. A kezelést kovets 2. naptél kezdve a mitézisok szama fokoza-
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1. tablazat

Abnormalis mitézisok és tohbmagvi sejtek ardnyanak viltozdsa citotoxikus hexitek hatdsara,
HelLa sejttenyészetekben

p . 14§ Szabalyos Torz Tébbmagvi
Anyag és dézis (6ra) m — | sejtek 9
Kontroll 24 | 6,1 0,9 4,2
‘ 48 2,3 0,6 1,25

72 2,9 1,3 1,2

96 5,0 1,0 2,5

Degranol 5 ug/ml 24 | 1.3 1,8 5:9
72 0,7 8,3 34,2

168 | 0,2 557 42,3

Mannitmyleran 50 ug/ml 24 } 1,8 0,8 8,2
96 = 1,4 18,5

Dibrémmannit 25 ug/ml 24 0.7 0,4 6,1
96 0, 9,0 7,4

Dibréomduleit 25 ug/ml 24 0,7 0,2 5,2
48 0,95 0,55 3,6

72 0,65 3,9 5yl

96 — 11,5 13,6

DAD 2,5 ug/ml 24 0.4 0,3 2,0
48 0,2 2,9 3,1

72 — 1,4 2,6

96 == 0.9 3.8

2. tablazat

Vinblasztin hatidsa a mitézisok és tobbmagvi sejtek gyakorisagara Hela sejttenyészetekben

Idépont | Szabélyos Torz Tobbmagvi
(8x8) mitézisok 9, sejtek, Jo
Nem kezelt kontroll 24 3.2 0.7 3.8
Vinblasztin-kezelt, 24 2= 76,6 2,0
0,001 pg/ml, 48 — 24,0 60,0
48 oras kezelés 72 — 14.6 75,0
96 — 3,4 75,8
120 - 1.2 71,6
144 - 4.6 84,2

tosan emelkedik és meghaladja a nem kezelt, kontroll értéket [34, 35, 40],
a populécié egy- és tobbmagva éridssejtekbdl all. Citosztatikus hatasi alka-
loidok (kolhicin, Vinblasztin, Vinkrisztin) hatasara mar néhany 6ra milva
megfigyelhet§ a mitézisban (metafazisban) arretalt sejtek felszaporodasa,
amelyek kés6bb szétesnek, vagy tébbmagvi 6riassejtekké alakulnak [37].
A kiilonb6z6 iddpontokban vett mintakon végzett sejtszamolassal a mennyisé-
gi valtozas is megallapithaté és a szerhatas dinamikaja is kovethetd (1—2.
tablazat).

Szuszpenzicban tenyésztett sejtek ugyancsak alkalmasak citosztatikus ha-
tas értékelésére. Ma mar szamos atolthaté, szolid vagy aszcitesz formaban
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novd allati daganatsejt tenyészthet nem letapadé formaban, szuszpenziéban
(L 1210, Yoshida, Ehrlich, NK/Ly, P388 stb.). A sejtszaporodas gatlasa a
szer hozzaadasa utan vett mintakon, sejtszamolassal konnyen megallapithatg,
a citolégiai hatas pedig a szuszpenziébol készitett keneten vizsgilhaté [24].

A primér emberi daganattenyészeteken térténd kemoterapids vizsgalat célja
az, hogy a klinikumban hasznalt citosztatikumok kéziill a leghatasosabbat
valasszak ki. Az elsé ilyen iranyu vizsgalatokat WRIGHT és mtsai [47] kozolték
1957-ben, és ezzel elsGsorban egyéni, individualis terapiat prébalnak megvalé-
sitani. Az ,,in vitro predictive test”-nek is nevezett médszer azéta széles kor-
ben elterjedt.

Az in vitro screening haszndlhatésdgdt az in vivo adatokkal valé 6sszeve-
tés és az in:vitro—in vivo korreldcié mértéke hatarozza meg. Az irodalom [9, 12]
és sajat adataink szerint [36], a korrelacié a hatasos anyagoknal 70—80 sza-
zalék. Ugyanakkor elég magas (449%,) a fals pozitiv anyagok aranya. Az in
vitro vizsgalatokban ,kihagyott™, fals negativ anyagok szama alacsony volt
(129,). A téves eredmény a vegyiilet kémiai jellegével (Endoxan: ,,Transport-
form”), oldhatatlansagival magyarazhat6. Az Endoxannak a szervezetben
aktivalédnia kell ahhoz, hogy hatasat kifejthesse. Ez az egyetlen példa is fel-
hivja a figyelmet arra a szempontra, hogy a citosztatikus hatas kiértékelésénél
csakigy, mint mas, szovettenyészetben végzett vizsgalatnal, mindig figye-
lembe kell venni a gazdaszervezet hidnyat, amelynek komplex (detoxikalo,
metabolizal6) hatasa nem érvényesiil.

Konkliziéként megallapithatjuk, hogy az in vitro eljarasok komoly se-
gitséget jelentenek a daganat-kemoterapias el§vizsgalatokban, a vizsgalt anya-
gok toxicitasanak, citosztatikus és citomorfolégiai hatasanak felderitésében.
Elénye, hogy igen kevés (néhany mg) anyaggal, rovid idé alatt, viszonylag

olcson elvégezhetd a vizsgalat.

II. Sejtciklus vizsgalatok

A citosztatikumok a sejtek életében mélyrehaté valtozasokat hoznak
létre. A citomorfolégiai véltozasok dinamikdja legjobban kézvetlen megfigye-
léssel, fazis-kontraszt mikrokinematografias mddszerrel kovethetd. Egyedi sej-
tek generacids ideje percnyi pontossaggal hatarozhaté meg, egyik anafazistol
a kovetkez6 anafazisig (16, 18). Vizsgalatainkban kezeletlen és 5 ug/ml Degra-
nollal (mannit-mustar) kezelt HeLa sejtek generaciéit kovettiik 5 napon ke-
resztiil (1. dbra) (36). A kezelt sejtek tenyészeteiben a nem kezeltekhez képest
(2. abra) mélyrehaté valtozasok kivetkeztek be. Ez részben a mitézisok ké-
sésében, vagy megsziinésében, részint a posztmitotikus sejtfiziok ttjan létre-
jové tobbmagva oridssejtek felszaporodasaban manifesztalédott (3. abra).
E médszer hatranya, hogy viszonylagkevés sejt analizalhaté egy-egy kisérletben.
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1. dbra. HeLa sejttenyészet oridssejtes atalakulasa, 5 pug/ml Degranol kezelés hatdsara. Fazis
kontraszt-mikrokinematografias felvétel sorozat.

A szoros értelemben vett sejteiklus vizsgalatok a 3H-timidin felhaszna-
lasaval és az autoradiogrdfids technika kidolgozasaval kezdédtek. HOWARD és
Perc [15], valamint LAjTHA [20] mutattak ki, hogy a sejt életciklusa 4 kiilon
fazisra oszthaté: M. (mitézis), G, (preszintetikus), S (DNS szintézis) és G,
(posztszintetikus). A sejt életciklusanak ez a felosztdsa ma mar minden kézi-
kényvben megtalalhaté. A sejtciklus és fazisai idGtartaméanak meghatarozasa-
ra szolgal a jelolt mitozis modszer [45]. Ennek lényege a nem-szinkron névé
tenyészetek rovid ideig tarté jelolése *H-timidinnel, majd az idénként vett
mintakban a jelolt és nem-jelolt mit6zisok aranyanak megallapitasa. Ezzel a
médszerrel vizsgaltuk meg a Degranol [35], a dibrémdulcit (4. abra) [41] és a
dianhidrodulcit [38] hazai gyartmanyid citosztatikumok sejtciklusra gyako-
rolt hatasat. Mindharom vegyiilet jelentdsen meghosszabbitotta az atlagos
sejteiklus id8t, azon beliil elsdsorban a G, és S fazis idGtartamat.- A jelzett
mitézis moédszer igy arrél is tajékoztat, hogy a sejtciklus egyik vagy masik
fazisa érzékenyebb-e a szerek hatdsara, mint a tobbi.

A citosztatikumok fazis-specificitasanak a megallapitasahoz a telepképzo
képesség (cloning efficiency) mddszerét [43] hasznaljak. Segitségével mennyiségi-
leg meghatarozhaté a citosztatikumok vagy mas természeti effektusok (ront-
gen-, ultraibolya sugér) sejtkarosité hatasa. Alkilez§ szerekkel torténd kezelés
esetén, a doézis emelésével logaritmikusan csokken a tuléls sejtek, illetve az
azokbdl kifejlgdott telepek aranya (5. abra). Ha a kezelést fazis-specifikus
citosztatikummal (Vinkrisztin, arabinozil-citozin) végzik, a telepek szamanak
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2. dbra. Hela sejtek generdciés idejének vizsgilata mikrokinematografids médszerrel. Nem

kezelt kontroll tenyészet. A kirdk a sejteket, a korokben levé pontok a sejtmagok szdmét,
a fekete korok a mitézisokat, a keresztek a sejt pusztulasat jelzik.

a csokkenése egy bizonyos dézis utdn mar megsziinik (6. abra) [17, 26]. Annak
eldontésére, hogy a fazis-specifikus sajatsaggal rendelkez§ vegyiilet a sejteik-
lus melyik fazisadban hat, a sejteket szinkronizalni kell. A sejtszinkronizdldsra
szamos médszert frtak le, melyekrdl j6 6sszefoglalast ad Nias és Fox [29]. Két
csoportot kiilonboztethetiink meg annak alapjan, hogy fizikai vagy kémiai
médszert valasztunk. A sejtek életét legkevésbé megzavaré, fizikai eljaras a
mitézis szelekeid, amely azon az elven alapul, hogy a lekerekedett, mitézisban
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3. dbra. 5 ug/ml Degranollal kezelt HeLa tenyészet. Jelmagyardzat: a 3. dbra szévegében.
Kezelés hatasira meghosszabbodott az interfazis-id§, gatolt a mitézisba lépés, fokozbdott a
sejtfiiziok ardnya és szdmos sejt pusztult el.

(metafazisban) levé sejtek kevéshbé tapadnak a szubsztratumhoz, mint a tébbi
sejt, igy azok a tapfolyadék segitségével lerazhatok a monolayer feliiletérdl és
osszegytijthet6k (7. dbra). A mddszer hatranya, hogy viszonylag kevés sejt
nyerhetd igy, de ismételt lerazassal és a lerazott sejtek +4° C-on térténs 12
oras tarolasaval a sejtmennyiség novelaets. Az emlitett 6sszefoglalasban nem
szerepel egy djabb médszer, mely szerint az izoleucinnak a tapfolyadékbél vals
kihagyasaval kinai horcsog sejtek G, fazisban arretalédnak. Izoleucin hozza-
adasa utan a sejtek szinkron kezdik meg a DNS-szintézist [23].
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4. dbra. Dibromdulcit (DBD) hatédsdnak vizsgalata kinai horesog sejtek életcikluséara, jelslt
mitézis médszerrel. Jel6lés: H-timidinnel (0,2 xCi/ml) 15 percig. A sejtek normalis ciklusa
jelent8sen megvaltozott.

5. dbra. Dibromdulcit hatasanak vizsgalata L sejtek (Earle) tilélésére telepképzé képesség
(cloning efficiency) médszerrel. a) Nem kezelt tenyészet, b) 75 ug/ml DBD-vel 2 éraig kezelt
tenyészet, 12 napos tenyésztés. Kezelés hatdsara a telepek szama csokkent, nagysagakisebb lett.
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6. dbra. Vinkrisztin hatdsa egér szarkéma sejtek tdlélésére. A szer fazis-specifikus sajatsagara
utal, hogy 0,5 ug/ml dézis felett a telepek szdma nem csékken.

7. dbra. Mitézis szelekciéval szinkronizalt kinai horcsog sejtek. Ecetsavas orcein festés.
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A sejtek fazis-érzékenységét az el6zGekben leirt cloning efficiency és sejt-
szinkronizalas kombindldsdval allapitjdk meg, és a sejt koratél fiiggd valasz-
nak (age response) nevezik [27]. BRUCE és mtsai [4] vezették be a citosztatiku-
moknak sejtkinetikai szempontbdl torténé osztalyozasat:

1. Nem-fazis-specifikus szerek; a hatas a proliferaciés allapottdl fiigget-

len (HN2, gamma sugarzas).

2. Fazis-specifikus szerek; a szerek a generaciés ciklusnak csak egyik

fazisaban hatnak (Vinblasztin, Ametopterin, arabinozil-citozin =

S fazis).

3. Nem-fazis-specifikus szerek; a hatas fiigg a proliferaciés allapottol

(Endoxan, Aktinomicin D).
Az utébbi idében a citosztatikumokat tébbnyire 2 csoportra, fazis-specifikus
és nem-fazis-specifikus szerekre osztjak [44]. A sejtciklus vizsgalatok alapjan
tehat egy — az el6z8eknél racionalisabb alapon nyugvé — 1j osztalyozas valé-
sult meg. Ma mar a legtobb, hatasos daganat-kemoterapias vegyiiletrsl meg-
allapitottak, van-e fazis-specifikus hatéasa, és ha igen, a sejtciklus melyik fa-
zisa a legérzékenyebb [1, 27]. A nem-fazis-specifikus szerekkel szemben sem
egyforman érzékeny mindegyik fazis [27]. Kimutattuk, hogy a dianhidrodulcit
nagyobb mértékben karositja a HeLa sejteket G, késdi S és M fazisban, mint
a sejteciklus tobbi fazisaban [38]. Szamos vizsgalatot végeztek annak megalla-
pitasara is, melyek azok a citosztatikumok, amelyek a nem-proliferals, tn.
G, sejteket is karositjak vagy elpusztitjak [30, 46].

A szovettenyészethen végzett sejteiklus vizsgalatok jelent8s mértékben
jarultak hozza, hogy jobban megismerjiik a daganatsejt-populacidk kinetika-
jat, a citosztatikumok hatasmédjat. Ezzel segitséget adtak a humaéanterapia-
ban alkalmazott kombinalt kemoterapias kezelések megtervezéséhez.
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