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Bevezetés

A szovettenyésztés az elsd jelentds eredmények idején mar 6sszefonédott
az immunolégidval, amikor CARREL és INGEBRIGTSEN 1912-ben tengeri malac
nyirokcsomé és csontvelsejtek kecske vorosvérsejtek elleni hemolizin terme-
lését in vitro rendszerben els6ként tanulméanyoztak [10]. A szintetikus téap-
oldatok bevezetése és elterjedése (Fischer 1948, Morgan 1950) tovabb széle-
sitette a limfoid sejtek tenyésztésének lehet&ségeit és biztositotta kiilonbozd
laboratériumok szamara is a reprodukalhaté, in vitro médszerek alkalma-
zasat. A szervezet immunvélaszanak tanulméanyozasira a bonyolult regula-
cios tényez6k hatasatél izolalt, in vitro rendszerek rendkiviili eldnyt jelen-
tettek, igy érthetd, hogy mind a cellularis immunviélaszt [13], mind a humo-
ralis ellenanyagszintézist [19] sikerrel vizsgaltak in vitro modellek segitségével.
A szbvettenyésztés eszkozeinek és lehetGségeinek fejlédésével pedig az immu-
nolégia egyik alapvet§ modszerére talalt a szdvettenyésztéshen.

Az immunolégiai jelenségek modellezésénél elsGsorban limfocitik, azok
kiilsnb6z8 populaciéinak, valamint makrofagoknak a tenyésztését kell meg-
oldanunk. Osszefoglalénkban kizarélag a limfocitak tenyésztésével, annak esz-
kozeivel és eljarasaival foglalkozunk, a makrofagokra nem tériink ki, minthogy
azok tenyésztési igénye kisebb lévén, az alabbiakban vazolt rendszerekben
a monocita/makrofag rendszer sejtjei j6l tenyésznek.

A limfocitak jellemz6i

A limfocitakat pusztan morfologiai kritériumok szerint olyan sejtekként
jellemezhetjiik, amelyeknek a citoplazméahoz képest nagy magjuk van, gaz-
dagok riboszomaban, szidmos mitokondriumot tartalmaznak, kis Golgi-appa-
ratussal és néhany lizoszomaval rendelkeznek. Mar a korai vizsgalatok alapjan
kicsiny, kozepes, illetve nagy limfocitakat kiilonbéztettek meg, amely e sejtek
heterogenitasara utalt.

A limfocitak a multipotencialis dssejtekbdl differencialédnak, amelyek a
szikhélyaghol szarmaznak. Aszerint, hogy immunolégia funkciéképességiiket
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A T-SEJTVONAL DIFFERENCiALODASA
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1. @bra. A ,,T” sejtvonal differencialéddsa a multipotencialis 8ssejtekbdl (sziksejtek) az immu-
nolégiailag kompetens periférids limfocitakkd. Az egyes sejtpopulicidk jellemzo antigénjeit
az 4bran feltiintettiik (1. az 1. tdblazatot)

melyik elsddleges nyirokszervben nyerik el, megkiilonbéztetiink timusz depen-
dens, tn. ,, T, illetéleg bursa dependens, ,,B” limfocitakat. Ezek a meg-
figyelések féként madarakon végzett vizsgalatokon alapultak, ahol a két
elsédleges nyirokszerv morfolégiailag is j6l elkiilonithets. Emlésokben a Bursa
Fabriciusnak megfelel szervet mindeddig nem sikeriilt biztonsiggal meg-
hatarozni. Feltehetéen a gasztrointesztinalis rendszer nyirokapparatusa tolti
be a ,bursa equivalens’” funkciét. A T és B limfocitak differencialodasat
roviden az 1. és 2. dbra foglalja 6ssze. Az els8dleges nyirokszervekben a mikro-
kérnyezet és humoralis mediatorok (thymus faktor), valamint klonalis oszlas
soran differencialédé kompetens sejtek a masodlagos nyirokszervekbe (nyirok-
csomék, 1ép, tonzilla sth.) vandorolnak és ott morfolégiailag jellemzd helyen
(pl. a T sejtek a nyirokesemék parakortikalis régiéjaban) helyezkednek el.
(1. és 2. abra.)
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A B-SEJTVONAL DIFFERENCIALODASA
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2. dbra. A ,,B” sejtvonal differencidléddsa az ellenanyagtermels plazmasejtekké.

Mai ismereteink szerint mind a T, mind a B limfocitdk szédmos szub-
populdciéra oszlanak, aszerint, hogy milyen funkciét téltenek be a szervezet
immunmechanizmusaban. Ezek a szubpopulaciék egyrészt j6l detektalhaté
feliileti receptorokkal, illetve antigénekkel, masrészt funkcionalis sajatsagokkal
rendelkeznek. Az antigéneket és receptorokat az 1. tdbldzat foglalja 6ssze.

A limfocitak intenziv mozgdskészséggel rendelkezd sejtek, amely mozgas
az immunolégiai jelenségekben (pl. sejt kozvetitette citotoxicitas) jél meg-
figyelhets (3. dbra).

Feliileti negativ toltésiik nagysaga alapjan, szabad elektroforézissel tobb
populécié kiilonithetd el. A T sejtek nagyobb negativ toltésiiek révén a gyors
motilitasti frakciéban helyezkednek el, bar a timusz sejtek 119,-a a lasst
motilitasi frakcichoz tartozik [17].

Kiilonb6z8 anyagok, az tn. mitogének mind a T, mind a B sejteket
aspecifikusan, intenziv sejtoszlasra késztetik (blasztos transzformacié). A fito-
hemagglutin (PHA), a konkanavalin-A (ConA) a lentil mitogén, a T limfo-
citdkra gyakorolnak mitogén hatast, a lipopoliszacharid (LPS) az aggregalt
PPD és az anti-immunoglobulin a B sejteken fejtik ki hatasukat, a pokweed

MTA Biol. Osxt. Koal. 20, (1977)




432 BENCZUR MIKLOS és PETRANYI GYOZO

3. dbra. Citotoxikus limfocita aktivitds meghatarozéasira szolgal6 félmikro-sejtkultirak ossze-
mérése (1x10% célsejt kultdranként)

1. tablazat
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A fontosabb receptorokat, illetve antigéneket *-gal jeloltiik meg (egér limfocitak).
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mitogén (PWM) pedig mindkét populaciét transzformalja. A mitogének hatasa
volt az egyik olyan bizonyiték, amely viligosan ramutatott arra, hogy a
kezdetben végsejteknek tartott limfocitik tovabbi funkciéra képes sejtek.

Az egyes limfocita populacidk életideje sem azonos. Megkiilnboztetiink
rovid és hosszi életli populaciékat. A rovid életii limfocitik azok, amelyek
intermitotikus fazisa mintegy két hétre tehetd, és tobbségiik 4—5 nap alatt
mitézisba keriil. A hossziéletii populacional az intermitotikus fazis hénapokra
terjedhet ki. Mind a B, mind pedig a T limfocitak egyardnt tartozhatnak a
hosszi, illetve rovid életideji sejtekhez [6]. A timusz sejtjeinek pl. 959%,-a
rovid életli és a hosszi életii limfocitakat a vel§allomany tartalmazza, a csont-
velében pedig majdnem az 6sszes limfocita rovid életidejd [12].

A limfocitdk jelentds része a nyirokereken, illetve a ductus thora-.
icuson keresztiil recirkuldl [14]. A recirkulalé thoracicus sejtek 80—909%-at a
T sejtek alkotjak. A B sejtek kisebb hanyadot tesznek ki, amit részben a
recirkulalé lassabb idékinetikaja is magyaraz [15].

Mindezek az itt csak roviden osszefoglalt jellemzd tulajdonsagok is
ravilagitanak arra, hogy a limfocitak tenyésztésénél szamos sejtpopulcié
egyiittes tenyésztésér6l van szd, amelyeknek tenyésztési igényei sem feltét-
leniil azonosak. Erre utal az a tény is, hogy a T és B sejtek kiilonboz§ érzé-
kenységgel birnak egyes agensek, igy pl. citosztatikumok, antilimfocita szérum,
kortikoszteroidokkal szemben. Amikor tehat célunk valamennyi populicié
tenyésztése optimalis szovettenyésztési feltételeket kell biztositanunk a
viszonylag révidnek tiné (1 —6 nap) periédus alatt is, hogy a legérzékenyebb
sejteket se veszitsiik el.

Limfocitak szeparalasa

Limfocitdk elvalasztasara elsdsorban akkor van sziikségiink, amikor
kiindulasi anyagunkat periférias vér képezi. A vérbdl valé szeparalasra
szamos moédszert dolgoztak ki, amelyek koziil a legelterjedtebb az 1 : 3 aranyd
49,-0s (37°C) zselatinnal torténé elegyités, amellyel 15—30 perces iilepités
utin — mivel az aggregilédott vorosvérsejtek gyorsabban szedimentaléd-
nak —, viszonylag tiszta sejtszuszpenzié nyerhetd. Hasonlé elven szeparal-
haték el a vorosvérsejtektdl a limfocitak nagy molekulasilyd (59%,-0s) dextan
oldat segitségével is. A visszamaradt vorosvérsejtek 0,839, -0s, hipoténias ammo-
niumklorid segitségével hemolizalhatok. Finomabb vizsgilatokhoz azonban,
ahol a limfocita szubpopulaciék megtartasa sziikséges, a fikoll gradiens centri-
fugalasos médszer ajanlhaté [7]. Ennek lényege, hogy fikoll és diatrizoat
rontgenkontrasztanyag keverékével létrehozott 1,076-0s fajsilyd folyadék f61é
rétegezett, higitott vérbgl a viorosvérsejtek, nagyobb fajsilyuk révén, a
centrifugalas soran leiilepednek, mig a tiszta limfocita populaciék interfazishél
eltavolithatok. Specialis célokra rozetta szeparalasi, oszlop frakcionalasi és
mas moédszerek is hasznalatosak.
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Limfocitak konzervalasa

109, DMSO, és mas konzervalé anyagok :2gitségével, a hémérséklet
fokozatos csokkentése mellett (1°C/perc) limfocitak folyékony nitrogénben,
funkcioképességiiket tartva, j6l konzervalhatok. A fokozatos h&mérséklet-
csokkentésre alkalmazott berendezések az életképesen visszanyerhets sejtek
szamat nagymértékben emelik. A limfocita konzervalasa azért kiilonésen
jelent8s, mert segitségével az effektor sejtek tenyésztése szamos esetben
kikiiszobolhets, igy a konzervilas bizonyos mértékig a szovettenyésztés
helyettesitgje lett, mivel elegendd szamu sejt esetén, kiilonb6z6 id6pontokban
is végezhet8k vizsgalatok ugyanazon sejtekkel.

Limfocitak tenyésztése

A tenyésztésnek két f6 célja van. Az elsé cél az immunoligiai reakcick
modellezése és tanulméanyozasa. Ebben az esetben elsGsorban ellenanyag-
termelés, kiilonb6z6 transzformaciés kisérletek, sejt kozvetitette immunreak-
ci6k, migracié gatlas, rozetta formécié és mas immunolégiai jelenségek in
vitro megfigyelésére iranyulé kisérletekrdl van sz6. A masik {6 cél kiilonboz6
limfoid sejtvonalak létrehozéasara és fenntartisa, amikor is kiilonleges tulaj-
donsaggal, receptorral, feliileti antigénnel rendelkezd limfoid sejteket, vagy
tumorokat kivanunk tenyészteni.

Amig az el6bbi esetben a klasszikus értelemben vett szovettenyésztés
nem valésul meg, mivel a tenyésztési id§ igen révid (1—7 nap), addig az
utébbi esetben a klasszikus szt‘)vettenyésztési moédszerek keriilnek alkalma-
zasra és lényegében véve azokkal megegyeznek, ezért a tovabbiakban nem
részletezziik.

A limfocitak, mivel funkcionilisan erdsen differencialédott sejtek,
szovettenyésztési igényiik magas és specialis médiumot kivinnak meg. Itt kell
kiemelniink azt a nehézséget, amit az jelent, hogy a limfocitik folyamatosan
termelnek kiilonboz6 faktorokat (MIF, immunoglobulinok, PF, LT, interferon,
sth.), amelyek magasabb koncentracioban feltehetden csokkentik a tenyész-
tési effektust, ezért a médium igen gyakori cseréjére lenne sziikség. A sejtek
azonban igen érzékenyek a sejt denzitasra (12 x 10°ly/ml), amely nem teszi
lehet6vé nagy térfogati szuszpenziés kultirak létrehozasat. Ezt az ellent-
mondast ecsak kiilonleges in vitro rendszerekkel, illetve transzformalt sejtekkel
(virus, mitogének) sikeriilt feloldani.

Specialis limfocita-médiumok (pl. RPMI—164.0) tovabbi segitséget jelen-
tettek f6ként a ragesalok limfocitainak tenyésztése terén, azonban human
limfocitdk elfogadhatéan tenyésznek az eredetileg virus tenyésztésre lére-t
hozott Parker 199-es tapoldatban is. A médiumok fotélis borji szérummal
(FBS 10—159%), vagy homolég (autolég) szérummal valé szupplementalasa
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4. abra. YBA-limfoma sejtek vizsgélata diffziés kamrdban. Az abszcisszdn a kamrikba be-

juttatott sejtszamot (L07—107%) az ordinatdn a tenyésztés 5. napjan észlelt effektiv multiplika-

ciot ( = visszanyert él6 sejt/bevitt él6 sejt) tiintettiik fel, amig a vonalkazott siv az é16

allatban létrejovo tumorsejt multiplikdciét mutatja. A 10% kezdeti sejtszam bevitele esetén
az élében lefoly6 multiplikdcié modellezhetdnek bizonyult.

elkeriilhetetlen. Régi megfigyelés, hogy bizonyos FBS mintak j6, mig masok
rossz tenyésztési effektust okoztak. Az erre irdnyulé vizsgalatok tisztaztak,
hogy azok a szérumok rendelkeztek jo effektussal, amelyek egyben mitotikus
hatassal is birtak. — A sejtek, kiilondsen rigesalé limfocitak igen érzékenyek
a pH valtozassal szemben, azonban a széndioxid termosztatok bevezetése és
organikus pufferek hasznilata (HEPES) e kérdést megoldani latszanak.

A hosszi tenyésztés soran (sejtvonalak) a limfocitak bizonyos tulaj-
donsagokat elveszthetnek és igy specialis sejtvonalak johetnek létre. Ilyen
példa a Daudi sejtvonal, amely a transzplanticiés antigének szintézisére mar
nem képes, de megdrizte eredeti B sejt antigén struktirajat. A hosszi munka
eredményeképpen ma mir szamos limfoid sejtvonal, elsésorban leukémias
sejtekbdl szarmazék allnak a kutaték rendelkezésére (CCRF—SB, EB-3,
MOPC—31C, RAJI stb.).

Tekintettel arra, hogy a limfoid sejtek tenyésztése nehezen megoldhaté
feladat, ezért szamos, Ggynevezett kiilonleges rendszert alakitottak ki, amelyek
az in vivo és in vitro tenyésztési feltételek kombinéciéjanak tekintheték.
Ilyen kiilonleges rendszerek a recipiens allatok intrakranialis terében, eliilsé
szemesarnokaban, horesogok pofazacsko szubkutiszaban valé tenyésztés. Ezek
a rendszerek immunolégiailag ,,privilegizalt” helyet vesznek igénybe, ahova
a beiiltetett sejtek elleni immunreakeciok kisebbek, azonban kompatibilis
rendszereknek mégsem tekinthetSk. Masik jellemzdjiik, hogy a bejuttatott
sejtek megfigyelése, quantitativ lemérése — szemben az in vitro rendszerek-
kel — nehézségbe iitkozik, illetve nem valésithaté meg. A kiilonleges rend-
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szerek koziil csak a besugarzassal inaktivva tett allatha valé sejttranszfer [11],
valamint a diffaziés kamra technika [1] terjedt el széles kérben, minthogy az
ut6bbi kivanalmaknak is megfelelnek. A diffiziés kamra moédszer rovid ismer-
tetésére még visszatériink.

A rovid idejli tenyésztések, illetve az immunolégiai reakeidk lemérése és
megfigyelése egyre inkabb miianyag edényekben, talcakban, csévekben torténik.

A tovabbiakban néhiny immunolégiai alapmédszert mutatunk be,
amelyek példazzak a szovettenyésztésnek az immunolégiaban valé alkal-
mazasat.

Mikroplate technika [20]: A tenyésztés 10 ul térfogati, csonkakip alaka
talca-lyukakban torténik, amelyek fenekén 2--400 sejt tenyésztésére és meg-
figyelésére van elegend§ hely. Elényét a rendkiviil kicsiny mennyiségekkel
valé munka és a folyamatos vizualis kontroll lehet8sége jelentik. Segitségével
kiilonb6z8 tumorsejtek ellen iranyulé immunvalasz és antiszérumok hata-
sanak lemérése valésithaté meg. Ugyanebben a mianyag talciban (Terasaki-
talca) torténik a transzplantéiciés antigének meghatarozasara szolgalé mikro-
citotoxicitasi reakcié is. A reakciok kétféleképpen értékelhetdk ki; ha anti-
szérumok hatasat mérjiik le, akkor az elpusztult sejteket megfestve (trypan
kék, eozin) azok szama forditott sugarmeneti mikroszképpal kézvetleniil
meghatarozhaté. Adherens tulajdonsaggal biré célsejtek (elsésorban tumor-
sejtek) elleni limfocita aktivitas is meghatéarozhaté ezzel a médszerrel, amely-
nek kiértékelése dgy torténik, hogy az effektor limfocitakat és az elpusztult
célsejteket lemosva, az adheralédott, épen maradt sejtek szamat mikrosz-
koposan hatarozzuk meg. Megfelel§ kontrollok és limfocita: célsejt aranyok
alkalmazasaval a reakcié jol, quantitative értékelhets. A mikrotalca hasz-
nalatanak hatranya, hogy a kiértékelés vizualis szamolast igényel. Ennek
kikiiszobo6lését szolgalja a nagyobb meéreti talcak alkalmazasa.

Szemi-mikro citotoxicitdsi reakciok céljara a nagyobb méretii, lapos, vagy
gombolyd fenekl mianyag talcak (Falcon 3040, Linbro IS FB 96 TC) alkal-
mazhatéok. Ezek térfogata 0,3—0,4 ml és fenckiik nagyobb feliilete tobb
célsejt (103—10%) tenyésztését teszi lehetdvé, amelyeknél mar izotopos jelzéssel
is lemérhetSk a reakciok eredményei. A laposfenekii talcik esetében a mikrosz-
képos kontroll elvégzésére is méd nyilik. Izotéppal jelzett célsejtek vizsgalata
altalaban release médszerrel térténik, amelynek soran a feliiliszobél hata-
rozzuk meg az elpusztult sejtekbél kiszabadulé aktivitast. A talcak specidlis
rotor segitségével centrifugalhatok is, amely a reakcié elvégzését megkonnyiti,
mas esetekben pedig az adheralé tulajdonsaggal rendelkezd célsejtek aktivi-
tasat a taleak fenekének kivagasa és direkt mérése dtjan hatarozhatjuk meg:
A talcakban j6 szévettenyésztési feltételek biztosithaték 0,5 -1 <106 limfo-
cita szamara 1—6 napon keresztiil is, ezért ijabban a kevert limfocita kultdra
[2, 3] végzése is ezen talcak segitségével torténik.

Egyes kiilonleges vizsgalatokra, ahol optimalis feltételeket sziikséges
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biztositanunk, a MARBROOK [16] altal kidolgozott kamra médszert alkalmaz-
hatjuk. Ez az in vitro rendszer athidalja a sejt denzitasat és a sejtek altal
termelt faktorok eliminédlasinak ellentétét, mivel a tenyésztend§ sejtek olyan,
félig atereszté membran fenekii csében vannak, amely egy nagyobb, médiumot
tartalmazé edénybe meriil. A médszer bonyolult és médium igényes, azonban
segitségével szamos in vitro vizsgalatot végeztek el, amelyek a korabbi tenyész-
tési feltételek mellett nem voltak tanulmanyozhaték [21].

A diffiziés kamra technika (DT) lényege, hogy a vizsgalandé sejtek
olyan, gyiird alakd kamraba keriilnek, amelyek falat sejtet 4t nem ereszt8
membranfilterek (0,45—0,15 u) alkotjak. A sejtekkel megtdltott kamrat
recipiens allatok (rendszerint egerek) hasiiregébe iiltetve, azok szdmara opti-
malis tenyésztési feltételek biztosithaték, mivel a kamrakat beburkolé cseplesz
utjan jo diffizié alakul ki. Sajat vizsgalataink mutattak ra a kiindulési sejt-
szam fontossagara és igazoltak, hogy optimalis sejtszam esetén az altalunk
vizsgalt 6 napos periédus alatt az él6 allatban lefoly6 effektiv sejt multipli-
kacié is modellezhetd. Szamos paraméter mozgasképesség, megtartott malig-
nitas, letapadasi készség, citosztatikumokkal szembeni érzékenység) vizsga-
lataval igazoltuk, hogy a diffiziés kamra médszer az in vivo jelenségek korrekt
modellezésére alkalmas eljaras [4]. Tovabbi vizsgalataink soridn a maszto-
citoma in vitro rendszer [9] diffiziés kamra modellezését sikerrel végestiik el.
Megfigyeléseink arra az igen érdekes jelenségre is ramutattak, hogy a diffdziés
kamriban indukalt effektor sejtek fajlagos szama magasabb volt, mint az
immunizalt allatbél nyerhetd sejteké. Ugyanesak ezek a vizsgalatok igazoltak,
hogy az immunvilasz maximuma a korai 4 6. napokon volt észlelhetd
szemben az él6ben a 11—13 napi maximummal. Ennek magyarazatat elsg-
sorban a DT kiilonleges voltaban kell keresniink, minthogy a DT zart rend-
szert alkot az él6 allaton belill. Az effektor sejtté valé differencidlédasa
szamara csak a kamraba bevitt sejtek allnak rendelkezésre, ezért valamennyi,
arra képes sejt differencidlédasa utan az utanpétlis megsziinik (exhaustiv
differencialédas, 18). E tekintetben a DT az in vitro rendszerrel mutat rokon-
sagot, ahol épp a fentiek folytan a reakciék kinetikaja azonos lefutast mutat
[21]. A diffiziés kamra tenzésztési médszer tehat egyesiti magaban az in
vivo és in vitro rendszerck elényds tulajdonsagait. Ezen tulajdonséagai tették
lehetvé azt, hogy e médszer segitségével kiillonb6z6 emberi limfoid tumorok-
bél szarmazé sejtek, citosztatikumokkal szembeni érzékenysége meghataroz-
haté volt [4]. Ujabb vizsgilatokban a hematopoetikus 8ssejtek differen-
cialédasat tanulméanyozzik e technika?segitségével][8].

Az in vivo sejttranszfer kisérletek lényege, hogy sugéarzassal (600—950 R)
immunolégiailag ,,iiressé” tett allatokba vizsgdlandé, immunolégiailag aktiv
sejteket visziink be. E sejtek szamara lehet8ség nyilik a repopuléciéra és a
tovabbiakban a recipiens allatokbél nyert sejt-, illetve szérummintak alapjan
azok aktivitdsa quantitative meghatarozhaté.

13* MTA Biol. Osst. Kosl. 20, (1977)
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Osszefoglalas

A szdvettenyésztés az immunolégiaban mint médszer nélkiilozhetet-
lenné valt. Segitségével a kiilonboz§ limfocita populacick aktivitasa, a szer-
vezet bonyolult reguliciés mechanizmusaitél izolalva, in vitro vizsgalhaté.
A limfocitak sikeres tenyésztéséhez biztositanunk kell az optimalis sejtden-
zitast, az allandéan termel6dé faktorok eliminalisit és nem utolsé sorban
a megfeleld médiumot. Ezen kivanalmaknak maradéktalanul csak a kiilon-
leges in vitro, illetve in vivo rendszerek tesznek eleget, a reakcick lemérésére
alkalmazott révid (1—6 napos) tenyésztések azonban megfelel6 médiumok
és szupplementalas segitségével jol kivitelezhetGk. A limfoid sejtvonalak
kialakitasa és tenyésztése kiilonleges eljarasokat igényel. I‘J'jabhan a limfocita
konzervalasi technikak jol egészitik ki és helyettesitik részben a szovet-
tenyésztési modszereket. Munkankban réviden dsszefoglaltuk a limfoid sejtek
jellemz@8it, az immunoldgiai reakciok leméréséhez hasznalt szovettenyésztési

eljarasokat.
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