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Srovnani tkanovych kultur dle Carrela
a jejich modifikace dle Borrela. Vyznam
pro mikrobiologicky experiment.

Pr. ¥. PaToCKA, asistent bakteriologického ustavu
prof. dr. J. Honla.

(Predneseno na schuzi Mikrobiologické spol. 2. XT.1930.)

Pokracujici véda nese s sebou nové objevy, ale i nové
problémy, Neni divu, Ze na resenli naovych problémiu vel-
mi ¢éasto nestac¢i pouziti staré metodiky. Hledaji se cesty
nove, nebo se alespont zkousi, je-li mozno aplikovat
methody véd vice ¢l meén¢é pribuznych pro potrebu vlast-
nich experimentu. Mikrobiologie jest védou, které se
mnozZzi probhlémy stejné rychle, jako se rozriusta okruh
jeli puasgbnosti. Musi stiale shanéti nové methody ve vsech
témeér oblastech lidského védéni, Jsoue dosti Gzce spjata
se svoji vétsi sestrou, biologii, obraci se prirozené nej-
drive na tuto v téch pripadech, kde jeji vlastni sila Je
slaba na zdolani novyeh prekazek a kde stara a viita
methodika, byf{ i nejlépe modifikovana, nemtze dati ko-
necénou odpovéd svymi experimentalnimi moZnostmi,

Pravé v dobé, kdy klasicka bakteriologie se svoji kul-
tivaei, experimentem na zvireti, mikroskopickym nale-
zem a recakeemi serologickymi a imunobiologickymi
zdala se obsahnout témér 1uplné oblast svého védéni —
musela kapitulovat pfed problémem, jenZ se zdal byt ne-
rozresitelny. Byla to otazka kultivace tak zvanych fil-
trovanyceh vird. Jest jisto, Ze jejich experimentalni pra-
kaz pouze infekeci zvirete a nchovavani kmenu jen v ne-
mocnych zviratech nemohl staciti k dokonalému po-
znani Jejich biologie. Souéasné pofaly se znovu rozviro-
vati otazky o imunité a jeji podstaté, p¥i jejichz defi-
nitivnim feSeni rovnéz dosavadni methw}dy nebyly plné
uspokojujici.

Tehdy JjiZ biologie spéla k rozfeseni jednoho ze svych
nejdalezitéjsich fakt. Prokazala, %e prave jako Jest
inoZzno nekonecéné udrzovati na umeélych piadach kulturu
mikrobielni, tak stejné dlouho lze za zvlastnich podmi-
nek péstovati in vitro jakoukoliv Zivou tkan lidskou
¢i zvifeci. Pogatek téchto t. zv. tkaiovyeh kultur byl
ovSem znaéné primitivni, Teprve tehdy, kdyz Carrelem
a pozdéji jeho Zakem Fisherem byl vypracovan naprosto
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presny a neselhavajici zpasob kultivace, kdyZz do nej-
mensich podrobnosti byly prostudovany morfologické
zmeény, vymeéna latkova a zachycovana presnym mére-
nim krivka vzristova deefinnych tkanovyeh stejné
velkych ulomkd a kdyZ konetné isolovany byly razné
tkané ne ve smési, nybrz v ¢isté kultufte, stala, se Ze
slibné biologické methody skuteéna véda.

Tehdy JjiZ sami tviarcové a zakladatelé tkanovyeh
kultur pocali zkouseti, neda-li se nového objevu pouzZiti
pro pokus bakteriologicky. Otazka byla nasnadé, nebot
¢o mohlo byt prikaznéjsi nez studovati pifimo pod
mikroskopem bezprostfedni vliv mikroba na Zivou bun-
ku, zmény, jei z toho resultuji a jez se mohou jeviti
bud omezenim ¢i naopak vzbujenim vzrustu, zménou
vymeény latkové, nebo alespoil zménou intracelularni
struktury. Jesté wvice pak upoutaly tkanové kultury
zajem bakteriologa, kdyZz se zamyslel nad dvéma svrehu
uvedenymi problémy: kultivaei filtrovatelnyeh virtd a
nékterymi otazkami immunity. Filtrovatelné viry, ac
patii do domainy bakteriologa, nemohly dosud — snad
s vylimkou peripneumonie hovéziho dobytka — Dbyti
kultivovany za podminek, jeZz jsou obvyklé pro bakterie,
af byly ony modifikovany a zlepSeny jakymkoliv zpu-
sobem, Tolik bylo jiZ jasno, Ze jejich Zivotnim prostie-
dim jest pouze Zivé protoplasma a bez ni, Ze po delsi
¢1 krats8i konservaci zanikaji. Tkanové kultury ten ma-
terial dodavaji — pro¢ ho nepouzit pro experiment tak
zajimavy?

Tak se stalo, Ze tkanové kultury byly zatrazeny mezi
diulezitou a mnohoslibnou methodikuy vyzkumu bakte-
rioclogickych, OvSem podotknu hned, methodiku nad jiné
pracnou a co do provozu luxusni. Dfive Jestd nez po-
dam struény vypocet toho, co na tomto poli bylo pro
bakteriologicky vyzkum skuteéné vykonano, chei se zmi.
niti nékolika slovy o technice samotné a o zpisobu
prace, |

Klasicka methoda tkanovyech kultur jest nespornd ona,
jez byla zavedena Carrelemm a Fisherem. Jednak pra.
cuje s materialem, jehoZz normalni vzrist a vvvoj v kul-
ture Jest nejlépe probadan, t. j. s embryonalnim ma-
terialem, nejcastéii kurecim, za druhé pracuje za pod-
minek stale stejnych a piesné definovatelnych, tedy
s tkanovym Ekmenem, jenZ ve svém vyvoji jest naprosto
stabilisovan a neméni se, je-li chovan za normalnich
podminek, Jest tedy mozno, pracujeme-li s timto fixnim
materialem, snadno registrovati piFipadné tvchylky -od
normy, at Jjsou jiz jakéhokoliv razu, Sterilné vyhata
ziva dcasteCka embryonalni tkané da se péstovati dvojim
zpusobem. Jednak v kulture kapkové na sklicku i
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slidové destidce, jednak ve zvlastnich nadobkach Car-
relovych, ¢éasteéné ¢i tplné uzavienych a pristupnych.
uzkym hrdélkem. Substrat, na némiz se tkan vyviji,
muze byt razny. Nejvyhodnéjsi jest slepiéi krevni
plasma, kteraito sterilné odnata vydrzi dlouho ne-
srazena, a da se Konservovati po delsi c¢as. Do té plasmy
se ulozi sterilni castet¢ka tkané a prida vyzivna teku-
tina, kterou Jest jediné sfava z embrya zvirete pokud
mozno stejného drunhu jako tkan, jiz chceme péstovati,
tedy homologni, Tato Sfava z embrya, obsahujiec zaro-
veii f{rombokinasu, podminuje sraZzeni dosud tekuté
plasmy, ¢éim7z explantat jest fixovan a je mu =ziskan
potfebny pevny substrat, t. ). sif fibrinovych vlaken,
podél nichZz buji a rozrastaji se celularni elementy na-
ockované zZivé tkané. Tkan uvéznéna uvnity¥ ¢éi na po
vrchu ztuhlé kapky v kultufe slouzi hlavné k uchovani
tkanového kmene. Tkan, vyvinujici se v Carrelové lah-
vicee, hodi se Ilépe k provadéni experimenti, nebof
zfuhlou vrstvicku plasmy, obklopujici kultivovanou
tkan, mozno lehece pfevrstviti tekutinou, chovajiei bud
suspensi mikroba, emulsi organu, infikovaného filtro-
vatelnym virem (na pi. emulsi varlete infikovaného
vakeinou, €¢i mozku zvirete posSlého na lyssu, poliomye-
litidu atd.), mikrobielni toxin, antitoxické serum, serum
chovajici lysiny bakterielni, celularni a razné jiné. Vy-
hodou kultury ve wvisuté kapce jest snadna pieockova-
telnost, ale naproti tomu nesnadné wuchovani po delsi
dobu (musi byt pfeoc¢kovana kaidy 3.—4. den), Kultury
v lahviéce mohoun byt chovany radu tydniti bez preocko-
vani, jen je-li peCovano o to, aby se 8kodlivé produkty
vymeény latkové c&asem odstranovaly proplachnutim a
dodala nova porece vyzZivy ve zpusobeé ziredéné embryo-
nalni stavy. Nevyhodou jJjest obtiZznd manipulace pfi
pifeotkovani. Castec¢ky tkans, jiZz moZno timto Kklasi-
ckym zpusobem pestovati, jsou nepatrné. Nepresahuji
obycCejné rozméru 6—8 mm? a sta¢i mnohdy stézi na
nasledny prenos na zvire. Technika kultivace jest
ohromné obtizna, vyzaduje velmi znacénou technickou
vyspélost a c¢vik mnoha mésicll. Jest nutno pracovati
velmi frpélivée a velmi dlouho, neZ se docili jen ne-
patrnych vysledku., K sterilisovani a p#ipravée této
operace Jest potrebi zvlasif Skolené osoby a co je nej-
horsi, sebe nepatrnéjsi poklesek ve sterilité vede c¢asto
ke zniceni prace, jez se konala fadu mésiett pred tim.
Dalsi nevyhoda spocé¢iva v tom, zZe néktera tkan embryo-
nalni a tkan organismn dospélych se da péstiti jen
velmi téZzko, A pravé u experimentt bakteriologickych
jest c¢asto potrebi pracovati jen s uriiitjfm druhem
tkaneé. Tak na pf. se sice Fisherovi a po ném Doljan
f-;kému podarilo vypéstovati T téméy uplné &isté kultury
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epithelu, ale za obtizi takovych, fZe neni témér mozno
pomys8leti na konani experimentii. na p¥. s vakcinou,
¢i variolou na ¢isté tkani epithelidalni. Jesté téZ&i pro-
blém jest kutivace tkané& nervové, lépe teleng nervo-
vyeh bundk, jeZ vibec se nemnoZi, nybri vydrii urcity
¢as na Zivu, aby byly pomaln pfebujeny fibroblasty.
Veskeré tyto obtiZe a snaha zjednodusiti techniku tka-
novyeh kultur a uciniti ji pfistupnou experimentalnimu
badani vsSech bakteriologu, vedly prof. Borrela k poku-
stim, jich#z vysledkem je jeho zjednodusSeni modifikace,
od ni7z si slibuje velmi mnoho jak po stranee vyzkumu
experimentainiho, tak — a to hlavné — po strance zmén
histologickyeh, Borrel s podatku kultivoval rovnéz dvo-
jim zptsobem. Ve visuté kapce a v lahvidkéch, jez
jsouce modifikacemi lahviéek Carrelovych nazyvvajl se
podle svého upravitele Borrelovymi. Dmes aplné vy-
mytil] ve svych experimentech kulturu ve visuté kapce
a kultivuje pouze ve svych lahvidkach, Tvarem jsou
tyto témdéi uplné shodné s Carrélovymi, jejich kréek
jest vS8ak uplné rovny. Rozdil jest hlavné ve dnu. Lah-
vitka jest na svém distalnim konci uplné oteviena a
da se uzavfriti kulatym sklickem, jez se nejprve p¥ilepi
vajeénym Dbilkem a dodateéné upevni Carrelovym
voskem, Substratem kultur jest opétné slepicéi plasma,
vyZzivou embryonalni 5tiva, pokud moZno homologni
g8 kultivovanou tkani. Veodkovani Kkultury Jest viak
zcela jiné, Borrel sam tomu Fik§, Ze do plasmy naodéko-
vava tkan asi tak, Jjako Dbakteriolog pipetou emulsi
mikrobtt do zahtraté gelatiny., Jiz z toho vyjadieni jest
patrno, Zze Borrel nekultivuaje jen jediny explantat jako
Carrel a Fisher, dale Ze nedba piilis na to, zdali docili
Cistyeh tkanovyceh kultur. Jest totiz jisto, Ze naodékuje-
me-li tkan obsahujici tfebas i pFevahu epithelu a men-
S8inu fibroblasti Jjako tkanovou kulturu, tu po ¢Gase
obsahuje pouze fibroblasty, nebof epithelie jako méné
resistentni a Zivota schopné jsou velmi rychle pre-
kultivovany. Tkan k explantaci ziskava DBorrel vét-
Sinou té%Z z embryomu a jeji specificitu urcéuje podle
mista, odkud byla vzata. Podle shora uvedeného Jjest
jasno, Ze na p¥, je-li mu vychozim materalem mozek,
povazuje kulturu za kulturu bunék mozkovych, z va-
ziva za fibroblasty atd. Cemu nevéri, jest kultivace
samostatné tkané epithelialni. Ale jemu stadéi alespoil
pocateéni prevaha bunéénych elementi Jistého druhu.
Embryonalni mozek, sval &1 srdee drti ve zvlastnim
sifovitém drticéi, utrzky tkané proplachuje Tyrodovym
roztokem asi 3krat za sebou a 34 cm?® zfedénéd suspense
tkanovych atrzkd smisi s % cm?® ziredéné embryonalni
stavy. Poté prilepi dno ke své sterilisované lahviéee,
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pipetou zkrz hrdélko naleje asi 14 cm?® slepi¢diho plas-
matu a prida rovnéz sterilni pipetou asi ¥ em3—1 ¢ém?
ze smési atrika tkand -+ embryonalni stava., Kultivaje
obyd¢ejné pri 37 C na rozdil od Carrela, jenz kultivuje
pri teplotdch vys§ich. Na utuhlou vrstviéku plasmatu,
uzavirajici v sobé cetné tkanové explantaty, muZe se pii
pokusech naliti podrobné jako pii experimentu u Car-
rela bakt. emulse, tekutina s filtrovatelnym virem, toxin
atd. Podstata jeho modifikace spoéivd v nisledujicim.
Po pridani explantati s embr. §favou k plasmatu podina
toto tuhnouti. Doba, po kteroun se to pozvolna déje, staéi
k tomu, aby ty nejtézi8i kousky tkané klesly zecela dolt.
mezi sklenéné dno a vrstvu plasmy. Zde pak, mezi sklem
a plasmou Jjsouce komprimovany, nachazeii zvlastni
podminky ke svému vyvinu. Roztahuji se a rostou pfe-
vainé v rozméru ploSném, pri Cem%Z adherunii pozvolna
na sklo, Je-li experiment ukonéen, odirhne se dno
i 8 bunkami na ném lpieimi, tyto se se sklickem ponofi
do fixacéni dutiny a in toto barvi, Ostatni d¢astedky
tkané, které rostou ve vrstvé plasmatu samotného, vy-
vijeji se pry atypicky a nemaji pro experiment vyzna-
mu. Borrel sam tvrdi, Ze jeho explantaty se daji pie-
oCkovat — je to vSak zna®né obtiZné jiz proto, 7e z celéd
Fady utrzkt tkané jest téZzko nalézti ten vhodny. Ostatng
Borrel tika, Ze to ani neni zapotiebi, Ze Kultury fibro-
blasth mohou Ziti védnd, to jiZ prv Carrel dokazal.
Nepotfebujeme to po ném opakovat. Borrelovy kultury
se tedy udriuji na Zivu prakticky pouze v jedné gene-
raci — to znamenia maximilné po dobu 83—4 tydni.
Nutno wuznati, Ze technika jeho kultur jest nepomérné
lehéi neZ Carrelova, piibliZujic se skutefnd bémémnu
bakteriologickému ockovani. Nebezpedi znedisténi jest
uplné nepatrné a naklad takovy, 7Ze si skutetnd i chudsi
laboratof mtZe podobny Iuxus doptfat. Oviem resultity
Jeho experimentti mohou se posuzovati vlastnd pouze
podle Jediného méfitka: mikroskopickym vySetfenim
ruznymi methodami zbarvenych bunék, jei po skondeni
experimentu zustaly Ipéti na sklenédném dné. Lze vsak
pravé timto zpisobem ziskati resultaty velmi zajimavé.

Nyni, nez pfejdu k posouzeni vhodnosti obou method,
bych rad podal zcela kratky piehled vyzkumu, jei pro
bakteriologii byly vykonany na poli tkainovych kultur.
Zcela na pocatkn této éry stoji Lewisovy pokusy s fago-
cytosou tyfovych bacili., Fagocytosa rozliénymi druhy
bunék se ukdazala rtzné mobmtnou. V téchto pokusech
pokracoval sam Carrel, jenz prostudoval undulujieci
membranu klasmatoeytt jako piidinu jejich ¢ilejsi fa-
gocylarni schopnosti ve srovnani s fibroblasty. Fischer
pozoroval symbiosu sarkomovych bundék s tuberkulos-
nimi bacily, aniZz by tyto byly jakkoli omezeny &i posko-
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zeny ve svem vzrustu., Smyth pozoroval ve tkanovyeil
kulturach infikovanych tuberkulosnimi bacily vyvoj epi-
theloidnich a obrovskyech bunék, jakoZ i jejich nasledné
pozvolné rozpousténi. Lymfoeyty v tkainovyeh kulturach
Jsou pod vlivem tuberkul. bacilt stimuloviny k rychlému
vzrustu. Jevi ¢ilé amoeboidni pohyby a maji tendenci se
seskupovati v houfeéky. Kuezynski, Volbach a Schlesin-
ger zabyvali se kultivaci ptivodee exanthematického tviu.
A skuteéné shledali, Ze se virus pomnoZuje ve tkaniovyeh

Obrazek I, znazorniuje tkanovou kulturu v Carrelove
lahviéee s explantdtem rostoucim p#i povrehu slepi¢iho
plasmatu.

kulturach, zaloZenveh ze sleziny infikovanyeh mordéat,
piida-li se ovSem embryonalni §fava z mordecich emryo-
nu. Sidlem viru jsou endothelialni bunky, které in vitro
se stavaji podobnymi bunikam endoth. nemoenyeh zivveh
morcat. Pokud mohly byt tyto endothelialni bunky ptle-
ockovany, byl virus Zivy a pomnoZoval se. Zasel pak
soucasné s rozpadem téchto.

Velmi Zivy zajem poutala vakecina, jiz se také velka
¢ast praci tyka. JiZ r. 1913 Steinhardt a Israeli uchovalij
delsi dobu virus vakeinalni v explantatech corney kra-
liéi. PomnoZeni viru nebylo pozorovati, nebot explantat
sam zustal ve wvzristu stacionirni. Byl-li explantat
kultivovan v plasmatu zvifat immunisovanych, prestal
byti infek&nim. Fischer smisil &istou kulturu duhovko-
vého epithelu a fibroblasti & emulsi vakeinglnihe viru
a pozoroval, Ze se epithel brzy rozpadl, kdeito fibro-
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blasty zustaly zachovany. Skuteéné pomnoZeni viru
v tkatiovyeh kulturach dokéazano po prvé Plotzem, jenz
kultivoval kousky varlete z orchitis vaccinica s kousky
varlete normalniho. Virus byl uchovan a mirng po-
mnoien po 6 preodkovanich, Pokus sam trval asi 54 dnu.
Parker dokéazal udrZeti vakecin. virus po dobu 132 dnu
v kulturach a pozoroval, Ze posledni kultura byla asi
50tisickrat virulentné&jsi nez ta, s kferou pokus zacal.

Obrazek I1. znazoriinje explantaty v lahvicéce podle
Borrela, které se nachazeji ve vrstvé povrchové, uvnitr
plasmatu a na sklenéném dnd, které se da odtrhnouti
a tkané na ném lpici fixovatli a barviti.

Carrel a Rivers péstovali vakeinalni virus v kulturach
lahviékovyeh a docilili jako pozdéji Hagen pomnoZeni
a7 100tisicinasobného po asi mési¢ni dobé kultivadéni,
takZe predpokladali, Ze by se kultur tkanovych dalo
pouzit ve velkém k vyrobé vakeiny. Levaditi kultivoval
virus poliomyelitidy v ganglich nervovyeh a tfebaZe
nedosahl z¥Fejmého pomnoZeni, udrZiel ho na Ziva po
dobu dvou mésict. Tyz kultivoval v ganliich opic virus
lyssy a shledal, Ze explantaty i po mésici staéily k in-
fekei kralika, Parker dosahl udrZeni, ale ne pomnoZeni
viru herpetického v kulturach krali¢iho mozku a varlat,
Prida-1li se ke kultufe morcéeci kostni d¥end kozi Kkrev
jako antigén, dokaZeme v extraktu z kultury po 5 dnech
inkubace specifické hemolysiny proti kozi krvi.



Levaditi a Muttermilch kultivovali ¢asteéky ze srdce
kurete, ponofené na kratky c¢as do antitoxinu diphter.
v Carrelovych lahvi¢kéch, do nichZz pridan =zFedény
dipht. foxin, Srdefni elementy jevily faktickou resi-
stenci proti toxinu, jeZz se dostavila okam#zits., Tim maji
tito autofi za prokazano, Ze antitoxin se vaze na builky
a chrani je proti toxinu, aniz by byl pfitomen v teku-
tinach tkanovych, kde by se s toxinem spojoval,

Podobné dokazana v tkanovych kulturich produkce
bakteriolysinili, precipitinti a cytotoxinili, zejména cyto-
toxinu riznych malignich nadorii.

Jest patrno z tohoto kratkého prehledu, Ze prikaznost
vétsiny experimenti spoéiva nejen v tom, Ze virus byl
na Ziva udrZzen v jedné generaci, nybrz Ze jevil i ten-
denci k pomnoZeni pii nésledném pieotkovani, jimz se
tkafiovd kultura omladi, K ukondeni voétdiny tdchto
experimentu jest nutno explantat vyjmouti a provésti
Jim pokus na zviFeti, eventuelné immunitni reakei ve
zkoumavce. Histologické vySetfeni samo, jedingd vée
vlastné mozni p¥i zarizeni Borrelovd, nestadf piirozend
vZdy experiment osvétliti. Nad to Borrel nema vabec
moznost piesnéd srovnavati vzrist kultury pouZité
k experimentu, coZz Jjest velmi dobfe moZno u Carrela,
ktery déli pivodni explantat, vykultivovany ve visuté
kapkové kultu¥e, na dva stejné dily, jex p¥enasi do
2 svych lahvicek. Jedna jest kontrolou, druhi experi-
mentem,

Dale se naskyta otazka, do jaké miry krasné prepa-
raty Borrelovy, po strance histologické jistéd velmi za-
Jimavé odpovidaji skutetnym zménim v explantatu,
zpusebenym vlivem experimentu a jak dalece Jjsou
oviiviovany abnormalnim uloZenim pod plasmatem, vli-
vem tlaku a roztazenim na skle,

Jako posledni uvedu biologicky rozdil obou method.
Borrel kultivuje své tkané se zanedbanim biologického
principu tkanovych kultur. Jeho véei nejsou nejdastéii
nesmrtelnou kulturou bujicich celuldrnich elementd,
nybrz tkahovymi explantaty podléhajicimi pozvolné
nekrobiose. DileZita podminka viech Dbiol. &xp&nmemﬁ
Jest vynechina. délati pokusy s elementem, jeni se za
normélnich okolnosti naehizi v uplpé rovnovize VY-
meny latkové a energetické s tkani, jez se za mnoral-
nich okolnosti prakticky nemeérni. Tkallovy explantat se
stava pravou nesmrielnou kulturou po dobé asi 3 nedél
stalého preockovani od okamiziky zaloZeni kmene. A tak
tehdy, kdy tkanova kultura podle Carrela se stavé
biologickou konstantou a miZe byt pouzZita k experl-
mentu, Borrelova kultura jiz pozvolna zachazi.

Tiskem Dra Ed. Grégra a syna v Praze.



