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Mikézben a Harris-féle portalis ér — transzmitter hipotézis (1955) nyo-
man egyre tobb, a hormonelvalasztas szabalyozasat érintd — részben még ma
is helytallé —, feltar6 munka jelent meg, a sejtbiolégia az endokrin szervek
szintjén szinte egy helyben topogott. Ez a visszafogottsag legféképp annak
volt koszonhetd, hogy a korabeli sejtbiolégiai eljarasok még nem érték el a kor-
szerii neuroendokrinolégia altal megkivant szinvonalat. A hipofizis kiilonféle
sejttipusairél példaul az elsG elfogadhaté elektronmikroszképos felvételek
csak 1954-ben késziiltek (Farquhar és Rinehart 1954), vagy a mellékvesekéreg
sejtjeinek mitokondriumait és liposzémait 1958-ban azonositottak (Belt 1958),
a neuroszekréciés neuronok elektronmikroszképos feltarasa még késGbbi
idére esik (v6.: Bargmann 1966). A hipofizis mells lebeny parenchymailis
sejtjeinek ,klasszikus®, Severinghaus-i (1937), némenklatirajat, amely kiilo-
noés médon még ma is atszovi a koérbonctani diagnosztikat, csak 1965-ben
vizsgaltak feliil (van Oordt 1965). A valédi funkecionalis citolégiai sejtazonosi-
tasra pedig csak akkor keriilt sor, amikor a hormonkutatis immunolégiai
modszerekkel parosulva megnyitotta az utat az immuncitokémiai festési el-
jarasok tudatos alkalmazasa el6tt (Nakane 1970).

Ebbél a tomor osszefoglalasbél is kitiinik, hogy az endokrin sejtbiolégia
viragkoranak kezdete a hatvanas évekre tehets, amikor kiilonos elényt szerzett
a fejlddésben a maig legdinamikusabb sejtbiolégiai metodolégia: a sejt- és
szovettenyésztés. Kideriilt ugyanis, hogy a legtobb endokrin szerv sejtjei
nemesak élethben tarthaték, hanem differencidltsaguknak megfelel§ fajlagos
miikodésre is képesek mesterséges kornyezetben. A hormonkémiai eljarasok
egyidejii fejlddése pedig lehetGvé tette a mesterséges kornyezetben életben
tartott sejtek termékeinek — kiilonféle hormonoknak — a mennyiségi meg-
hatarozasat. Stark Ervin akadémikus vezetésével a hatvanas évek elejétdl
kezdve vizsgaltuk kiilonféle endokrin szervek sejtjeinek morfolégiajat, miko-
dését, mindkettd befolyasolhatésagat, lényegében sejtbiolégiajat. Erdeklsdé-
sink kozéppontjaban leginkdbb a hipofizis mellsé lebenyének kortikotrép
sejtjei alltak.

* Stark Ervin akadémikus 60. sziiletésnapja tiszteletére irt tanulmény.

Orvostudomdiny 33, 1982




308 GYEVAT—RAPPAY

Kutatéasaink kezdeti szakaszaban biztat6 eredményeket értiink el, annak
ellenére, hogy a kortikotrépok valédi természetérsl szinte nem volt elfogadhaté
informacié az irodalomban. Els6ként sikeriilt bizonyitanunk (Stark és misai
1965a), hogy a masodik trimeszterbdl szdrmazé emberi magzati mellékvese
tenyészetek sajat hipofizisiikkel egyiitt tenyésztve hosszi idén keresztiil
jelent8s mennyiségi, a fajra jellemzd, kéreghormont termelnek. Kimutattuk
azt is, hogy a két magzati szerv sejtjei onmagukban is életképesek és tenyészet-
ben hosszi ideig fenntarthaték. A magzati mellékvese sejtek felndttbdl szar-
mazé adrenokortikotrép hormon (ACTH) hatasara kortikoid termeléssel
valaszolnak és a hipofizis sejtek in vitro kérnyezetben ACTH-t vagy ACTH
hatasti anyagot adnak le a tapfolyadékba; spontin ACTH elvilasztasukhoz
hipotalamusz faktor nem sziikséges. A korabeli felfogas szerint a magzati
szervek sejtjeinek in vitro kornyezetben valé fenntarthatésiaga nem volt meg-
lepd, ismervén a magzati sejtek inherens névekedési kapacitasat. Az azonban
nem volt trividlis megallapitdsunk, hogy az embrionilis endokrin szervek
tenyészetben differencialéddasuk mértékének megfelelsen hormontermelésre
is képesek.

A tiszta formaban vagy szintetikusun elGéllitott hipofizis hormonok fel-
hasznalasaval termelt specifikus antitestek és a radioimmunoassay (RIA)
megjelenése megtermékenyitd hatassal volt az emberi magzati hipofizis
tenyészetek egyéb hormontermelésének vizsgalatiban is. Gailani és misai
(1970) kiilonféle korcsoportba tartozé emberi magzati hipofizis tenyészetek
novekedési hormon (GH) termelését vizsgaltak a tenyésztési id6 fiiggvényében.
Megallapitottak, hogy a tenyészetek spontdn GH termelése a tenyészidd elre-
haladasaval parhuzamosan csékken. Mi magunk (Rappay és mitsai 1974;
Fazekas és mtsai 1976) hasonlé megfigyelést tettiink, amikor a masodik tri-
meszterbdl szarmazé emberi magzatok hipofiziseinek tenyészeteiben vizsgal-
tuk a GH szekrécigjat. A hormontermeld képesség csokkenése azért volt meg-
lepS szamunkra, mert elektronmikroszképos vizsgalataink szerint szekrécios
szemesékben gazdag sejtek még két honapnal idsebb tenyészetekben is meg-
talalhaték. Rothbard és misai (1973) abortumokbél szarmazé tenyésztett és
nem tenyésztett hipofizisben mérték egyéb homonok (gonadotrép hormonok
[LH és FSH], thyreotrép hormon [TSH]) kibocsatasat és szintén arra a ko-
vetkeztetésre jutottak, hogy azok mennyisége a tenyésztési id6 hossziisaganak
aranyaban fokozatosan csokken. Siler-Khodr és misai (1974) valamennyi
hipofizis hormon RIA-mérésére kiterjedd tanulmanyaban a magzati hipofizis
ACTH termelését is megmérte, igazolva azt, hogy az altalunk mar 1965-ben
bioassay-vel kimutatott ACTH RIA-val is meghatarozhaté. Tamura és mtsai
(1973), Goodyear és misai (1977) igazolva az emberi magzati hipofizis tenyésze-
tek hormontermeld képességét, azt is kimutattak, hogy szintetikus releasing
hormonok (somatostatin, LH—RH és TRH) irant a parenchyma sejtek
érzékenyek.
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A legutébbi idében a magzati endokrinszervekbdl késziilt tenyészetek
ismét reneszanszukat élik. Ennek az a magyarazata, hogy az endokrinolégusok,
sejtbiolégusok utan az embriolégusok is felfedezték a tenyészetekben rejls lehe-
tségeket az emberi endokrin-rendszerek differencialédasanak tanulméanyoza-
sara. Az emberi magzati hipofizisben az els6 immunreaktiv kortikotrépok
a terhesség 7. hetében jelennek meg (sajat, nem kozolt adat, és Dubois és misai
1973). Szamuk ekkor még kevés, immunreaktivitdsuk gyenge. Az immun-
pozitiv sejtek szama a terhességi idé eldrehaladtaval fokozatosan nd, az
immunreaktivitas intenzitasa fokozédik, ami az ACTH termelés novekedésére
mutat. Ki is mutattuk (Gyévai 1980; Gyévai és mtsai 1981), hogy a 6—7 hetes
magzatok hipofizis tenyészeteinek tapfolyadékaban immunreaktiv ACTH
mutathaté ki, amelynek mennyisége a tenyészetek koraval parhuzamos lassi
novekedést mutat. Lényegesen nagyobb mérvii az ACTH alapszekrécidja
10—13 hetes magzatok hipofizisének tenyészeteiben. Az a tény hogy a tenyé-
szetek tapfolyadékaban mar akkor kimutathaté az ACTH, mihelyt a hipofizis-
ben az elsé immunreaktiv sejtek megjelennek, arra mutat, hogy a spontan
ACTH szekrécié sejtszinten végbemend folyamat, amely specifikus szabalyozé
hormonokat nem igényel. Ezt alatdmasztja az a tény is, hogy az els trimeszter-
b6l szarmazé magzatok hipofizis tenyészeteiben kortikoliberin (CRF) tartalmi
hipotalamusz kivonat hatasara a sejtek ACTH kibocsatasa fokozédik, azaz az
ACTH-t termeld sejtek sajat tr6phormonjuk iranti érzékenysége tenyészetben
mar akkor kimutathaté, amikor ez a specifikus jel in vivo még nem hathatott.
Kiilonsen lényeges ez a korilmény a 6—7 hetes magzatokbdl szarmazé
tenyészetekre nézve. Az ilyen sejtek in vivo még biztosan nem keriiltek kap-
csolatba specifikus releasing hormonjukkal, hiszen ebben a magzati korban
agyi struktirdkban CRF nem mutathaté ki (Gyévai és mtsai 1982). Valészind
tehat, hogy a magzati hipofizis parenchyma sejtjeinek ondifferencialédasa
nemcsak a sejtek finomszerkezetében és hormontermelésében bekovetkezd
vialtozasokat foglalja magaba, hanem a sejtek specifikus receptorainak ki-
alakulasara is vonatkozik.

Jollehet a magzati hipofizis tenyészetek ACTH alapszekrécidja a te-
nyésztés id6tartamaval aranyban csokken, nem valtozik a CRF-fel valé sti-
muléalhatésaguk és a stimulusra adott maximalis hormonvalasz idGtartama
sem. EbbGl az a kovetkeztetés vonhatd, hogy a) a differencialédott ACTH
sejtek sajat trophormonjuk iranti érzékenységiiket tenyészetben, a specifikus
inger tavollétében is, megérzik, valamint b) a stimulus utani hormonvilasz
ideje nem fiigg a tenyészetben elt6ltott idt6l és nem tér el l1ényegesen az in
vivo maximalis hormonvalasz idejétsl. Mindebbdl arra lehet gondolni, hogy
a stimuldlt hormontermelésbhen szerepet jatszé sejttani folyamatok nem val-
toznak meg az in vitro rendszerben.

Gordon Sato és munkacsoportja (Hayashi és misai 1978) kozélte, hogy
a tenyészetekben hasznalt kémiailag definialt tapfolyadékok kiegészitésére
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szolgalé szérum jelentsége féleg abban rejlik, hogy a szérum olyan biolégiailag
aktiv anyagokat, kozottik hormonokat tartalmaz, amelyek a tenyésztett
sejtek adaptacidjat és szaporodasat biztositjadk. A munkacsoport bebizonyitot-
ta, hogy egy-egy sejtvonal niovekedése szérummentes tapfolyadékban is
fenntarthaté, ha a tapfolyadékot kiillonféle hormonokkal és névekedési fakto-
rokkal egészitik ki. Nincsen jelenleg adatunk arrél, hogy a hipofizis sejtek
tilélését szérummentes tépfolyadékban milyen hormonok biztosithatnik.
A mellékvese kéreghormonoknak tulajdonitott visszajelentd szerep alapjan
azonban feltételezhet8 volt, hogy ezeknek a hormonoknak fontos szerepe lehet
a hipofizis sejtek in vitro adaptaciéjaban is. Elektronmikroszképosan ki is
mutattuk, hogy mar az 50 ng/ml dexamethason folyamatos jelenléte javitotta
a hipofizis sejtek in vitro adaptaciéjat. Ugyanakkor valtozott a stimulalt
ACTH elvalasztas is. A kis dézisban tartésan adott szintetikus kortikoid
megnovelte az alap ACTH szintet, nagy dézisban adott dexamethason pedig
az alapszekrécié érintetleniil hagyasa mellett gatolta a stimulalt ACTH el-
valasztast. Ez a megfigyelés és egyéb leletek (Mains és Eipper 1981) arra
engednek kovetkeztetni, hogy a spontdn és a stimulalt hormonszekrécio
mechanizmusa kiilonb6zhet egymastél.

Visszatekintve, elgondolkoztatd, hogy a hatvanas években az embriona-
lis endokrin szervek sejtjeinek in vitro adaptaciéjaban elért sikerek alig adtak
nagyobb 6sztonzést a felnGtthGl szdrmazé mintak egyidejd kutatasara. Kez-
detilépések (Stark és mitsai 1965b; Fleischer és Rawls 1970) utan igazi lendiletet
Vale és misai (1972) funkcionalis adatai és Rappay és misai (1973) finomszer-
kezeti leir6 munkai adtak, amikor is kideriilt, hogy a feln6ttb6l szarmazé
hipofizis mells§ lebeny sejtek citolégiai integritdsukat megtartjdk és hormon-
termelésiik fennmarad, meghatarozott ideig, tenyésztési korilmények kozott
is. Lényegében tehat nincsen kiilonbség a magzati és a felngtt korbdl szarmazé
parenchymalis sejtek tenyészthetGségében és fenntartdsiban. A glikolizis,
a pentéz-foszfat ciklus és a citrat kor miikodését jellemz6 és a hormonterme-
lésben szerepet jatszé egyes lizoszomalis enzimek aktivitasinak a tenyésztési
idGtartammal Osszefiiggd valtozasaibol azonban arra lehetett kovetkeztetni
(Rappay és misai 1979), hogy lényegesen megvaltozik a sejtek anyageseréje:
a tenyésztési koriillmények az anaerob glikolizis tiilsilyat eredményezik.

A hetvenes évek technikai szinvonala mar lehetdvé tette a felndtt pat-
kany hipofiziséb§l szarmazé monolayer tenyészetek kortikotrép sejtjeinek
immunelektronmikroszképos azonositasat (Bdcsy és mitsai 1976). Kideriilt,
hogy az ACTH-t termels sejtek hosszi tenyésztési periédus utan is megdrzik
az intakt hipofizishen megismert citolégiai jellegzetességeiket. S6t, immunolé-
giai médszerek (citokémia és RIA) felhasznalasaval a kortikotréopok névekedési
dinamikajanak feltarasa is sikerrel jart (Reppay 1980). Megallapitottuk,
hogy a kortikotrépok kezdeti szamesokkenés utan a tenyésztés elsd hetének
végére ugyanolyan szamban vannak jelen, mint az intakt hipofizisben. Az
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ACTH extra- és intracelluldris koncentraciéjanak egyidejii mérésébgl bebizo-
nyosodott, hogy a kortikotrépok szadma 6sszhangban van a tapfolyadékban
mért ACTH kocentracigjaval. A kvantitativ adatok 0Osszevetéséb8l pedig
becsiilni tudjuk egyetlen kortikotrép immunreaktiv  ACTH tartalmat, amely
mintegy egynegyed pikogrammot tesz ki normalis patkinybél szdrmazé
nyugalmi allapoti tenyészetekben.

A felnétt allatbél inditott hipofizis monolayerek kortikotrépjai nemesak
spontan ACTH kibocsatasara képesek, hanem fajlagos ingerekre valaszkészek,
az embrionalis anyagokhoz hasonléan. A sejteknek ezt a tulajdonsagat fel-
hasznalva, Takeba és misai (1975) nyoman kidolgoztunk egy érzékeny mikro-
médszert (Kdrteszi és misai 1978), amely kiilonféle forrasbél szarmazé CRF
aktivitas (Kadrteszi és mtsai 1981; Makara és mtsai 1981; Makara és misai 1982)
meghatarozasa mellett tobbféle hipofizis hormon termelddésének szabalyozas-
kutatdasaban is nagy haszonnal jart (Antoni és misai 1981; Rappay és misai
1981). Ami az ACTH elvalasztas serkentését illeti, kideriilt, hogy CRF tar-
talmid nyél-eminencia medidna (SME) kivonat hatasara a tenyésztett sejtek
ACTH elvalasztasa dézistol fiiggs, a bioassay érzékenysége 0,060 SME ekvi-
valens, ami lehet§vé teszi egyetlen SME preparatum CRF tartalmanak tobb
higitasban valé pontos mérését. Még érzékenyebben reagalnak a tenyésztett
kortikotrépok a legiijabban elGallitott szintetikus CRF (Vale és mitsai 1981)
adasara is.

A kortikotrépok sejtbiolégidjanak mélyrehatébb elemzését elGsegitette
az a technika, amely a potencialisan 0szt6d6, S-fazisban levs, immunreaktiv
sejtek azonositasara alkalmas (Rappay és misai 1977). Tricialt timidinnel in
vivo jelolt allatok hipofizis eliilsé lebenyében elGfordulnak immunreaktiv,
DNS el6anyagot sejtmagjukba beépiteni képes kortikotrépok (Nakane és
misat 1977). Az ilyen allatok hipofiziséb6l inditott sejttenyészetekben még
nyolc nap tenyésztési idé utan is megtalalhaték a kettdsen jelolt ACTH-t
termeld sejtek. Kisérletesen befolyasolt allatokban, pl. mellékvese eltavolitas
utan egy-két héttel novekszik a kortikotrépok részaranya a hipofizis eliilsé
lebenyében (Rappay és Makara 1981). Négy vagy nyolc nappal a kiiiltetés utan
megmarad a kortikotrépok szambeli f6lénye a mellékveseirtott allatok hipo-
fizisébdl inditott sejttenyészetekben. A sejtek intracellularis ACTH tartalma
t6bbszorosére novekszik az almitott kontrollokéhoz viszonyitva a tapfolyadék
ACTH szintje pedig aranytalanul nagyobb. A mellékvese eltavolitast kovetd
hipofizealis kortikotrép szamarany novekedés foka a hormontermel6 kapacitas
lényegesen nagyobb mértékével osszevetve ellene szél annak a Rodbard (1973)
altal képviselt kvantalis hipotézisnek, amely szerint az endokrin sejtek minden
vagy semmi alapon miikodnek: hipofunkcié esetén kevesebb sejt, hiperfunkcié
esetén az Osszes sejt miikodik az adott szervben, maximéalis mértékd hormon-
termeléssel. A mi adataink arra mutatnak, hogy tartés hiperfunkcié esetén
a sejtszam novekedés mellett a sejtek szekréeiés kapacitas is megndhet.
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Anélkiil, hogy teljességre torekedtiink volna, felvazoltuk a kortikotrépok
sejtbiolégiai vizsgalatira vonatkozé eddigi eredményeink lényegét. Sziikre
szabott mondanivalénkbél remélhetsen kivilaglik, hogy a sejtbiolégiai vizs-
galémoédszerek tudatosan 6tvozott sokasdga lényeges informéciék forrasa.
Kiilonosen érvényes ez a hipofizis sejtek biologidjara és miikodésére, amelyet
egyarant befolyasolnak hipotalamikus hipofizeotrép hormonok, transzmitterek
és periférids hormonok. Minthogy a hipofizis az aggyal a portalis erek révén
szoros oOsszekottetéshen van, a hipofizis hormon szekréciéjanak sebessége
dinamikusan valtozik és valtoztathaté kiilonféle kisérleti koriilmények kozott.
Gyakran nehéz vagy lehetetlen megallapitani, hogy az in vive észlelt valaszok
a hipofizisre gyakorolt direkt hatasoknak koszonhetGek-e vagy extrahipofizea-
lis mechanizmusok kézvetitésével valosulnak meg. A hipofizeotrép anyagok-
nak sejttenyészetben valé tanulminyozasa lehetdséget nyidjt a valaszoknak az
indirekt hatasoktol valé elkiilonitésében. E teriileten a tenyésztési rendszerek,
amelyek technikailag egyszeriiek, érzékenyek, pontosak, reprodukalhatéak és
valésak, nagy szolgilatot tettek és tesznek a jov6ben is.

Osszefoglalds

A szerzdk attekintést nyidjtanak azokrok a kutatasi eredményeikrdl,
amelyekben az egyik legdinamikusabb sejtbiolégiai eljarast, a sejt- és szovet-
tenyésztést, hasznaltak fel a magzati és a feln6tt hipofizis kortikotrép sejtjei-
nek jellemzésére. Ahatvanas évek elején eredeti megallapitasuk volt,hogy egyes
embrionalis endokrin szervek tenyészetben differencidlédasuk mértéke szerint
hormontermelésre képesek: a kortikotropok ACTH-t, a mellékvese kéreg
sejtjei pedig kortikoidokat képesek leadni a tapfolyadékba. A korai fejlgdés
folyaman a hipofizishen az els§ immunreaktiv kortikotrépok megjelenésével
egy idében hormonleadas is torténik. Ehhez a fejlédés késdbbi szakaszaban
megjelend specifikus szabalyozé hormonra (CRF) nincsen sziikség. A sejtek
ondifferencialédasa nemesak a finomszerkezetiikben és a hormontermelésiikben
bekovetkezd valtozasokat foglalja magaba, hanem specifikus receptoraik ki-
alakulasara is vonatkozik.

Lényegében nincsen kiilonbség az embrionalis és a felndtt hipofizisbdl
szarmazé kortikotrépok tenyészthetGségében. A felnttbsl szdrmazé sejtek
tenyészetben nemcsak fenntarthaték, hanem megtartjak specifikus jelek
iranti érzékenységiiket is. Oszt6doképességiik is bizonyithaté. Talalhaték olyan

kisérleti koriilmények, amelyekben a kortikotrépok — mikézben citolégiai
integritasukat megtartjdk — nagyobb mértékdi hormontermelésre képesek,

mint a nem befolyasolt sejtek. Ebbél azt a kovetkeztetést vontak le, hogy
tartés hiperfunkei6 esetén a kortikotrépok miikédése nem koveti a Rodbard
altal feltételezett ,,minden vagy semmi” elvet.
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