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A sejthartya kémiai 6sszetételére — ultrastrukturalis és molekularis
organizaciéjara vonatkoz6 vizsgilatok szdma az utébbi évtizedben ugras-
szerden megndtt. Ez a fokozott érdeklddés nem egyszeri ,,tudomanyos divat”
eredményeként foghaté fel. Ismeretessé valt ugyanis, hogy a kiilonb6z8 sejt-
féleségek plazmamembranja alapvetGen fontos szerepet t6lt be az abszorpcié
— a szekréci6 — a folyadék és iontranszportban, a sejtdifferencialédas — és
malignus sejttranszformacié folyamataban egyarant.

A kromaffin sejtek plazma membranja kiilonos érdeklddésre tarthat
szamot, mivel a normal sejtfunkciok mellett a hormonszekrécié specifikus
funkci6janak ellatasara is szolgal s mint ilyen, szabalyozza Ca™ " ionok sejtbe,
illetve sejthdl torténd diffiziéjat, szintere az acetilkolin hatasanak és itt zajlik
le a szekréciéval kapcsolatos exocitozis és endocitozis szamos mozzanata is
(1525 4;.6; 13):

Az emlitett sejtfunkciok egyike-masika — foként a katekolamin libera-
ciéval kapcsolatos ultrastrukturalis sejthartya valtozasok elég jol ismertek
a kromaffin sejtekben (2, 4, 13). Sokkal kevesebbet tudunk arrél, mi a pontos
kémiai dsszetétele a kromaffin sejtek sejthartyajanak, tovabba miként valtoz-
nak a kémiai dsszetevik a kromaffin sejtek differencialédasa — szekrécidja
— és daganatos transzformaciéja kapcesan. Ezekre a kérdésekre, csak az izolalt
plazma membranok kémiai analizise adhat valaszt, éppen ezért vizsgalataink
célkittizése az volt, hogy a sejtfrakcionalasos eljardsok segitségével viszonylag
,»tiszta” sejtmembrant allitsunk eld, és ennek kémiai és morfolégiai analizise
alapjan 1j ismeretek birtokaba juthassunk. Vizsgalatainkban szarvasmarha
mellékvese vel6allomanyat hasznaltuk fel, mivel ez kénnyen beszerezhetd volt
és viszonylag nagymennyiségii kromaffin szévetet szolgaltatott szamunkra.
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A kisérleteinkben hasznalt marha mellékvesét a Witney (Anglia) vagohid-

16l szereztiik be. Az allatok leslése utan 15—20 perc miilva kaptuk kézhez a
mirigyeket, és jégen tartva szallitottuk az Oxfordi Intézetbe. A mellékvesékhdl
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viszonylag kénnyen és kéregmentesen kipreparaltuk a vel6allomanyt, éles
késsel vékony szeletekre vagtuk, majd 0,3 M-os szaharézban Potter-Elvehjem
homogenizaléban homogenizaltuk (clearence 0,08 mm). A homogenatumot ezt
kovetden 900 g-vel centrifugaltuk a sejtmagok és sejttormelékek eltavolitasa
céljabol. Az in. ,,nagy granulumos” frakcié elkiilonitése érdekében 16.000 g-vel
15°-ig centrifugaltunk Spinco L ultracentrifugaban A40-es rotorral 2 °C — hé&-
mérsékleten. Az igy nyert szedimentben vizsgaltuk az izolalt szekréciés granu-
lumok, mitokondriumok — és lizoszémok biokémiai sajatossagait (11, 12).

A nagy granulum frakcié kiiilepitése utan nyert ,,feliilisz6t” 110 000
g-vel tovabbi 60 percig centrifugaltuk s igy nyertiik az in. mikroszéma frakeciét,
melyet a biokémiai és elektronmikroszképos analizis céljara szaharézstirtségi
centrifugalasnak vetettiink ala.

A szahardéz stirliségi gradienst az alabbiak szerint dllitottuk 6ssze. A centri-
fuga cs6 legaljara 0,3 ml 2,5M-o0s szaharézt tettiink erre minden esetben 0,4 ml
1.7,1.6,1.5,1.4,1.3,1.2, 1.1, 1.0, 0.9, 0.8, s végiil 0.7 M-os szaharézt rétegez-
tiink. A mikroszéma frakcié 0.5 ml-ét (0.3M-os szaharézban) a szaharéz gradi-
ens cstucsara helyeztiik és 24 6raig 4 °C-on allni hagytuk. Ezt kévetGen a gra-
diens csévet SW 50L-es rotorban (Spinco L ultracentrifuga) 16 6raig 220 000
g-vel centrifugaltuk. A centrifugalds utan a mianyag centrifugacsovet alul
tiivel kifirtuk és gradients 12 frakciéra valasztottuk szét. Minden egyes frak-
ci6bol biokémiai meghatarozast végeztiink, illetve a 12 frakcié koziil sorrendben
a 10-es, 9-es, 8-as, T-es, 5-0s, 3-as és 2-es frakciékbol elektronmikroszképos célra
is mintakat vettiink. Az egyes elektronmikroszképos célra vett frakciok 1 ml-
éhez 1 ml fixalot adtunk. A fixalé 2,59, glutaraldehidet, 49, formalint tartal-
mazott pH 7,4-re allitott foszfat pufferben. 1 6rai 4 °C-on torténd fixalas utan
az egyes frakciokat 2 éraig centrifugaltuk 22 000 fordulatszammal. Az igy
nyert iiledéket 29,-0s 0sO,-ben (foszfat puffer pH 7,4) tovabbi 1 éraig fixaltuk.
Az 0s0, oldathoz annyiszaharézt, adtunk, hogy annak végsd cc.-ja1M-oslegyen.
A fixalas utan, a jol kezelhetd iiledéket cc. 1 mm?-es darabkakra vagtuk szét,
felszall6 alkoholsoron viztelenitettiik és Durcupan ACM-be &gyaztuk be.
Az ultravékony metszeteket kett8s kontrasztozas utan (uranilacetat 30 perc,
6lomcitrat 2 perc) elektronmikroszképban vizsgaltuk.

Eredmények

A 10-es és 9-es frakeié az elektronmikroszképos kép alapjan igen ,,tiszta”
szekréciés granulum frakcionak bizonyult. (1. dbra). A szekréciés szemesék
tobbsége szabalyos gombalaki, nagyobb nagyitasi felvételen (l.a abra) jél
lathaté a hatarolé elemi membran. A szemesék kisebb hanyada elnylt henger-
ded alakd. Gyakran lathat6, hogy a géombszer(i szemcsék elektrondenz allo-
manybél egy vilagos lumenti nyidlvany agazik ki, s ez pecsétgytiriire emlékez-
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tetd granulumformak létrejottét eredményezi. A szemesék altalaban igen elekt-
rondenz bels§ allomannyal rendelkeznek, néha azonban kis elektronéatereszt&
vakuolak figyelheték meg benniik. A szemesék atmérsje 1500—2000 A kozott
valtozik. A szekréciés szemeséket ,,in situ” a kromaffin sejtek citoplazméajaban
lathatjuk (2. dbra). Ugyanitt a Ca™ ™ aktivalhat6 ATP-az jelenlétét is bemutat-
juk elektronmikroszképos citokémiai reakeié alapjan.

A 8-as frakciéban (3-as abra) elektronmikroszkép segitségével csak el-
vétve lattunk szekréciés granulumokat. Legnagyobb mennyiségben a durva
felszinti endoplazmas retikulum ciszternait észleltiik ebben a frakciéban.
A ciszternak tobbsége atmetszeti képen szabalyos kerekded alaki, a hatarolé
membranokon jél latszanak a riboszémak.

A 7-es frakcioban (4-es abra) még nagy mennyiségi durva felszind endo-
plazmas retikulum volt jelen, de mar jelent6s szamban észleltiink elektrondenz
anyaggal kitsltott Golgi szakkulusokat is. Egy-egy szekréciés granulum el-
vétve még itt is lathaté volt.

Az 5-0s frakcioban (5. abra) gyakorlatilag csak Golgi elemeket talaltunk.
Legnagyobb szamban elnyilt szakkulusok voltak itt jelen, melyekben kéze-
pesen vagy erdsen elektrondenz anyag foglalt helyet. Tébb-kevesebb Golgi
vezikulanak latszé komponenst is megfigyeltiink ebben a frakciéban, azonban
ezek egy része a Golgi szakkulusok harant atmetszésébdl is szarmazhat. Na-
gyobb nagyitassal (5.a. abra) a Golgi szakkulus elemi hatarolé hartyajat is
azonositani tudtuk.

A 3-as frakcioban (6. abra) elvétve még Golgi szakkulusok is megfigyel-
hetdk voltak, de a képet mar uralta a sejthartyabél szarmazé membrantore-
dékek atmetszett képe. Ezek az atmetszeti képek gyakran kerekdedek, néha
ovalisak.

A 2-es frakciéban (7. abra) Golgi elemeket mar nem talaltunk. A szabalyos
kerekded és ovalis atmetszetii membrantéredékek mellett néha igen szabaly-
talan formakkal is talalkoztunk. Elvétve mielin figurdk, és szinaptoszémak
atmetszeti képe is lathaté volt a membranrészecskék kozott. A sejthartya kép-
z6dmények koziil a ,,coated vesiculumok” is azonosithatok voltak az 1-es
membranfrakciéban.

Az eredmények megheszélése

A kiilonb6z6 sejtfrakeiok differencial centrifugaval torténd elvalasztasa
és kémiai analizise, hosszi ideig tisztan ,,biokémiai”” munka volt, az utébbi
évtizedben azonban egyre gyakoribba vilt az egyes frakciok egyideji morfolé-
giai — azaz elektronmikroszképos szintii vizsgalata is. Az elektronmikroszképos
elemzés a biokémiailag homogénnek vélt frakciérél nem egy esetben bebizonyi-
totta, az valéjaban igen heterogén, s tovabbi tisztitasra szorul. Az elektron-
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mikroszképia ily médon tehat kozvetleniil is hozzajarult az igényesebb sejt-
elvalasztasi médszerek kifejlesztéséhez és tokéletesitéséhez. A sejtfrakcionalasi
eljarasok hosszi ideig a j6l megformalt sejtkomponensek; sejtmag, mitokondriu-
mok, lizoszomak, szekréciés szemesék, stb. tisztan torténd elallitasara iranyul-
tak, s csak joval kés6bb torténtek erGfeszitések a nehezebben elvalaszthato sejt
organellumok — mint a nucleolus, Golgi apparatus, a durva- és sima felszinl
endoplazmas retikulum — izolalasara. A ,sejthartyat” erdsen fragmentalt
formaban el8szor a ,,mikroszéma” frakciéban fedezték fel (10).

A mellékvese velallomanyara vonatkozé sejtfrakcionalasi vizsgélatok
jol titkkrézik a frakcionalasi technika fejldését. ElGszor a katekolamin tar-
talmi szekréciés szemeséket (8) és azok membranjat izolaltak (14), majd sor
keriilt a lizoszomak (11) és a mikroszéma frakcidk vizsgalatara is (22). Ezek a
vizsgalatok jelentGsen el8segitették ismereteink kibgviilését a katekolamin
szekrécié szubcellularis mechanizmusat illetGen.

A mellékvese kromaffin sejtjeinek plazmamembranjat els6ként DuBois
és mtsai (5) vizsgaltak biokémiai médszerekkel, szarvasmarha mellékvese
mikroszéma frakeiéjan. Szerzdk erdteljes homogenizalassal, alacsony kétértéki
kation koncentracié és magas pH biztositasaval kis plazmamembran téredékek
elallitasara torekedtek. Az ily médon preparalt mikroszéma frakeiébo6l ugyanis
a plazmamembran frakcié tovabbi szaharéz siiriiségl gradiens centrifugalassal
aranylag ,,tisztan” elgallithato. Osszevetve a szobanforgé mikroszéma frakciora
vonatkozé biokémiai és elektronmikroszképos adatokat — legel8szor is az
allapithaté meg, hogy a centrifuga c¢s6 aljan levs 10, 9-es frakeié egyértelmien
szekréciés granulumokbél allt. A morfolégiai kép egy jol tisztitott granulum-
frakeiét mutat be, a biokémiai vizsgalatok (5) itt mutattak ki a legmagasabb
katekolamin, ATP — és dopamin  hidroxilaz tartalmat. Minthogy e hirom
anyag a szekréciés granulumok legfGbb 6sszetevGje, a frakcié azomositasat
illetGen nem meriil fel probléma.

A 8-as és T-es frakcié elektronmikroszképos képén a durva felszint endo-
plazmas retikulum ciszternai voltak tilsdlyban. A biokémiai adatok szerint
(5) itt magas volt a glukéz-6-foszfataz aktivitasa, ami kozismerten a durva-
felszinli endoplazmas retikulum marker enzime. Morfolégiailag egyik legtisz-
tabb frakeciénak az 5-6s frakeié bizonyult; a Golgi szakkulusok és vezikulak
mellett alig lattunk egyéb sejtrészecskéket. A biokémiai vizsgalatok (5) soran
itt sikeriilt észlelni a legmagasabb tiaminopirofoszfataz aktivitast — ami
specifikus marker enzime a Golgi apparatusnak.

Erdekes, hogy ugyanebben a frakciéban szerz6k erdteljes Ca™* fiiggd
ATP-4z aktivitast észleltek. A parhuzamos elektronmikroszképos citokémiai
vizsgalat (3) soran in situ is sikeriilt lokalizalni a sz6ban forgé enzimet a kromaf-
fin sejtek Golgi régiéjaban, s ez egyértelmiien amellett szél, hogy a Golgi ap-
paratusban egy eddig nem észlelt enzim jelenlétével és funkciéjaval is szdmolni

kell.
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Elgondolkoztat6, hogy a plazma membran specifikus marker enzimét
az 5’-nukleotidazt nemesak a 2-es és 3-as frakciéban, hanem még a 4 és 5-6s
(tehat Golgi) frakciéban is észlelni tudtuk a biokémiai vizsgélatok (5) soran.
Ez valészini azt jelenti, hogy a plazmamembran e homogenatumban nemcsak
nagyobb ,.lemezek’ forméajaban fordul el (ahogy ezt a 2-es frakcié elektron-
mikroszképos képe alapjan lattuk), hanem kisebb atmérgjl, de ,,nehezebb™
részecskék formajaban is, amely a Golgi szakkulusokkal, ill. vezikulakkal
egyiitt ilepszik.

A parhuzamosan végzett biokémiai és elektronmikroszképos vizsgalatok
alapjan megéllapithaté:

1. A szarvasmarha mellékvese veldallomanyabél nyert mikroszéma
frakecio 2-es, 3-as, 4-es és 5-8s szubfrakciéja sima felszini membranok-
bél all.

2. A T-es, 8-as frakciot a durva felszinli endoplazmas retikulum alkotja,

3. a 9—10-es frakeio szekréciés granulumokbél all.

4. A 2-es, 3-as, 4-es és 5-0s szubfrakcié koziil elektronmikroszképosan
legtisztabb membrén frakcionak a 2-es bizonyult, ugyanakkor a speci-
fikus marker enzim az 5 nucleotidaz még az 6tos frakciéban is jelen-
tékeny mennyiségben fordult eld.

A mikroszéoma frakeiébol torténd plazma membran el6allitdsa ma mar
kissé idejétmiiltnak tekinthet8. Az utébbi években 1j eljardsok egész sorat
dolgoztak ki (7, 9), s ezek segitségével nagy mennyiségi — ,,tiszta” plazma
membrant éllitanak el§. Ezeken az izolalt membranmintikon nagyszami bio-
kémiai mérést lehet elvégezni, a morfolégiai vizsgalat céljara vett mintikon
pedig a konvencionalis elektronmikroszképos feldolgozas mellett negativ festést
és szamos citokémiai reakciét lehet elvégezni. Ezen lehetGségek birtokaban
reményiink lehet arra, hogy a sejthartya sokréti funkciéjat egyre jobban meg-
értjiik mind a normalis, mind a daganatos sejtek esetében.
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