A VESE BAZAI’JIS MEMBRANOK ULTRASTRUKTURALIS
PATOLOGIAJA TOPO-OPTIKAI REAKCIOK
TUKREBEN

DEAK GYORGY

POTE Kérbonctani Intézet, Pécs

A bazalis membranok kiilonb6z6 tipusi sejtek (epitél, endotél, mezoté-
lidlis sejtek) altal termelt, a sejtek és a kornyezd kotGszoveti allomany kozott
kialakult specialis hatarmembranok (Kurrz és FELDMANN 1962) kollagén
tipusi fehérje alapvéazzal (SHARP és mtsai 1967). A sejtek szamara idealis
tapadé felszint szolgaltatnak (KHODADOUST és mtsai 1968, VRACKO és BENDITT
1972), és szilir6funkciéjuk révén befolyasoljak asejtek anyagesere-folyamatait,
mivel a sejtek és az intersticium kozotti anyagmozgas a bazalis membréanokon
keresztiil torténik (GEKLE és MERKER 1966). A filtracié mértékét a fibrillumok
kozotti teret kitolts egyéb anyagok (lipoidok) és az igy kialakult pérusok
atereszt6képessége hatarozza meg. Ezért a bazalis membran miikédésének
pontosabb megismeréséhez a felépités, kémiai 6sszetétel mellett az ultrastruk-
turdlis viszonyok ismerete is sziikséges (BRUCHHAUSEN és MERKER 1967,
GANG és mtsai 1972).

A kémiai osszetétel kideritésében a hisztokémiai és biokémiai vizsgalatok
jatszottak a dontd szerepet. Igazoltak a kollagén tipusi fehérjék és lipoidok
jelenlétét (WinDRUM és mtsai 1955, KeFAauipEs 1971, MATAKAS és mtsai
1972, Seiro 1973), kimutattak, hogy a bazalis membranok nagy mennyiségben
(10—129%,) tartalmaznak fehérjékhez kapcsolt cukorkomponenseket (KEFALI-
DES 1968), melyek felelsek a PAS-és perjéd-metenamin-eziist reakciok poziti-
vitasaért (RAMBOURG és LEBLOND 1967).

A biokémiai, immunhisztokémiai és elektronmikroszképos vizsgalatok
fényt deritettek a pérusnagysag és az ateresztéképesség viszonyara, a bazalis
membranok kéros valtozasai és az ateresztSképesség zavaranak osszefiiggé-
seire (KErALIDEs 1968, P1ERCE 1963, GEKLE és mtsai 1966a, Ganc 1970).

Egyes esetektdl eltekintve (alacsonyabb rendii allatok specialis bazilis
membrénjai, kéros membranok) (TErRzAKIs 1967, BERLINER 1969, FEHER és
VaLu 1969, NADOL és mtsai 1969, FrickiNGer 1970, HoLTER 1970, ATKINS és
KRrAuse 1971) hisztokémiai és elektronmikroszképos megjelenési formajukat
tekintve a bazélis membranok homogén, esetleg mikrofilamentéris szerkezetet
mutatnak (OLAH 1968, RAMBOURG és LEBLOND 1967). Ezért a micellaris rende-
zettségrdl felvilagositast csak a polarizaciés mikroszkopos médszerek ad-
hatnak.

MTA Biol. Osat. Kazl. 21 (1978)



456 DEAK GYORGY

A polarizaciés mikroszképia eddig szamos adattal jarult hozza a bazalis
membranok szerkezeti viszonyainak, felépitésének jobb megismeréséhez. A pozi-
tiv fenol reakcié alapjan rendezett micellaris szerkezetd, kollagén tipusd
fehérje alapvaz feltételezhets (BREWER 1957), és a festetlen allapotban észlelt
alkohol labilis negativ kett§storés a bazéalis membranok hossziranyara meréle-
gesen rendezett lipoidok jelenlétét bizonyitotta (ROLLHAUSER 1956, GEKLE és
mtsai 1966b).

A festetleniil észlelt gyenge kett§storés azonban finomabb polarizacids
optikai vizsgalatokra nem volt alkalmas. Ezért tovabbi elGrelépést a bazalis
membranok szubmikroszképos morfolégiai jellegzetességeinek tanulméanyoza-
saban az Intézetiinkben kidolgozott specifikus topo-optikai reakciék alkalma-
zasa jelentett.

Topo-optikai reakciéknak azokat a hisztokémiai reakciokat nevezzik,
melyek szintelen vagy szines anyagoknak micellaris struktirakhoz valé koté-
dése altal az eredeti optikai jelleg megvaltozasat eredményezik, és igy az eredeti
gyenge kettdstortést felerdsitve ezen struktirak polarizaciés mikroszképos
tanulmanyozasat, illetve a micellaris szerkezetben kialakult finom valtozasok
kimutatasat teszik lehetdvé. Vizsgalataink soran a kovetkez§ topo-optikai
reakcidokat alkalmaztuk:

1. Fenol-reakcié (EBNER 1894). Fenol és kanadabalzsam 1 : 1 aranyd keve-
rékével lefedett metszeteken a kollagénrostok negativ kett8storést mutatnak,
mely szelektiv kollagén reakciénak felel meg.

2. Perjodsav-szulfatdlds + toluidinkék festés (pH 1) (RoMHANYI és mtsai
1973). A szulfatélas soran valamennyi szabad OH-csoport reagal. Ha azonban
perjodsav kezeléssel a cukorkomponensek vicinalis OH-csoportjait aldehiddé
alakitjuk at, akkor a cukor kikapcsolasa kovetkeztében csak a kollagén lizin-
OH-csoportjai reagilnak, ami szelektiv kollagén reakciét biztosit.
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Az igy kapott savanyu toltések kovetkeztében bazofil fest6dés, rendezett
micellaris alapvaz esetén intenziv kettGstorés jon létre.

Mint korabbi vizsgalatainkbél ismert (RoMBANYI és mtsai 1974) perjod-
sav szulfatalas a kollagént és a bazalis membranokat tripszinnel emészthet§vé
teszi. Mivel egyéb fibrillaris fehérjék (fibrin, amiloid, miozin) és a sejtes ele-
mek nem emésztédnek, a perjédsav szulfatalas utdni tripszin emészt6dés
ugyancsak a kollagén tipusi (igy a bazéilis membranok alapvazat képezd)
fehérjék specifikus reakciéjanak tekinthetd.

4. Aldehid-biszulfit-toluidinkék reakcio (ABT-reakci6 RoMHANYI és mtsai
1975, 1976). A perjédsav oxidaciéval dialdehiddé alakitott viecinalis OH-cso-
portok biszulfit addicié altal negativ toltéstiekké valnak, és bazofil festddést
mutatnak. Igy szelektiv szénhidrat reakciét kapunk. Az OH-csoportok linearis
rendezettsége esetén a cukorlancokra negativ kett8storés alakul ki (1. elbbi
abrat).

A precipitaciés toluidinkék festést a méar korabban kozolt médon végez-
tik (RoMBEANYI és mtsai 1975). A polarizaciés mikroszképos vizsgilatokat
OPTON Standard WL pol-polarizaciés mikroszképon végeztiik, a kettstorést
A/4-es kompenzatorral, Senarmont médszere szerint mértiik.

5. Elektronmikroszképos vizsgdlatok céljara a formalinban fixalt anyago-
kat ozmium utéfixdlas utdn Durcupanba dgyaztuk és az ultravékony metsze-
teket uranil-acetattal és olomcitrattal festettitk. Az elektronmikroszképos
vizsgalatokat TESLA BS-243 tipusi elektronmikroszképon végeztiik.

Jelen el6adasban fleg veséken végzett vizsgalatainkrél szamolunk be.
A vese igen alkalmas objektum bazalis membranok tanulmanyozasara, mivel
nagy mennyiségben tartalmaz kiilonb6z6 tipusd bazalis membranokat. A glo-
merulusok filter funkciéja és a tubulusok érzékenysége miatt a vese szdmos
kérfolyamatban vesz részt, ami legtobbszor a bazalis membranok érintettségé-
vel jar egyiitt.

1. A bazdlis membrdanok szerkezetkomponenseinek
kimutatasa topo-optikai reakciokkal

A bazalis membranok felépitésében glikozilalt kollagén tipusd fehérje
alapvaz vesz részt a fehérjelancok alkotta halézat pérusaiban lipoidokkal.
Ezek a komponensek topo-optikai reakcidkkal a kovetkezd hisztolégiai és
polarizaciés optikai jellegzetességeket mutatjak.

a) Kollagén. A bazilis membran alapvazat képezé kollagén tipusd fehér-
jék kimutatasa fenol reakciéval lehetséges (1. abra). Az igy kapott negativ
kettdstorés bar kollagénre specifikus, gyengesége miatt finomabb polariza-
ciés optikai vizsgalatokat nem tesz lehetévé. Kollagén rostok anizotrép fel-
tiintetése torténhet még pikro-sirius festéssel is (PUCHTLER és mtsai 1973),
ez a moédszer azonban bazalis membranokra nem alkalmazhaté, mivel a bazalis
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membranok — feltehetGen a cukorkomponensek jelenléte miatt — kettds-
torést nem mutatnak. A kollagén tipust fehérjék vizsgalatara perjodsav-
szulfatalas és savanyid toluidinkék festés szolgal (RoMHANYI és mtsai 1973).
A bazalis membranok fénymikroszképosan bazofil festGdéssel és keresztezett
polarizatorok ko6zott intenziv zold polarizaciés szinnel tinnek fel (2. abra).
Az igy kapott kettdstorés a bazalis membran hossziranyara negativ elgjeld,
mely hosszanti irdnyba rendezett fehérjelancokra utal. A glomerulusokban a
polarizaciés effektus jéval gyengébb, izotréphoz kozel allé.

b) Szénhidrat komponens. A szénhidrat komponensek szelektiv kimuta-
tasara az ABT-reakcié alkalmas. Mint az a 3. dbran lathaté, fénymikroszké-
posan a reagalé struktirak szelektiv bazofil fest6dést mutatnak, keresztezett
polarizatorok kozott intenziv, a hossziranyra negativ kettdstoréssel. A nega-
tiv kett8storés jelzi, hogy a diszaharid molekuldk hossztengelye a fehérjelan-
cokkal parhuzamosan helyezkedik el. A cukorkomponensekigen jé rendezett-
ségére utal a festetlen kettGstoréshez viszonyitott (3—4 my-os) emelkedett
kettGstorés (25—30 my utkiilonbség). ABT-reakei6 utén is, hasonléan a perjéd-
szulfatalashoz, megfigyelhetd, hogy a glomerularis bazalis membranok optikai
aktivitasa gyengébb, mint a peritubularis bazalis membranoké, ami arra utal,
hogy mind a fehérjelancok, mind a szénhidrat komponensek a glomerulusok-
ban lazabb micellaris szerkezetet alkotnak.
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Az egyes bazalis membrantipusok (glomerularis, peritubularis) kozti kii-
lonbségekre hisztokémiai (GEYER, 1962; KupFEr és GEYER, 1968; VELICAN
és VELICAN, 1970), immunhisztokémiai (P1ERCE, 1963) és biokémiai vizsga-
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latok utalnak, és a kémiai Osszetételben talalt kiilonbségekkel magyarazzak
a mikodésbeli eltéréseket. Ezen vizsgalatokkal egybehangzéan topo-optikai
reakciék alapjan is a f6 funkciéjaban filter szerepet bet6ltd glomerularis baza-
lis membran laza halézatos szerkezete feltételezhetd.

¢) Lipoid. Festetlen fagyasztott metszetekben gumiarabikum lefedés utan
a bazalis membranok gyengén negativ kettdstoréstiek (4. abra). Szubtraktiv
kompenzacié esetében a vizszintes bazalis membrianszegmentumok a cito-
membranokhoz hasonléan vilagosak, ami hosszirdnyra merélegesen orientalt
lipoid komponensekre utal. Ez a gyenge optikai effektus toluidinkék festéssel
nagyfokban felerdsithetd, az eredeti festetleniil mért 3—4 mpy ttkiilonbség
pH 4.5 toluidinkék festés és K-ferricianid-K-jodid keverékével végzett precipi-
tacié utan 25—30 myu-ra fokozhaté, ami a polarizaciés optikai vizsgalatok
érzékenységét nagyfokban megnéveli. Mint az az 5. abran megfigyelhetd,
keresztezett polarizatorok kozott a citomembranok mellett a bazalis membra-
nok is erds kettgstoréssel tinnek fel. A lipoidok alkoholos kioldassal tortént
eltavolitasa ezt a kettdstorést majdnem teljesen eltiinteti, mig a festékkotés
valtozatlan marad, ami arra utal, hogy a lipoidok a toluidinkék festékmoleku-
lak orientaciéjaban jatszanak szerepet.

2. Kdros bazdlis membrdnok topo-optikai reakcioi

A bazalis membran kéros elvaltozasai altalaban a membran kiszélesedé-
sével jarnak egyiitt. Ennek legegyszeriibb formaja a bazalis membran duzza-
dasa, mely kisérletesen kémiai (THIELE és mtsai 1969) vagy enzimatikus
(Amon és GEYER 1963) uton valthaté ki. Hasonlé jelenség figyelhetd meg a
sejtek anoxias karositasat kovet8en is, amikor vesében és glomerulusok koriili
Bowman-tok bazalis membranja (6. abra) hosszabb szakaszon kiszélesedett,
és allomanya lemezesen fellazult.

a) Lemezes szerkezetdi bazalis membran-megvastagodas leggyakrabban
sejtpusztulast kovetd regeneracié soran alakul ki (ATkins és Krause 1971,
SABA és mtsai 1972, VrRacko és BENDITT 1972).

Kisérletes kriptorhizmust kovetd sejtregeneracié soran korai fazisban az
egyes bazalis membréanrétegek elektronmikroszképosan jol elkiilonithetdk (7.
abra). A bazilis membranrétegek kozott sejttormelék és szemesés alapallo-
mény helyezkedik el. Az abran a bazalis membrant termeld sejt aktivitasa jol
megfigyelhetd. SzembetlinGek a sejtmembranhoz tapadé vakuolumok, melyek
a bazalis membran elanyagot tartalmazzak és féldezmoszémaszerii képleteket
alkotva iiritik tartalmukat az extracellularis térbe.

To6bb szerz6 vizsgalatai szerint a vakuolumok rendezettsége és a sejt-
membran felszini toltésviszonyai iranyitjak az itt kivéalaszt6dé fehérjetermé-
szetli anyagokat és ezen tényezdk fiiggvénye az Gjdonképzdds bazalis membran
micellaris szerkezete is (BRANsON 1968, BLUMCKE és mtsai 1969, FLICKINGER
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1970, BrRiccAMAN és mtsai 1971). Ezen adatok ismeretében juthatunk el a
sejtorganizacioé egyik alapproblémajinak, a sejt — sejtmembran — external
coat — bazalis membran funkcionilis egységének felismeréséhez (BENNETT
1963,0141 1968). Vese tubulusok kériil is gyakran talalhatok réteges szerkezeti
bazalis membran megvastagodasok (8. abra), melyek perjédsav-szulfatalast
kovetd tripszin emésztéssel kiemészthetdk, helyiikon sejttormeléknek megfelels
szemcsés anyag marad vissza.

b) Homogén bazalis membran-megvastagodas a sejtek anyagesere-zava-
rainél, leggyakrabban diabetes mellitus eseteiben képz8dik (Misra és BER-
MANN 1968, BEISSWENGER és Spiro 1970, RoBERT 1971, Kiro és mtsai 1972).
A koros elvaltozas oka feltehet8en a magas szoveti glikk6z szint miatt fokozott
glikoziltranszferaz aktivitas, mely nagyobb mennyiségli és magasabb cukor-
tartalmi bazalis membran képzdéséhez vezet (SPIro és SPIrRO 1971).

Diabetes mellitus eseteiben a Henle-kacsok koriili bazalis membran-meg-
vastagodas specialis gobos formaja figyelhet meg (DEAK 1976). Tripszin els-
emésztés és ABT reakeié utan (9. abra) j6l lathaté, hogy a kéros teriiletekben
a bazalis membranok részben gobos megvastagodast mutatnak, részben tiiske-
szerd nyulvanyokat bocsatanak a kérnyezd intersticium felé. A gécos megvas-
tagodasok kozott viszont teljesen normalis vastagsagi bazalis membranrész-
letek helyezkednek el. Tripszin el§emésztés az ABT reakciét zavaré, nem speci-
fikus fehérjekomponensek eltavolitasa révén a toluidinkék kotés szelektivita-
sat, és a megkotott festékmolekuldk rendezettségét nagymeértékben javitotta,
igy keresztezett polarizatorok kozott mind az ép, mind a kéros teriiletek inten-
ziv kett8storést mutatnak, bar a polarizaciés szinekben eltérés talalhato.

Az ép bazalis membranok és a kéros bazalis membranok keskeny sza-
kaszai ABT reakcié utan intenziv zold polarizaciés szinben tiinnek fel, mely
a festékmolekulak nagyfokd rendezettségét és jol orientalt micellaris struk-
tarat jelez. A kéros megvastagodott teriiletek viszont voros polarizaciés szin-
ben jelennek meg, ami a micellaris rendezettség nagyfoki csokkenését jelzi.

Ezen teriilethdl késziilt elektronmikroszkopos képen is megfigyelhetd (10.
abra) a Henle-kacsok koriili bazalis membran gécos kiszélesedése, melynek
szerkezete megegyezik a szomszédos ép teriiletekével. Feltiing, hogy e meg-
vastagodott teriiletek szomszédsagaban gyakran taldlhaték kapillaris atmet-
szetek.

Diabetes mellitushoz tarsulhat a harantesikolt izomrostok kapillarisai
koriil szegmentalis jellegli bazalis membran-megvastagodas (KirLo és mtsai
1972), a szegmentalis jelleg oka azonban nem ismert. Vesében a Henle-kacsok
koriili gécos jellegli bazalis membran-megvastagodast LENDRUM és mtsai
(1972) irtak le, és fibrin inkorporacié kovetkezményének tartottik.

Elektronmikroszképos és topo-optikai reakciokkal végzett vizsgalataink
szerint azonban a gécos megvastagodasok egyértelmiien bazilis membran
természetiinek bizonyultak. Az elektronmikroszképosan kimutatott homogén
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jelleg a diabeteges anyagceserezavar szerepére utal, az eddigismerttényezik azon-
ban nem magyarazzak a gécos megjelenési format, mely sejthatarokkal nincs
osszefiiggéshen. A vesehdmsejtek koriili bazalis membranokon fiziolégiasan is
megfigyelhetdk a lumen felé benyulé trabekulak, melyek feltehetden feliilet-
noveld szerepet toltenek be (WAucH és mtsai 1967). Ezek megvastagodasa
okozhatna hasonlé képet, 6nmagéaban azonban nem elegendd a nodularis jelleg
magyarazatara. Ezért tulajdonitottunk nagy jelent8séget annak a megfigye-
lésnek, hogy a gécok kiornyezetében igen gyakran kapillaris atmetszetek talal-
hatok. A kapillarisok kézelében felteheten fokozott glitk6z koncentricié képes
lehet a hamsejtek bazalis membréan termelésének megvaltoztatasara.

A bazilis membranok koéros atalakuldsanak legfontosabb morfolégiai
jelei: az ABT bazofilia fokozédasa (11. 4bra) az emelkedett szénhidrattarta-
lomnak megfelelden, az Gjdonképz&dott anyag bazalis membran természetének
igazolasa perjédsav-szulfatalas-tripszin emésztéssel, mely szelektive a kolla-
gén tipusi fehérjéket emészti ki, mig a fibrin, amiloid és az erekben talalhaté
hialin valtozatlan marad (8. abra), és végiil a micellaris rendezettség csokkené-
sét jelzd voros polarizaciés szinek megjelenése (11. abra).

A voros polarizaciés szin részben a micellaris rendezettség csokkenése,
részben a festékkotés emelkedése miatt megnovekedett izotrop feliilfestés
kovetkezménye. A festékmennyiség novekedése ugyanis a spektrum zold tar-
tomanyaban a toluidinkék metakromazias elnyelési maximumanak megfele-
I6en erds elnyelést okoz, ami az analizdtoron atjuté fény zold komponensét
lecsokkenti, és a csokkent kett8storéssel egyiitt a polarizaciés szinek voros
felé valé eltolédasat hozza létre.

Ez a jelenség a szerkezet megvaltozasanak igen érzékeny indikatora,
és a kezd6d8 bazalis membran karosodast mar akkor jelzi, amikor bazalis
membran-megvastagodas még ki sem mutathato.

Osszefoglalasul megallapithatjuk, hogy topo-optikai reakciokkal a baza-
lis membranokat felépitd komponensek (fehérje, szénhidrat, lipoid) rendezett-
sége polarizaciés mikroszképos médszerekkel j6l meghatarozhaté. Az alkalma-
zott topo-optikai reakciékkal az egyes bazalis membran tipusok kozott kiilonb-
ség mutathaté ki: a glomerularis bazalis membréanok csokkent optikai aktivi-
tasa alapjan lazabb micellaris szerkezetiik feltételezhetd.

Koéros esetekben a bazilis membranok megvastagodnak, fokozott sejt-
pusztulas és regeneracié esetén az Gjdonképzdds rétegek lemezes szerkezetet
adnak, mig fokozott sejttevékenység (diabetes mellitus) homogén jellegii bazélis
membran-megvastagodast idéz el6 a Henle-kacsok koriil jellegzetesen gécos
megjelenési formaval. Mindkét esetben ABT reakeiéval fokozott bazofilia és
voros polarizaciés szinek mutatkoznak, ami magasabb cukortartalomra és
lazabb micellaris szerkezetre utal. Perjédsav-szulfatalas-tripszin emésztéssel a
kéros teriiletek emészthet6k valtozatlan bazalis membran természetiilknek

megfeleléne.
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