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Ma mar altalanosan elfogadott, hogy a legtébb hormontarolé mirigysejt
és szamos exokrin mirigysejt is exocitézis révén iiriti ki a granuldkban tarolt
szekrétumot. A szekrécios végtermék exocitézissal torténd kiiiritésének alap-
vetd feltétele az, hogy a szekrétum membrannal hatarolt szemesék forméajaban
tarolédjon a citoplazmaban. Nem véletlen, hogy a szteroid termel§ szovetek-
ben — ahol nincs jelentds hormontarolas az exocitézis jelensége sem figyelhetd
meg. Az exocitézis folyaman a membrannal hatarolt szubcellularis részecskék
(szekréciés granulumok) még kelléen nem tisztazott mechanizmus révén a
plazmamembranhoz tapadnak — a granulum membranja és a plazmamemb-
ran Gsszeolvad egymassal, majd az apikalisan — megnyil6 plazmamembranon
keresztiill — a szekrétum az extracellularis térbe jut. Az exocitézis jelenségét
igen alaposan tanulmanyoztak biokémiai, élettani és morfolégiai szempontbél
egyarant, ennek soran sok vitatott kérdés tisztazédott az azonban mindmaig
kérdéses, mi a sorsa a granulak membranjanak, amelyek az exocitézis folya-
mata alatt a plazmamembranba olvadtak bele. Az nyilvanvalé, hogy az ismét-
16d6 exocitézisok soran a sejthartyaba jelents mennyiségli granulum membran
épiil be. Az sem kétséges, hogy ez az anyagtobblet megvaltoztatja a plazma-
membran osszetételét, molekularis organizaciéjat, fiziko-kémiai sajatossagait
egyarant.

Felmerill a kérdés vajon az exocitézist kovetSen ujjaszervezddik-e
a plazmamembran, s haigen, milyen mechanizmus biztositja a rekonstrukeié
folyamatat? Morfolégiai vizsgalatok [2, 3, 4, 8] azt sugalltak, hogy a plazma-
membran exocitézist kovetd reorganizaciéja endocitézis révén megy végbe.
Az exocitézist kiséré endocitézis folyamatat eddig morfolégiai és citokémiai
médszerekkel, féleg patkany mellékvesében vizsgaltak, ott, ahol maga az
exocitézis morfolégiai képe is igen szegényes. Mivel az exocitézis legnagyobb
gyakorisaggal aranyhoresog mellékvese veldben figyelhetd meg [3, 4, 5]
indokoltnak lattuk, hogy az exocitézis—endocitézis folyamat osszekapesolt
voltat ezen allat egyedein vizsgaljuk meg. Ezen elgondolasbél kiindulva —
aranyhéresognek torma peroxidazt adtunk — és citokémiai reakcié segitségé-
vel ultrastrukturalis szinten kovettiik a mellékvese kromaffin sejtjeiben

a plazmamembran endocitotikus tevékenységét.
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Anyag és médszerek

Kisérleteinkben him és ndstény aranyhoresogot hasznaltunk. Az allatok
stilya 100—210 g volt. A torma peroxidaz adasa el6tt az allatokat 1 ml 3.5%-
os kloralhidrat — i.p. adésa révén altattuk el. A véna jugularis kipreparaléasa
utan i.v. 20 mg torma peroxidazt (Schwarz — New York) adtunk az allatoknak
0,5 ml fiz. séoldatban oldva. A kontroll allatok 0,5 ml élettani konyhasé
oldatot kaptak. A peroxidaz adasat kovetGen 30—60 és 120 perc miilva az
allatok mellkasat megnyitottuk, a sziv bal kamrajaba kaniilt vezettiink be,
a jobb fiilcsét egy metszéssel atvagtuk és az allatokat fiziolgids konyhaséval
perfundaltuk cc 2 percig, amig a vért kimostuk a vérpalyabél. Ezt kovetSen
a perfaziét 2,5%, glutdraldehid + 49, formalin tartalmu rogzitSkeverékkel
folytattuk 25 percig. A perfuziés fixalas befejezése utdn a mellékveséket ki-
emeltiik, zsilettel kettévagtuk és a fenti fixaléban tovabbi 1 oraig rogzitettiik,
jégszekrényben 4 °C-on. A citokémiai vizsgélat céljara szolgalé 70—100 ym-es
metszeteket Smith—Farquhar szovetszeletelgn készitettiik. A fixalé kimosasa-
ra a metszeteket hideg (-+4 °C) 0,05 M-os Trisz-HCI pufferbe helyeztiik (pH
7,65) 1 6ra idétartamra. A torma peroxidéaz citokémiai kimutatidsara GRAHAM-
KARNOVSzZKY médszerét [7] alkalmaztuk. Az inkubalds utdn a metszeteket
5 percig mostuk 0,05 M-os Trisz-HCI pufferben, majd OsO,-ben tovabbi 1
oraig rogzitettiik. Az alkoholos és propilénoxidos viztelenités utan a mintakat
Durcupan ACM-be agyaztuk be. Az ultravékony metszeteket uranilacetat
telitett vizes oldataval és é6lomcitrattal kontrasztoztuk. A felvételek JEM-
100 B és TESLA-413-as elektronmikroszképon késziiltek.

Eredmények

30 perccel a torma peroxidaz adasat kovetSen, viszonylag kevés reakcio-
végterméket észleltiink a mirigysejtekben, ezért abraink fgleg az 1-, ill. 2-6ras
id6ponthél szarmaznak.

A peroxidaz helyét és mennyiségét jelzd elektrondenz reakciévégtermék
a kapillarisok melletti intercellularis térben volt a legszembetiingbb (2. abra).
Jelent6s mennyiségli végterméket észleltiink a mirigysejtek lateralis sejt-
hartyai kozotti intercellularis térben (1., 4., 5., 8. abra) is. Kis er&sségili nagyi-
tas esetén lathaté, hogy a peroxidaz a sejtek citoplazmajaban mindeniitt
megfigyelhetd, a sejthartyatél tavol, kézvetlen a sejtmag szomszédsagaban is
(1. abra). A peroxidaz felvétel a sejt felszinén barhol végbemehet; legnagyobb
gyakorisdggal azonban a kapillarisok melletti apikalis sejtfelszinen figyelhetd
meg (2. abra). Az apikalis sejthartyan (2. abra) gyakoriak amélyrehaté memb-
ran betiiremkedések és tiiskésszéli vezikulak, amelyekben jelent§s mennyi-
ségl reakcié végtermék foglal helyet. Peroxidaz tartalmi, tiiskésszéli vezi-
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kulak a citoplazma mélyebb teriiletein (2., 6. abra) és a laterdlis plazma-
membran mentén is megfigyelheték (4., 5. abra).

A sejthartya mentén néha sima felszinl vezikuldkban [7, 8] és nagy
vakuolakban is lehet latni jelent§s mennyiségi elektrondenz reakciévégter-
méket (1., 3., 5. abra).

A peroxidaz-felhalmozas legnagyobb gyakorisaggal éslegnagyobb mennyi-
ségben a multivezikularis testekben észlelhets. Reakciévégtermékkel teli
multivezikuléris testek a plazmamembran szomszédsagaban (6., 7., 8. abra),
a sejtmag mellett (1., 6., 8. abra) és a Golgi-apparatus teriiletén egyarant
megtalalhaték (1. abra). A multivezikularis testekben néha az egyedi vezi-
kuldk is j6l kivehet8k (6., 7., 8. abra). A multivezikularis testek kozvetlen
szomszédsagaban sima felszin(, vagy tiiskés felszinli vezikulak lathaték [6, 7]
jelents szamban. A Golgi-zéna teriiletén a szakkulusokban nem észleltiik
a peroxidaz jelenlétét, egyes kis vezikulakban (9. dbra) és multivezikularis
testekben azonban megfigyelhetd volt az elektrondenz reakciévégtermék.
Egyéb sejtorganellumokban — mint a sejtmag, kromaffin granulak — mito-
kondriumok, durva felszinli endoplazmas retikulum — nem észleltiik a per-
oxidaz jelenlétét, egyetlen inkubéciés idGtartam alatt sem.

Az eredmények megbeszélése

A mellékvese vel§ endocitotikus tevékenységét els6ként HorrzmMAN és
Dominitz vizsgaltak [9] patkdnyokon, torma peroxidaz adasat kovetden.
Szerzék megallapitottak, hogy a peroxidaz, vezikulakba, tubulusokba és
,,csésze-szerli”” testekbe vevGdik fel, mely utébbiak multivezikularis testecskék-
ké transzformalédnak. E munkéjukban szerz6k nem hoztak kapcesolatba
a mellékvese vel6 endocitotikus tevékenységét a mirigy exocitotikus tevékeny-
ségével, minthogy utébbi ez id§ tajt még nem volt egyértelmlien elismert.
A szekrécié és endocitézis kapcesolatait ABRAHAMS és Horrzman 1973-ban
vizsgaltak meg [1] inzulinkezelést kovetSen. Bar az exocitézisra vonatkozé
megfigyeléseik nem meggy6z6ek — ebben az 4j kisérletben is egyértelmiien
bizonyitast nyert, hogy a peroxidaz felvétel inzulinkezelést kovetGen igen
kifejezett. A peroxidaz tartalmid struktirak egy része lizoszéoma, mas része
— a felvételt kovet§en fuzional a lizosz6makkal s ennek eredményeként a fel-
vett exogén fehérje endocitézis révén megemésztddik. Ezen eredmények birto-
kéban szerzdk feltételezik, hogy a kromaffin granulak hatarolé membranja
— hasonlé mechanizmus segitségével elemésztddik a hormon felszabadulasat
kovetden. Az exocitézis—endocitézis Osszekapesolt voltara mar elég régen,
elég sokan gondoltak. Igy Parape [10] 1959-ben felvetette, hogy a kiiiriilt
zimogén granuldk intakt membréanrészletei felhasznalédhatnak j szekréciés
granulak képzddése folyaman, FAWCET [6] viszont ezzel szemben azt allitotta,
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hogy a granuldk membranja a szekréciés anyag kiiiriilése utan degradalédik.
A mellékvese vel§ vonatkozasaban els6ként DINER [4] figyelte meg, hogy az
exocitézis soran kialakult omega alaki membranképzédményeken tiiskésszéli
vezikulak fejlddnek ki. Elektronmikroszképos vizsgalatok [2, 3] alapjan mi
is felvetettiik, hogy ezek a tiskésszélii vezikulak szerepet jatszhatnak az
exocitézis soran a plazma membrianba beépiil§ granulum membranok sejt-
testbhe torténd visszaszallitasaban és lizosz6mak altali elemésztésében. A tiiskés-
széli vezikulak thorotrast felvételét DoucrLas és munkatarsai [5] igazolni
tudtak mind a hipofizisben, mind a mellékvese velhen. Id6kozben ABRAHAMS
és Hovrzman [1] is publikalta adatait patkany mellékvese vel6 peroxidaz
felvételére vonatkozéan — igy csupan az aranyhoresog mellékvese endocito-
tikus tevékenysége maradt tovabbra is tisztazatlan. Minthogy az aranyhéoresog
mellékvese veld az exocitézis vizsgalatok klasszikus objektumava valt, alapvetd
fontossaginak véltik annak megvizsgalasat, miként viselkednek a kromaffin
sejtek egy exogén fehérje bevitelét kovetGen. Amint azt az eredményekben
részletesen leirtuk, megallapithaté volt, hogy tiiskésszélli vezikuldk, sima fel-
szind vezikuldk egyarant képesek felvenni és tarolni az exogén peroxidazt.
Egy-egy kromaffin setjben néha igen magas volt a peroxidazzal teli sejtorganel-
lumok szdma, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mirigysejtek endocitotikus
kapacitasa igen nagy. A peroxidaz tartalmu struktirak eloszlasat vizsgalva
azt lattuk, hogy nemecsak a plazmamembran mentén, hanem a Golgi-areaban,
és a sejtmag kozelségében egyarant jelent8s szdmid peroxidaz tartalmia sejt-
organellum van, s ez arra utal, hogy a peroxidaz transzport a kromaffin sej-
tekben igen erdteljes. Az a tény viszont, hogy 2 éraval a peroxid adasa utan
a legtobb reakciévégterméket a multivezikularis testekben lattuk, amellett
sz6l, hogy az exogén fehérje végs6 sorsa; lizoszomalis enzimekkel torténd
elemésztés.

Vizsgalatunk eredménye teljesen megegyezik ABRAHAMS és DoMINITZ
patkinyon tett megallapitasaival [1], s ennek alapjan az a kivetkeztetés
tehetd, hogy a patkany és aranyhoresog mellékvese kromaffin setjeinek endo-
citotikus tevékenysége lényegében megegyezd annak ellenére is, hogy az exoci-
tozis morfolégiai képében vannak jelentds kiillonbségek.
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