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Bevezetés

Az intracellularis emésztés, a fagocitalt taplalék lebontasa és hasznosi-
tasa a sejtek anyageseréjének egyik igen érdekes kérdése. Az idevago problé-
méik tanulméanyozasara jo objektumok a nagyméretii amébafajok (Amoeba
proteus, Chaos chaos stb.), amelyek lehetévé teszik tobb kérdés morfolégiai
és citokémiai vizsgalatat is. Az emlitett fajok citolégidjaval [1, 8], citokémia-
javal [2, 4, 8], a taplalékfelvétel és emésztés kérdéseivel [1, 5, 6, 7] mar sokan
foglalkoztak. Tudomasunk szerint azonban modern citokémiai médszerekkel
még nem probaltak kovetni a felvett taplalékban levé anyagok sorsat. MAsT
[5] neutralis zsirokat tartalmazé taplalék etetése utdn niluskékszulfattal
szabad zsirsavakat mutatott ki az emészté6vakuolumban, amibdl a zsirok
emésztésére kovetkeztetett. PApPAs [8] FEULGEN-reakcié segitségével meg-
figyelte, hogy DNS id&sebb emésztGvakuolumokban levd, erésen emésztett
taplalékban is kimutathaté. A jelenséghez azonban nem fiizétt tovabbi magya-
razatot. Jelen munkénkban vizsgalataink elsé szakaszarél szamolunk be,
amelynek sordn elsdsorban a fehérjék, nukleinsavak és poliszachariddk kimu-
tatasara torekedtiink.

Anyag és moédszer

Vizsgélati objektumunk a kénnyen tenyészthetd és nagyméretii Amoeba
proteus* volt. Az allatokat iiveg leparlécsészékben igen hig, mindéssze 1,2
mg9, asvanyi anyagot tartalmazé oldatban (PrEscorr-oldat) tartottuk és
19, pepton-oldatban tenyésztett Tetrahymena pyriformisszal etettiik [9].

A vizsgilatra szant amdbakat 24—48 6raig tiszta PRrEscorT-oldatban
éheztettiik. A Petri-csészébe helyezett egyedekhez sok Tetrahymendt adtunk.
30 perc milva a fel nem vett taplalékszervezeteket ismételt folyadékeserével
eltavolitottuk a csészébdl. Az etetés utan 12 6ran keresztiil 6ranként, majd
tovabbi 12 éran keresztiil 2 6ranként rogzitettiik az allatokat formol-alkohol-
ban (1 :9). Mas kisérletekben é16 egyedeket vizsgaltunk.

* Az Amoeba proteus torzseket J. F. DANIELLI professzortdl (London) és H. HoLTER

doktortél (Koppenhiga), a Tetrahymena pyriformis LG torzset O. JIROVEC professzortél
{Praga) kaptuk. A vizsgélati anyag szives dtengedéséért eziton is koszonetet mondunk.

6 Biolégiai Csop. Kézl. IIT/1.
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A rbgzitett anyagot yrészben totalkészitményekben (celloidinesapda
médszer [8]), részben paraffinmetszetekben vizsgaltuk. A citolégiai kép
tanulményozasira hematoxilin-eozin festést végeztiink. A nukleinsavakat
FeuLcEN-reakcioval (DNS) és metilzold-pyronin festéssel (DNS és RNS),
a fehérjéket a DaniELLI-féle diazoniumreakciéval, a poliszacharidakat per-
jodsav-ScHIFF reakciéval mutattuk ki. Egyes esetekben még Giemsa-oldattal
is festettiink és elvégeztiik az alkalikus és savas foszfataze reakciét. Az utébbiak
azonban nem adtak értékelhet eredményeket.

A kozolt mikrofelvételeken minden bemutatott eljarassal harom jellemzé
id6pontban késziilt metszet képét mutatjuk. Az elsd idSpontban, az etetés
utan 30 perccel a bekebelezési vakuolumot lathatjuk. A taplalékszervezet
ilyenkor még él vagy csak nemrégen pusztult el, és ellen6rzé citokémiai meg-
figyeléseink tanivisiga szerint a vizsgalt citokémiai jellegek tekintetében nem
kiilonbozik az ép egyedektdl. A bekebelezési vakuolumban levé egye-
deket tehat nyugodtan azonosithatjuk a kiinduléstddiummal. A masodik
id6épont, a 6. 6ra az emésztGvakuolumot mutatja mikodése teljében, a 20.
oraban viszont tébbnyire mar csak defekaciés vakuolumokat talalunk az allat
testében. '

Eredmények és megvitatasuk

A nem etetett:‘féllatok citokémiajanak és citolégidjanak ismeretéhez
sajat vizsgalataink alig adtak djat. Idevagé megfigyeléseinkrél csupan a
tovabbi targyalas megkonnyitésére emlékeziink meg roviden.

Az allat testét hematoxilinnal feltinden fest6d§ vékony pellikula boritja.
Ez a képlet PAS-reakciéval vékony, de erds reakciét adé vonal alakjaban tinik
fel. A pozitiv reakcié okai Pappas [8] szerint mukopoliszacharidak. A cito-
plazma szemcsés, halézatos szerkezetii (a struktira kialakulasdhoz valészind-
leg a mikrotechnikai kezelés is hozzajarul), erfs fehérjereakeciét, RNS-tar-
talma kévetkeztében [2] gyenge pyroninofilidt mutat és — valészintleg
glikogéntartalma miatt [2] — gyengén PAS-pozitiv. Az ovalis mag hartya-
jahoz nagyszamid magvacska fekszik. A mag kozepén erlsen zsugorodott
karyosoma foglal helyet. A mag kiilonb6z6 elemei erds fehérjereakciot adnak, a
magvacskak erésen pyroninofilek. A karyosoma metilzolddel és FEULGEN-
reakciéval igen halvanyan fest6dik, ami kicsiny DNS-tartalmaval magyaraz-
haté [4].

Az allat taplalékfelvétele és az emésztés az él6 egyedek megfigyelése
alapjan a kovetkezfképpen jatszédik le. Az allat a taplalékat allabaival oly-
moédon veszi koriil, hogy a bekebelezett egyed kériil egy nagy (a felvett tap-
lalékszervezet méreteit 2—5-szorosen meghaladé) tn. bekebelezési vagy
ingestaciés vakuolum jon létre. Tetrahymendval etetett amébak vakuolumaiban
egy, ritkdbban két egyedet talalunk. A taplalékszervezetek a vakuolumok-



1—3. Gbra. Tetrahymena pyriformisszal etetett Amoeba proteus etetés utdn 30 pevecel
(1. dbra), 6 érdval (2. dbra) és 20 draval (3. dbra). A nyilak metszéspontjin a taplilék
metilzolddel még fest6ds makronukleusa. Paraffinbedgyazis, metilzold-pyronin festés
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4—9. dbra. Tetrahymena pyriformisszal etetett Amoeba proteus etetés utdn 30 perccel (4. és 7. dbra), 6 6rdval (5. és 8.

dbra) és 20 6raval (6. és 9. é&bra). Paraffinbedgyazds, DANIELLI-féle fehérjereakcié (4—6. édbra), PAS-reakcié6 (7—9. ébra)

7. 4bra. a — vakuolum PAS-pozitiv fala, b — tédplalék ¢ sejtfal, 8. dbra. a — kevéssé, b — igen erfsen emésztett tdpldlék. %
9. dbra. a — igen erésen emésztett taplalék
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ban még 15—25 percig életben vannak, igen élénken mozognak, liktet§ vakuo-
lumuk mikédése is j6l megfigyelhets. A bekebelezési vakuolum a taplalékkal
egyiitt koriilzart vizet atadja a protoplazménak, fokozatosan osszehizédik
és végill emésztévakuolumma alakulva szorosan koriilveszi a mar elpusz-
tult taplalékot. Az él6 objektumok vizsgalatakor is megfigyelhetd, hogy az
emésztdvakuolum fala a bekebelezési vakuolum falanal gyengébben lathaté.
Az emésztévakuolum, feltételezhet8en a plazma aktiv kontrakciéja kovet-
keztében tobb izben beftizédik és kisebb, altalaban egyenld nagysaga leany-
vakuolumokra darabolédik. Irodalmi adatok szerint az emésztévakuolumok
az aktivan aramlé test hatsé végén foglalnak helyet. Sajat megfigyeléseink is
azt mutattak, hogy a vakuolumok altaldban hatul foglalnak helyet, azonban
igen gyakran lattuk, hogy azokat a plazmaaramlis a rendszerint kézépen
fekvé mag elé, s6t az elol Gjonnan képz6ds allabak tovébe is elsodorta. A
kezdetben durvan szemcsézettnek tiing taplalék szemeséi fokozatosan finomab-
bak lesznek. Az emésztévakuolum az emésztés befejeztével ismét kitagul,
defekaciés vakuolumma alakul, a pellikulahoz fekszik és megnyilva emésztet-
len tartalmat kiloki.

Az emésztés lefolyasanak pontos iddrendjét eddigi megfigyeléseink alap-
jan még nem tudtuk o6sszeallitani, annyit azonban maris megallapithatunk,
hogy esetiinkben 18—20° hmérsékleten a taplalékfelvétel, emésztés és salak-
leadas a felvett taplalék mennyiségétdl és a kialakult vakuolumok szamatél
fiiggden 15—24 6ra alatt lejatszédik.

A nukleinsavak kimutatasira szolgalé FEULGEN-reakcié és a metilzold-
pyronin festés eredményei szerint a taplalékul szolgalé T'. pyriformis makro-
nukleusa DNS-ben és RNS-ben, citoplazméaja RNS-ben igen gazdag (1. abra).
Az RNS szemcsés allapotban van jelen, késébb homogén fest6dést mutat
(2. abra). Az RNS az emésztés végén a taplalékbol rendszerint teljesen eltiinik
és a vakuolumban csak nem fest6dd maradék taldlhaté. DNS jelenlétére
utalé metilzold fest6dést azonban gyakran talalunk a defekaciés vakuolumok-
ban is (3. abra). FEuLGEN-reakciéval kezelt metszeteink is hasonlé képet
mutatnak. PApras is megfigyelte FEULGEN-pozitiv rogok jelenlétét az emésztés
kés6i stadiumaiban [8]. Feltételezésiink szerint az amdba, amelynek magja
csak kevés DNS-t tartalmaz, valdszintlileg nem képes a taplalék nagy mennyi-
ségli DNS-ét maradéktalanul lebontani. Ezt a morfolégiai képen alapulé
elképzelésiinket természetesen mas médszerekkel kell majd eldonteni.

A bekebelezett és még él6 allapotban rogzitett taplalékszervezetek
szemesés fehérjereakciot mutatnak (4. abra). Ez a struktaraltsag az emésztés
folyaméan teljesen elttinik és az emészt§vakuolum tartalma homogén lesz
(5. abra). A defekaciéos vakuolumban levd, kilokésre keriil§ részecskék is so-
tétre festédnek (6. abra). Reakciét nem adé részecskéket a legidésebb vakuo-
lumokban is csak ritkan talaltunk. Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a
felvett fehérjék részben emésztetleniil tavoznak.
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A poliszachariddkat kimutat6 PAS-reakcié az emésztetlen taplalékban
szemecsés jellegii (7. abra), majd hamarosan homogénné valik (8. abra), gyorsan
halvanyodik (9. abra) és az emésztés végére altalaban eltlinik. A T. pyriformis
nagy mennyiségi glikogént tartalmaz ésigy a megfigyelt jelenség valészintleg
a glikogén lebontasanak felel meg.

Morfolégiai és citokémiai vizsgalatok alapjan biokémiai kovetkezteté-
seket nehéz levonni. Fenti eredményeinket egyelére még korai lenne az A.
proteus eddig megismert emésztéfermentumaival [2] kapcsolatba hoznunk.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mig a két kutatasi irdny 6sszekapesola-
sara mod nyilik.

A bekebelezési vakuolum fala fehérjereakciéval vékony vonal alakjaban
mutathaté ki (4. abra), PAS-reakcioval erésen festddik (7. abra), éppidgy, mint
a pellikula. Ez a tény a két struktira genetikus kapcsolataval kénnyen magya-
razhato, hiszen a vakuolum fala tulajdonképpen a sejt belsejébe tiiremkedett
sejtfelszin. Az emésztés megindulasa utan a vakuolum falanak fehérjereakciéja
nem valtozik észrevehetden, PAS-reakciéja azonban erdsen csokken (8. abra).
A reakcié csokkenése, a gyengébb fénytorés in vivo arra mutatnak, hogy az
emésztés folyamataval kapcsolatban nemcsak a bekebelezett taplalékban,
hanem a vakuolum faldban és esetleg kornyékén is jelentds strukturalis és
kémiai valtozasok kiovetkeznek be. A bekebelezési és emésztévakuolum fala-
nak szerkezetében elektronmikroszképpal is sikeriilt kiilonbségeket kimutatni

[3]-

Osszefoglalas

Az Amoeba proteus emésztésének morfoldgiai és citokémiai tanulmanyo-
zasara éheztetett és etetett egyedeket vizsgaltunk in vivo és rogzitett készit-
ményeken. Az amébéakat Tetrahymena pyriformisszal etettiik. Az éhezd allatok
szolgaltak kontroll allatokként. A rogzitett készitményeken a nukleinsavakat
FeuLGEN-reakcioval és metilzold-pyronin festéssel, a fehérjéket a DANIELLI-
féle diazoniumreakciéval, a poliszacharidakat a perjodsav-ScHIFF reakciéval
mutattuk ki. A bekebelezési vakuolum fala ugyanolyan felting, mint a pelli-
kula és erds PAS-reakciot ad. Az emészt§vakuolum fala viszont alig lathaté
és majdnem PAS-negativ. Ezek a tények arra mutatnak, hogy a vakuolum
falaban az emésztés megindulasakor mélyrehaté valtozasok kévetkeznek be.
A bekebelezett taplalék fokozatosan felaprézédik. A ribonukleinsav, a fehérjék
és poliszacharidak kezdetben szemcsés reakeiot adnak, amely késébb homogénné
valik. A citokémiai reakciék arra engednek kovetkeztetni, hogy az améba
felhasznalja a taplalékszervezetek teljes ribonukleinsav és poliszacharida
tartalmat. A dezoxiribonukleinsav és a proteinek csak részben emésztédnek
meg és egy részik kiiiril.
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