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Observations of Autophagosomes in the Epithelial Cells of a Rat Kidney Proximal
Tubules

Wedtug Ericssona, Trumpa i Weibla (2) w komérkach kanalikbw pro-
ksymalnych nerki kwasna fosfataza wystepuje m.in., w dwu typach wiretowych:
cytosegresomach i cytosomach. R6znig sie one pod wzgledem morfologicznym. Cy-
tosegresomy (wakuole autofagowe, autofagosomy) otoczone sj pojedyncza, a nie-
kiedy podwéjng biong i zawieraja w swym wnetrzu rozpoznawalne struktury cy-
toplazmatyczne, jak mitochondria czy siatke §rédplazmatyczna. Zawarte w cytose-
gresomach struktury czesto wykazuja zmiany degeneracyjne, a ciala te wydaja sie
byé przestrzeniami cytoplazmy przeznaczonymi do wewngtrzkomérkowego trawie-
nia. Cytosomy (lizosomy wtérne) sg zawsze otoczone blong pojedynczg. Posiadaja
r6zng wielko§é i bardzo zroznicowang zawarto§é. W ich wnetrzu mozna zauwazyé
zwykle gesty material bloniasty lub widknisty, geste elektronowo ziarna, czastki o
wygladzie ferrytyny, figury mielinowe, pecherzyki, a niekiedy material krystaliczny.

Jest rzecza stwierdzona, ze cytosomy moga powstawaé z cytosegresoméw, co
jednak nie znaczy, ze te ostatnie sg jedynym Zrédlem w procesie tworzenia si¢ cy-
tosomo6éw. Natomiast w powstawaniu cytosegresomoé6w przypisywano udzial aparatowi
Golgiego, blonie komérkowej oraz gladkiej siatce §rodplazmatycznej. Celem naszej
pracy bylo przeanalizowanie ultrastruktury i cytochemii obu rodzajéw tych struk-
tur w komoérkach kanalikéw proksymalnych nerki szczura w warunkach do§wiad-
czalnych, ze szczegbélnym uwzglednieniem obrazéw, ktére mogly rzucié §wiatlo na
proces formowania sie cytosegresoméow.

MATERIAL I METODYKA

WeczesSniejsze nasze obserwacje (4) wykazaly, ze zatrucie insektycydem Sevin
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(n-metylokarbaminian-naftolu) powoduje m.in. wzrost liczby cial wtretowych w
komoérkach nablonkowych kanalikow proksymalnych nerki szczura. Preparat ten
zastosowano rowniez w obecnym doswiadczeniu, gdyz wieksza liczba tych ciat stwa-
rzala lepsze warunki zaobserwowania stadiow ich powstawania. Badania przepro-
wadzono na szczurach bialych, samcach, o ciezarze ciata 170—180 g., ktérym po-
dawano dozol!adkowo Sevin w postaci emulsji 1 raz dziennie w ilo§ci 10 mg’kg
przez okres 3 miesiecy. Wycinki nerek (prawych) pobierano w nastepnym dniu po
zakonczeniu podawania preparatu. Material do badan ultrastrukturalnych przygo-
towywano w typowy sposob dla techniki mikroskopowo-elektronowej, utrwalajgc
go w aldehydzie glutarowym i czterotlenku osmu i zatapiajac w Eponie. Badania
morfologiczne uzupelniono cytochemicznymi, wykonujgc odezyn na kwaéng fosfataze
(wg Gomoriego) wystepujgcg zaréwno w cytosegresomach, jak i cytosomach. Pre-
paraty ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS 613.

BADANIA WEASNE

Na preparatach cytochemicznych w cytoplazmie komoérek kanalikow
proksymalnych stwierdzono duzg liczbe struktur zawierajacych produkt
reakcji. Najliczniej reprezentowana forma sposréd cial wykazujacych od-
czyn na kwasng fosfataze byly lizosomy (ryc. 1). Ale obecno$é odezynu
obserwowano tez w obrebie niektérych blon, zaliczanych przez nas do
ukladu gladkiej siatki $rédplazmatycznej. Produkt reakeji widoczny byt
miedzy dwoma réwnolegle utozonymi blonami, ktére posiadaly przebieg
prosty, lub zaginaly sie lukowato na jednym ze swych koncow (ryc. 2)
Lukowate zagiecia wyraznie sie poglebialy (ryc. 3), wykazujac tendencje
do lgczenia sie z przeciwnym koncem tej pary blon i tym samym zamy-
kania okres$lonej przestrzeni cytoplazmy (ryc. 3). Czesto w obrebie izolo-
wanej przestrzeni widoczne byly struktury wewnatrzkomérkowe (mito-
chondria) lub drobne ziarnistosci bedgce prawdopodobnie $ladami odezy-
nu na kwasng fosfataze.

Otoczone blong przestrzenie cytoplazmy w komérkach nabtonkowych
kanalikow proksymalnych nerki widoczne tez byly w wykonanych przez
nas preparatach morfologicznych, bez odczynu specyficznego dla kwas-
nej fosfatazy (ryc. 4). W ich obrebie stwierdzano niekiedy oprécz drobno-
ziarnistego materialu i pojedynczych rybosoméw obecnosé pecherzykow,
prawdopodobnie pinocytarnych pecherzykdéw apikalnych, charakterys-
tycznych dla tych komérek (V:). W innych pozostawal tylko drobnoziar-
nisty material i rybosomy (Vi), a w jeszcze innych — wnetrze ulegalo
dalszemu przejasnieniu, stajac sie bardziej ,,puste” elektronowo (V3).
Cze$¢ sposrod ostatnio wymienionych tworéw zawierala pojedyncze formy
wlbkniste lub zarysy struktur mielinowych (ryc. 5), tworzac morfologicz-
ne obrazy roznych stadiow lizosomoéw wtérnych. Po wykonaniu badan
cytochemicznych stwierdzono obecno$é produktu reakeji na kwasng fosfa-
taze we wszystkich tych rodzajach cial wtretowych (ryc. 6), co definityw-
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nie pozwala na okreslenie ich mianem autofagosoméw lub lizosoméw
wtornych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wprowadzone przez Ericssona i wsp. (1, 2) pojecie cytosomow i
cytosegresoméw wydaje sie by¢é w pelni uzasadnione. Autorzy definiuja
pod wzgledem morfologicznym rézne formy cial wtretowych, tak licznie
wystepujacych w komérkach nablonka kanalikow nerkowych, szczegélnie
ich odcinkéw proksymalnych. Odrebne zagadnienie stanowi proces for-
mowania sie tych struktur. Wiele przemawia za tym, ze cytosomy po-
wstaja z cytosegresoméw. Stwierdzane w cytosegresomach organelle ule-
gaja stopniowo degeneracji, powstaja liczne formy mielinowe, dochodzi
do dezorganizacji struktur bloniastych wlacznie z rozptywaniem sie bion.
Tak dochodzi do utworzenia elementéw posrednich pomiedzy cytosegre-
somami a cytosomami. Byly one stwierdzane przez licznych badaczy (2,
3). Widoczne na ryc. 4 formy cial wtretowych spotykane w naszym mate-
riale réwniez mogg przemawiaé za tg drogg powstawania cytosomdw,
chociaz nie sg one w pelni przekonywajgce. Prawdopodobnie nie wszystkie
cytosomy powstajg na tej drodze. Mozliwe jest powstawanie podobnych
struktur w procesie pinocytozy i fagocytozy (2), niezaleznie od istniejg-
cych cytosegresomoéw.

Nie zostal natomiast caltkowicie wyjasniony sposéb tworzenia cytose-
gresomow i nie mozna jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, jak docho-
dzi do wyizolowania z otoczenia pewnego obszaru cytoplazmy wraz ze
znajdujacymi sie tam organellami. Najwiecej zwolenniko6w posiada kon-
cepcja przypisujaca w tym procesie gléwnag role gladkim blonom $réd-
plazmatycznym. Potwierdzajg to rowniez wyniki naszych obserwacji. Sg-
dzimy, ze hlony gladkiej siatki §rodplazmatycznej sg tym elementem, kt6-
ry stopniowo zamyka pewien obszar cytoplazmy i w ten sposéb formutu-
je przyszly cytosegresom.

Cytosegresomy wykazujg obecno§¢ kwasnej fosfatazy. Dotychczas
przyjmuje sie dwa sposoby przechodzenia wymienionego enzymu lizoso-
malnego do tych struktur: 1) fosfataza kwasna jest obecna w ukladzie
blon juz w czasie powstawania cytosegresoméw i 2) enzymy hydrolitycz-
ne dostarczane sa do cytosegresoméw na drodze fuzji z lizosomami pier-
wotnymi (3). Przyjmujac ten drugi sposéb nalezy zalozyé¢, ze cytosegre-
somy reprezentujg ciala ,,prelizosomalne’, ktére w trakcie tworzenia sie
nie wykazujg obecno$ci enzymé4w. W naszych obserwacjach w czasie for-
mowania sie cytosegresomu produkt reakcji na kwasng fosfataze widocz-
ny byl nie tylko w ukladzie ER, ale prawdopodobnie takze w obrebie ota-
czanej cytoplazmy. W oparciu o powyzsze wydaje sie nam prawdopodob-
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ne, ze dla dostarczenia enzymoéw hydrolitycznych do cytosegresoméw nie
jest konieczna ich fuzja z lizosomami, co oczywiScie nie wyklucza mozli-
wosci takich polgczen. Nalezy jednak podkresli¢, ze obserwacje nasze pro-
wadzone byly w warunkach eksperymentalnych, gdzie podawany prepa-
rat powodowat wzrost liczby cial zawierajacych kwasng fosfataze.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryec. 1. Komérka nablonka kanalika proksymalnego nerki szczura. N — jadro, Ly —
lizosomy. Pow. ok. 25 000 X.

Ryec. 2. Komérka nablonka kanalika proksymalnego nerki szczura. Ly — lizosomy,
M — mitochondria, strzatki — odczyn w blonach gladkich. Pow. ok. 35000X.
Ryc. 3. Komérka nablonka kanalika proksymalnego nerki szczura. Ly — lizosomy,
M — mitochondria, strzatki — odczyn w blonach gtadkich. Pow. ok. 35000X.
Rye. 4. Komérka nablonka kanalika proksymalnego nerki szczura. M — mitochon-
dria, Mv — mikrokosmki, V,—V; — otoczone blong fragmenty cytoplazmy. Pow.
ok. 17 000 X.

Ryc. 5. Komérka nablonka kanalika proksymalnego nerki szezura. V,—Vg — ogra-

niczone blonami przestrzenie cytoplazmy z pojawiajacymi sie formami wiloknistymi
i zarysami struktur mielinowych. Pow. ok. 17 000X,

Ryc. 6. Komé6rka nablonka kanalika proksymalnego nerki szczura. Strzalki — pro-

dukt reakcji na kwaéng fosfataze w wakuolach autofagowych. Pow..ok. 25000X.

PE3KOME

C uenso ycuneHus npouecca o6pa3oBaHus BTOPHUHBIX NM3OCOMOB B Kne-
TKaxX 3NUTENMA NPOKCUMANBHBLIX KAHANbLER B TeuYeHWe 3 MecaUeB KpPbicam no-
Aasancs npenapat Sevin 8 go3e 10 mr/kr B cyTku. MNpouece popMmupoBaHus
ayvodaroumTapHslx CTPYKTYP MCCNEAOBANCS NPU NOMOWM NPOBEAEHUS UUTO-
XUMUUECKON peakumn Ha Kucnyro ocdatasy. YcTaHOBNEHO yyacTe rnagkux
membpaH B POPMUPOBAHUM STUX CTPYKTYP.

SUMMARY

For the purpose of intensifying the genesis of secondary lysosomes in
the epithelial cells of the proximal tubules of a kidney Sevin in a dose of
10 mg/kg was administered to rats for 3 months. While performing the
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cytochemical reaction to acid phosphatase the genesis process of outopha-
gosomes was analysed. The participation of the smooth endoplasmic reti-
culum was confirmed in the genesis of these structures.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Epithelial cell of the proximal tubule of rat kidney. N — nucleus, Ly —

lysosomes. Magnif. ca 25 000X,
Fig. 2. Epithelial cell of the proximal tubule of a rat kidney. Ly — lysosomes,

M -— mitochondria. Arrows — reaction in smooth endoplasmic reticulum. Magnif.
ca 35000X.

Fig. 3. Epithelial cell of the proximal tubule of a rat kidney. Ly -— lysosomes,
M — mitochondria. Arrows — reaction in smooth endoplasmic reticulum.

Fig. 4. Epithelial cell of the proximal tubule of a rat kidney. M — mitochondria,
Mv — micrivilli, V,—V3; — cytoplasm surrounded by membrane. Magnif. ca 17 000X.

Fig 5. Epithelial cell of the proximal tubule of a rat kidney. V,—V; — cytoplasm
surrounded by membrane with fibrylar and myelin structures. Magnif. ca 17 600 X.

Fig. 6. Epithelial cell of the proximal tubule of a rat kidney. Arrows — reaction
to acid phosphatase in autophagosomes. Magnif. ca 25 000 X.






