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I. BEVEZETES

A foszfatdzok felfedezése SUZUKI, YOSHIMA és
TAKAHISHI /1907/ nevéhez fiizédik, akiknek sieriilt
a rizskorpéban kimutatni egy fermentet, amely a fi-
tinb6l foszforsavat hasit le. Ugyanilyen foszfét-
észtert hidrolizdlé enzimet taldlt 4llati szdvetek-
ben McCOLLUM és HART /1908/. Kés6bb ROBISON /1923/
megédllapitotta, hogy a csontszovet is tértalmaz
foszfatézt. Allitésdnak alapja a kdvetkezS egyszeri
kisérlet volt: fiatal patkéany csontjait belehelyezte
béarium hexéz monofoszfétot tartalmazé oldatba, és
néhény 6ra mulva bariumfoszfat csapadék képzbdése
volt észlelhetd, bizonyitva, hogy a csontszdvetben
egy, a foszfatészter hidrolizisét katalizdlé ferment
talédlhaté.

A foszfatézoknak a kiilonbozé édllati szivetek-
ben valé kimutatésa utédn - amelyek soréan csak azt
tudtdk meg, hogy az illetd szovet tartalmaz-e vagy
nem foszfatézt, arra viszont, hogy a szdvetek mely

sejtféleségéhez, illetve melyik sejt-alkot6é elemhez



lokalizdlédik ez az enzim, ebben az idében a biokémia
még semmiféle magyarédzatot nem tudott adni - megindul-
tak a kisérletek a foszfatdz szdveti lokalizaciéjéanak
a megéllapitésara. Ezzel kapcsolatban az els8 sikeres
nunkdt ROBISON /1932/ végezte, aki a biokémiai kimuta-
tésra alapozva, kidolgozott egy "hisztokémiai" eljé-
réast. Vékony szovetdarabokat helyezett foszféatésztert
és kalciumot tartalmazé lugos oldatba, és az enzimmii-
kodés hatéséra felszabadulé foszforsav és a jelenlévd
kalcium &ltal alkotott csapadékot KOSSA /190l/~féle
ezilistdozéssel, illetve purpurinnal festette. Igy sike-
rilt vizualizdlnia az enzim lokalizédcidéjat a szdve~
tekben., Az ilymédon kimutatott enzim a mai elnevezés
szerint a nem specifikus alkalikus foszfatéz volt. Ha
a médszer alapelvét és lépéseit tekintjik, akkor meg-
4llapithat juk, hogy ez gyakorlatilag azonos a GOMORI
és TAKAMATSU &ltal 1939-ben ajanlott, az alkalikus
foszfatiz kimutataséra szolgdlé médszerrel. ROBISON
médszere azonban feledésbe meriilt, s igy GOMORI-nek
lényegépen ujra fel kellett fedeznie a hisztokémial
eljérast.

Ismertetendd vizsgédlataim sorén a foszfatédzok
nem-specifikus alkalikus tipusdnak fény- és elektron-
mikroszképos kimutatésédnak kérdéseivel foglalkoztam.
Célom volt kialakitani egy olyan médszert, amely mind



fénymikroszképos, mindpedig elektronmikroszképos szin-
ten egyarédnt megbizhaté lokalizédciét ad. Ennek kapcsén
szémos, kiilonb6zb fajhoz tartozé emlds szovetét tanul-
ményoztam. Vizsgdlataim alapjén kitiint, hogy megfeleld
paraméterek alkalmazésa esetén a direkt-kapcsolésos
médszer mind optikai, mind elektrondenzitéds szempont-
jébbél megfeleld eredményekhez vezet. Igy lehetbvé vé-
1lik, hogy fény- és elektronmikroszképia koézott koz—
vetlen kapcsolatot teremtve, ezen enzim miikédési sa-
jatsdgait a makroszképos biokémidtél a szubmikroszké—
pos szovettanig akaddlytalanul nyomon kdvethessem.



II. IRODALMI ATTEKINTES

1. Fénymikroszképos médszerek v

a/ GOMORI-féle médszer

A foszfatédzok hisztokémidjdban, és mondhatni az
egész enzim-hisztokémidban az igazi fellendiilés csak
a GOMORI /1939/ és TAKAMATSU /1939/ 4ltal kidolgozott
médszer kozlése utdn kovetkezett be. Egymastdél fligget-
leniil dolgozték ki eljardsukat, amelynek segitségével
ki lehet mutatni a nem specifikus alkalikus foszfa-
tédzs/ Az irodalomban leggyakrabban alkalikus foszfa-
tdz vagy alkalikus glicerofoszfatéaz/alkoholban fixdlt,
paraffinos metszetekben, GOMORI el8szbr vizsgdlatokat
végzett annak megéllapitésira, hogy milyen kéarosodéist
szenved az enzim az alkoholos fixédlés, a dehidrélés
és az 56°C-on végzett paraffinos bedgyazéds alatt. A
kisérletek eredményei alapjén arra a kayetkeztetésre
jutott, hogy az aktivités demonstrélhaté alkoholos
fixélds és paraffinba 4gyazés utén. GOMORI a deparaf-
findlt metszeteket Na-b-glicerofoszfédt és kalciumklorid-



tartalmu oldatban inkubédlta, amelynek pH-jdt verondl-
ndtriummal pH 9-re &4llitotta be *. Az inkubdlés id8-
tartama 2 6ra. Az enzimaktiv helyeken létrejové csa~
padék léathatévéd tételére kétféle eljarast hasznilt.
Egyik a KOSSA /190l1/~féle eziistdzés, amikoris a szin-
telen kalciumfoszfat csapadékban a kalciumot a metsze-
tek ezilistnitrdtos oldatban valé filirdetésével lecseré-
lik eziist ionra, amely azutédn fény hatésédra fémeziistté
redukdlédik; ennek fekete szine jelzi az enzimaktiv
teriileteket. A médsik festési eljarasndl a kalciumot
kobalttal helyettesitette, majd amméniumpoliszulfid-
dal kezelte, amikoris a szintelen €sapadék helyén bar-
nas-fekete kobaltszulfid keletkezik. A reakcié menetét

mutatja az 1. képlet.

GOMORI hangsulyozza, hogy a megfeleld lugossig elé-
résére felesleges puffer-oldatot hasznédlni, elegendd
a nédtriumveronil /pH = 9,4/. Puffert csak abban az

esetben érdemes alkalmazni, ha azt akarjuk megvizs-
gélni, hogy a pH védltozédsa milyen hatdssal van a re-

akciéra. Az viszont igen lényeges, hogy mind a puffer-

oldatokat, mindpedig a més lugosité anyagokat ugy vé-
lasszuk meg, hogy azok ne képezzenek az inkubdlé ol-
datban 1év8 anyagok egyikével sem oldhatatlan csapa-

dékot.



HG—0H 0 HC —OH

Hc-—o—P-gl'\\l'gLl Z"‘(‘;”“g*zze HC—OH + Ho- p—° a +2NaCl
HC—OH £ W C—OH

CaHPO, + Co/NO3z, —> CaHPOy +Co/N03/4

CaHPO, ~+ /NHy 4 S—> GCoS + /NH,4HPO,

1. képlet

Ezzel a metodikéval GOMORI szinte minden &llati
szovetet megvizsgdlt. Mér itt meg kell azonban emlite-
ni, hogy a GOMORI-reakcié mondhatni 4llandé velejardja
az u.n. magreakcié /pontosabban: magfestédés/, és ezért
késébb sokan birdlték, sét némelyek kétségbevontak az
e reakciéval nyert eredményeket /NOVIKOFF 1951,
JOHANQEN és LINDERSTROM~LANG 1952/.

b/ A magreakcié és a diffuzié kérdése

GOMORI médszerének kozlése utdn igen sok kdzle-
mény jelent meg, amelyekben kisebb-nagyobb médositéso-
kat javasoltak a metodikdval kapcsolatban. Az elsé 1lé-



nyeges és nehezen elddnthetd probléma az volt, vajon
melyik festési médszer vezet Jjobb eredményekhez: az
ezlistés vagy a kobaltos eljérés. Ezzel szorosan osz-
szefliggd kérdés, hogyan lehet kikiiszobdlni a GOMORI-
reakcié "velesziiletett" hibiajat, a magreakeidt.GOMORI
nindkét festési metodikdt kiprébdlta, de a hasznédlha-
tésdgot illetdéen nem tesz kdzittiik kiildnbséget. A ké-
sébbiekben tdbben, igy BOURNE /1943, 1944/, DANIELLI
/1946/, PEARSE /196l1/, MARTIN és JACOBY /1949/,
JOHNSON és KUGLER /1953/, BURGOS, DEANE és KARNOVSKY
/1955/, POSALAKY /1962/ a kobaltos technikéat vélték
haszndlhatébbnak. GOETSCH, REYNOLDS és BUNTING /1952/,
BURTON /1953/ szintén a kobaltos technikét ajénljédk,
és szerintiik a magreakcié elkeriilheté, ha magasabb
kalciumkoncentriaciét alkalmaznak az inkubdlé oldat-
ban, és az inkubdlést deparaffihdlatlan metszeteken
végzik.

FREDRICSSON /1956/ is elkeriilhetének véli a
magreakciét kobalt haszndlata esetén akkor, ha a
fixélds és az inkubdlés acetonos kizegben torténik.
KABAT és FURTH /1941/, FEIGIN és WOLF /1953/, RUITER
és NEUMANN /1949/ szerint viszont az ezilistdés technika
alkalmazésa a célszeriibb, mert szerintilk a magreakcid-
ért a legtdbb esetben a kobalt felelSs. RUYTER /1952/
a patkédny-duodenum kutikuldjénak foszfatédz—~aktivitasat



vizsgédlva, arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a MOE-
féle effektus szintén csak a kobalt haszndlatakor ész-
lelhetd *.

Mig a szerzO8k egy része a magreakcibéért a ko-
baltot teszi felellssé, addig a szerzdék mésik, na-
gyobb része a diffuziéval hozza azt kapcsolatba. A
diffuziéval kapcsolatban felvetédik a kérdés, hogy
mi diffunddl? Itt a kiilénbdzd szerzdbk véleménye igen

X MOE /1953/ patkény-duodenum vizsgélatakor azt ta-
lédlta, hogy rovidebb inkubdlas utdn a kutikula
aktiv, és a metszet tobbi része nem festbddik. 3o
perces inkubdcié utén viszont meglepd médon a kdz-
tudomésuan erds foszfatdz-aktivitdst mutaté kuti-
kula nem fest8dik, csak a hémsejtek apikalis része.
Hosszabb inkubéicié utédn mér csak a hém alatti
strukturdk latszanak aktivnak. ROYTER /1952/ sze-
rint ez azzal magyardzhaté, hogy a kobalt csak ab-
ban az esetben alkalmas a kimutatédsra, ha a kal-
ciumfoszfit koncentriciéja egy bizonyos érték alatt
van, tehdt van egy kiiszdbérték, amely felett a kal-
cium nem cserélhetd le kobalttal a kalciumfoszfét-
csapadékban. Hziisttel torténs festések alkalmaval
a MOE-féle effektus nem észlelhets.



eltér egymdstél, CHEVREMONT /1953/, YOKOYANMA, STOWELL
és MATHEWS /1951/, BARTER /1954/ vizsgélataik alapjén
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az enzim diffun-

dél. MOOG /1951/, MOE /1952/ és DOYLE /1950/ viszont

megéllapitja, hogy a kalciumfoszfdt mozdul el a kicsa-
pbédads, azaz az enzimaktivitéds helyérdl. NADEL és
WODINSKY /1955/ szerint az enzim és a kalciumfoszfit
diffuziéja egyarédnt lehetséges. LEDUC és DEMPSEY
/1951/ az enzim aktivéatorat vélték mobilisnak. DANIELLI

/1950/ kisérletesen bebizonyitotta, hogy a kalciumfosz-
féat a kicsapédéds utén mar nem képes diffuziéra. MOOG
/1951/ és MOE /1952/ pedig azon véleményiliknek adnak
kifejezést, hogy az enzim semmiképpen nem lehet fele-
16s a diffuzidé Jjelenségéért.

Végiilis nem nyert bebizonyitéast, hogy mi vélik
mobilissd a reakcié folyamén. Talédn nem is ez a lé~
nyeges, hanem az, hogy bizonyos koriilmények kozott
szémolni kell vele, és az eredmények kiértékelésénél
tudni kell, hogy a reakcié enzimmiikodésnek, vagy ép-
penséggel diffuzibénak az eredménye. TObben rémutattak,
hogy amennyiben létrejchet diffuzié, ugy az az inku-
bdlés ideje alatt torténik /RUYTER és NEUMANN 1949,
GOMORI 1951, NOVIKOFF 1951, HEBERT 1950, DANIELLI
1946, MOE 1952, MARTIN és JACOBY 1949, JACOBY és MARTIN
1949/, Mivel a diffuzié az inkubécié alatt torténik,



- 10 -~

ezért annak mértéke egyenesen aridnyos az inkubdlés
idotartamédval, tehdt célszerii a kérilményeket ugy
megvélasztani, hogy minél rdvidebb ideig kelljen in-~
kubélni. DANIELLI /1950/ szerint érdemes a kisérle-
tek eldtt a megfeleld inkubdlési idétartamra nézve
elévizsgdlatokat végezni. A tapasztalat azt mutat-
Jja, hogy azoknak van igaza, akik az aspecifikus fes-
t6dés okat az elnyujtott inkubdldsban latjédk. Ha meg-
felelden elbkezelt anyagot haszndlunk és jo6l megva-
lasztott reakecididdét alkalmazunk, akkor a miitermék-
képzbdés a legtobb esetben elmarad.

A diffuzié elkeriilésére mas médszereket is
ajénlanak, amelyek lényegében azonosak a magreakcid
kivédésére ajénlottakkal. Igy FREDRICSSON /1952, 1956/,
valamint GOMORI és BENDITT /1953/ acetonos kdzegben
valé fixdlést és inkubdldst, RUYTER és NEUMANN /1949/
pedig deparaffindlatlan metszetek inkubdldsat ajanlja.

A magreakciéval kapcsolatban GOMORI /1951/,
FEIGIN, WOLF és KABAT /1950/ azon véleményiliknek ad-
nak kifejezést, hogy a magfestédés nem minden esetben
miitermék. Kétségtelen tény az, hogy az utébbi iddkben
végzett vizsgidlatok alap jén, amelyek sorén ultracentri-
fugdldssal nyert magfrakcién végeztek biokémiai alka-
likus foszfatéz kimutatést, nem lehet kategédrikusan
kizadrni a sejtmag foszfatdz-tartalmét. Ez az aktivitas
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azonban sokszorta kisebb, mint amilyenre kdvetkez-
tetni lehetne az egyes szerz8k altal produkdlt mag-
festb6désbdl.

Attekintve a diffuziéval és a magreakciéval
kapcsolatos kozleményeket, megdllapithaté, hogy a
4e—es években és az 50-es évek legelején alkalmazott
alkohol- és aceton-rogzitési, valamint bedgyazasi
technikédk, melyek éhatatlanul az enzim tekintélyes
részét inaktivéaljék,/igy a magas foszfatéz-tartalmu
anyagokat is ugy kellett kezelni, mint a kis aktivi-
tédssal rendelkezdéket, tehdt hosszu inkubdcidés iddket
kellett alkalmazni, amely viszont a fokozottabb mii-
termékképzbdés lehetbségét hordja magédban/ jéformén
megoldhatatlan kérdés elé allitotték a foszfatéz-
hisztokémidval foglalkozé kutatékat. Késébb, amikor
dttértek a formalin-fixdlt fagyasztott, kriosztatos
vagy fagyasztva-széritott metszetek vizsgdlatéra,
ahol az enzimveszteség minimalis, egyre kevesebben
foglalkoznak a diffuzié kérdésével, mert az ilymédon
eldkészitett metszeteknél nincs sziikkség hosszu inku-
bélésra, és igy a miitermékképzbdés lehetlsége is el-

hanyagolhaté.
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c/ A _kiilonbdz8 rogzitési eljérdsok és a paraffinos

beédgyazds hatésa az enzimaktivitdsra

Az enzimhisztokémia sarkalatos pontja a fixdlés.
Kozismert, hogy minden rdgzitési eljards alkalmazisa—
kor szémolni kell az enzimaktivitéds bizonyos mértékii
csokkenésével, Nagyon lényeges tehdt a fixdalds médjé~
nak, id6tartaménak és hémérsékletének gondos megva-
lasztésa, hogy az aktivités-veszteség minél kisebb le-
gyen. GOMORI /1939/ és TAKAMATSU /1939/ 24 érés, 8o-90
%08 hideg alkcholos rdgzitést ajénl. EMMEL /1946/ &s
DANTELLI /1946/ szerint sem kérositja az enzimet az
ilyen hosszu ideig tarté fixdlés. Ezzel szemben
RICHTERICH /1952/ azt mondja, hogy a 24 6ras rogzités
enzimveszteséget okoz és meg kell nyujtani az inkubé-
ldsi idét, amelynek veszélye ismeretes. KABAT és FURTH
/1941/ az acetonos, EMMEL /1946/ és ..DANIELLI /1946/

a formalinos régzitést is kiprébalta. Formalin-fixéa-
14s utdn lehetdség nyilt fagyasztott metszetek hasz-
ndlatédra, ami biztositotta a kimutatési eljaréds le-
roviditését. MARTIN és JACOBY /1949/ szerint a formol-
rogzitett, fagyasztott metszetek esetében mar rdvid
inkubdcié utén is jelentkezik diffuziés mitermék, mig
a paraffinos metszeteknél ugyanez nem tapasztalhaté.

Habdr a formalinos anyag esetében sokkal rovidebb iddét
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vesz igénybe a kimutatéds, és nem kell szémolni az-

zal az 6ridsi aktivités-veszteséggel,‘amely a paraf-
finos technikéval jar ~ amelyre HERMAN és DEANE /1953/
DOYLE /1948/, MAENGWYN-DAVIES és FRIEDENWALD /1950/,
STAFFORD és ATKINSON /1948/, valamint BARKA /1963/

munkédikban rémutattak -, mégis elég hosszu ideig in-
kédbb ez utébbi, kevésbé "gazdasigos" technika volt a
divatos. Ebben talén kdzrejadtszott CHANG és BEHRENBOM
/1956/, BARKA /1959/, GOMORI /1952/ és DANIELLI /1953/
azon megfigyelése, hogy a paraffinos blokkban meglriz-
heté a szdvet Osszes enzimaktivitésa tobb éven keresz-—
til. Valéjédban ez a lényegen nem valtoztat, és semmi-
képpen nem teszi eldnydsebbé a paraffinos technikéat a
formol-rdégzités utédn alkalmazott fagyasztott metsze-
teken valdé kimutatéssal szemben. Ugyanis, mig egy szd-
vet eljut a paraffinba valé bedgyazottsdg 4llapotéba,
addig az aktivitéds 70-80, s6t BARKA /1953/ szerint 9o
%-0s kérosoddst szenved, és csak a fennmaradé néhény
szézalékot 8rizheti meg a paraffinos blokk.

Tébben megkisérelték a paraffinos bedgyazéds-okozta
enzimkérosodast valamilyen médon csokkenteni. HILL és
TRAVILL /1963/ vékuumbedgyazdssal igyekezett a paraf-
fin hémérsékletét csdkkenteni, DALGAARD /1956/ pedig
azt hangsulyozta, hogy csak akkor van veszteség az ak-
tivitésban, ha a bedgyazds hémérséklete magasabb mint

53°¢.
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A fagyasztva-széritéds utdn EMMEL /1946/, BARTER
/1954/, valamint LANGERSTEDT és STENRAM /1950/, a
freeze-substitutio utén pedig NOVIKOFF, WOO-YUNG SHIN
és DRUCKER /1960/, CHANG és HORI /1961/ mutatott ki
alkalikus foszfatéz-aktivitést. Mindkét mdédszerrel
gyakorlatilag azonos eredményeket lehetett elérni.
POSALAKY /1960/ e két fixdldsi eljarés eldnyét abban
latha, hogy ezeknél a fixdlas idSétartama alatt nem
torténik diffuzié, mig a kémiai fixdlasoknidl ez meg-
torténhet.

Az alkalikus foszfatdz kimutatdsdndl ma a leg-
elterjedtebb rogzitési eljards a formalinos fixdlés.
Természetesen ez nem Jjelenti azt, hogy a formalin-
fixdlads utdn nem szeved az enzim karopsoddst./SELIGMAN,
CHAUNGCHEY és NACHLAS 1951/. Ennek mértéke azonban
elenyész8en kicsi a paraffinos technika alkalmazésa-
kor észleltekhez képest.

BARKA /1963/ szerint a kiilonbozd fixdlasi és
bedgyazdsi technikédk koz6tt, az &ltaluk okozott enzim-
aktivités cstkkenést figyelembevéve, a sorrend a ké-

vetkezd:s

1. Friss fagyasztott metszet utéfixdlva hideg
acetonban.

2., Hideg formalinos fixdléas, fagyasztott metszetek.
3, Freeze-substitutio, fagyasztva szérités.

4, Alkoholos vagy acetonos fixélés utén paraffin-
bedgyazés.
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Legcélravezet&bb tehdt a friss fagyasztott,
utéfixdlt, vagy a formol-fixdlt fagyasztott metsze-
tek alkalmazésa.

d/ Az inkubélé oldat Csszetétele, pH hatésa,
aktivatorok, inhibitorok

Az aktivités kimutatédsi menetének fontos lépése
az inkubécié. Ebben a fédzisban miikédik ugyanis az en-
zim, amelynek kovetkeztében a szubsztrdt hidrolizist
szenved, és felszabadulnak a szubsztrat azon alkat-
részei, amelyeket azutédn valamilyen mé6don lathatévé
lehet tenni. Az inkubdédlé oldat Osszetétele nagymérték-
ben befolyésolja a végsl eredményt, ezért Gsszedlli-
tdsédnédl gondosan iligyelni kell a Cét+tovébbé az esetleges
aktivator koncentriciéjdra, valamint a pH-ra. A szub-
sztrdt optimdlis koncentraciéja o,1 - 0,3 M, a pufferé
pedig 0,05 - 0,1 M /GOMORI 1939/%. A pH védltozdsa bi-
zonyos hatédrok kézétt nincsen hatéssal az aktivitésra,
csak a kalciumfoszféat savas pH melletti oldékonysagéra
valé tekintettel kell a pH-t 9 koril tartani. RICHTERICH
/1952/ és mésok hangsulyozzék, hogy a pH értékérdl az
inkubdcié utidn is meg kell gybz6dni, nehogy a valami-
lyen okbél megvéltozott pH hamis eredményekhez vezessen.

X DOYLE /1953/ szerint a verondl gdtlé hatédssal van
az enzimre.
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Erdekes Osszefiiggésre hivja fel a figyelmet
ROSS, BELY és ARCHER /1951/, NEUMANN /1949/, valamint
WACHSTEIN és MEISEL /1957/, akik kimutatték, hogy
minél alacsonyabb a szubsztréat-koncentricié,anndl
kézelebb esik a maximéalis aktivités pH-ja a neutri-
lis ponthoz. Ez a megdllapités azonban a gyakorlat—
ban nem hasznosithaté az alkalikus foszfatdz kimuta-
tasénédl, mivel fiiggetlenil attél, hogy mi lenne az
optimélis pH az adott szubsztrat-koncentricid mel-
lett, a kalciumfoszfét oldékonysigdra valdé tekintet-
tel az inkubdlé oldat pH-jédnak 9 koriul kell lennie.

A Ca megfeleld koncentriciéban valé jelenlété-
nek szikségességérdl a magreakcid térgyalédsdndl mér
volt sz6. A magreakcid kivédésén kiviil szikséges az
elegendd kalcium-mennyiség azért is, hogy ezdltal a
felszapadulé fogzfdt-ionok minél gyorsabban le tud-
janak reagélni. A Ca** optimélis koncentriciéja
GOMORI /1951/ és NOVIKOFF /1951/ szerint o,ol - 0,05 M,
mig 0,1 M felett mér gdtolja az enzimet.

KABAT és FURTH /1941/, valamint BODANSKY /1936/
aktivatorként a magnéziumot ajédnlja o,l M-os koncentra-
ciéban. Mg helyett a legtdbb esetben megfelel a mangén
is /PEARSE 1961/. Az aktivédtorok hatésmechanismusa még
tisztézatlan kérdés. EMERY és DOUNCE szerint /1955/ a
méjban van egy Mg éltal aktivédlhaté, valamint egy nem
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aktivalhaté alkalikus foszfatéz. RICHTERICH /1952/

és mésok szerint a Mg't jelenléte nem befolydsolja

az eredményeket. HORE, ELVEHJEM és HART /1940/, to-
vébba CLOETENS /1941/ szerint a zn''is kifejthet ak-
tivdlé hatést 0,000l M-o0s koncentriciéban. SADASVIAN
/1950, 1952/ vizsgdlatai alapjén megdllapitja, hogy

a cianid-ionok gdtlé hatédsa kivédhetd lugos kdzegben
zn**-kel, savas kézegben pedig Mg'*-al. Inhibitorok
tekintetében sem sokkal vilédgosabb a helyzet. Két is-
mertebb inhibitor van: a cianid és a fluorid ionok,
de ezek sem specifikusak, EMMEL /1946/ véleménye sze-
rint a cianid gédtol a bélben, mig a vesében nem.
CLOETENS /1941/ a méjban cianid-érzékeny, a vesében
pedig fluorid-érzékeny alkalikus foszfatédzt talalt.
Torténtek vizsgdlatok a sésav inaktivadlé hatésaval
kapcsolatban is. EMMEL /1950, 1951/ megédllapitotta,
hogy a vesében 1év8 foszfatdz érzékenyebb a sbdsavval
szemben, mint a bélben 1lévs és mindkettd esetében Mg++
jelenlétében fokozbédik a sbésav iranti érzékenység.

Az enzimaktivitds kimutatésakor kontroll met-
szetekkel valé Osszehasonlités alapjén tudjuk megdl-
lapitani, hogy a fest6dés milyen mértékben az enzim
miikddésének eredménye. Két ut kindlkozik kontroll met-
szetek készitésére: 1. szubsztrdt nélkil inkubdljuk a
metszeteket, 2. eldre inaktivalt metszeteket inkubd-
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lunk a szabdlyos Osszetételii oldatban. Az inaktivéa-
ldsra a nem specifikus alkalikus foszfatédz esetében
a kovetkezd anyagok haszndlhaték: lo percig tarté
9o°C-os desztillélt vizes, 2-3 perces lugolos, 1-2
perces 5 %—os triklérecetsavas, 1l-2 perces lo-1l5 %—-os
ecetsavas, 5-1lo0 perces hig salétromsavas éaztatéas. A
kétféle médon nyert kontroll metszetek természetesen
més-mas eredményre vezethetnek, mert mig az elsd
esetben szémitani lehet a diffuzidéval és a spontén
hidrolizissel, addig az utébbiakndl az inaktivédléasra
hasznédlt kémiai &gens megvaltoztathatja a szévetfe-
hérjék affinitését a reakcidéban hasznélt fémekhez.

e/ A Gomdri-reakcién alapulé, ritkdn haszndlt
Hoédszerek

Az itt felsorolésra keriilé metodikék nem ter-
jedtek el a hisztokémial gyakorlatban. Ennek oka
részben az, hogy ezek kivitele lényegesen korilmé-
nyesebb, mésrészt az 4ltaluk nyert eredmények nem
nyujtanak tobbet, vagy még annyit sem, mint a GOméri-
reakcid. Megemlitésiiket ezek ellenére az teszi indo-
kolttd, hogy segitségiikkel ki lehet mutatni a nem-
specifikus alkalikus foszfatdzt, és igy mint médszert
nem lenet kihagyni a felsorovlésbél. A kimutatds mene-
tét illetdéen a kalciumfoszfat keletkezéséig nincs
kiilénbség a Gomdéri-reakcidé és ezen médositott eljéa-
résok kozott; a kalciumfoszfat lathatévéa tétele, il-
letve észlelése azonban eltérd médon torténik.
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BELANGER /1951/ polarizéciés mikroszképpal,
HANCOX és NICHOLAS /1954, 1956/ pedig féziskontraszt-
berendezés segitségével vizsgdlta a kalciumfoszfat
elhelyezkedését. FEIGL /1946/ és WATERHOUSE /1951/
vizsgdlatai alapjén MOLNAR /1952/ bériumot, 6lmot
és rodizonétot haszndlt. A kalciumot 6lommal vagy
bariummal helyettesitette a kalciumfoszfatban, és
ezeket festette rodizohéttal. Kielégité eredményeket
csak az 6lommal kapott, mig a bariummal nyert ered-
mények teljesen hasznédlhatatlanock voltak. GOMORI
/1943%/ a kalcium festésére az acridin vordset,
BOURNE /1943/ az alizarin voroset ajénlja. DALGAARD
/1948/, BARKA, SZALAI, POSALAKY és KERTESZ /1951,
1952/ radidaktiv izotéppal helyettesitették a kal-
ciumot, és az izotdép sugdrzdsénak mérése utjén
quantitativ eredményeket kaptak. Emlitést érdemel
még WACHSTEIN /1952/ mbdszere, ameilyel elkiilénit-
het8 a szdvetekben preformdlt kalcium altal adott
és az enzim aktivitésdbél eredd festddés. WACHSTEIN
a metszeteket eldszor kobaltos oldatban fiirdeti,
majd nédtriumszulfiddal kezeli, amely utén a szdve-
tekben eleve jelenlévé kalcium mar kobaltszulfid
forméjdban tiinik el8 fekete szinben. Az inkubdlést
csak ezek utén végzi, és a keletkezd kalciumfoszfé-
tot rubeédnsavval festi, amely sirga szinben tiinteti

fel az enzimaktiv teriileteket. E mbédszer elvileg al-
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kalmasnak létszik arra, hogy segitségével kikiisz-
b61ljlik a szdvetekben 1év6 kalcium zavardé hatasét /az
u.n. hibéds pozitiv reakciét/. Az eredmények kiérté-—
kelése viszont elég nehéz. A rubednsav sdrga szine
nem tiinik ki élesen a hattérbdl, mésrészt pedig igen
bizonytalan az, hogy a reakcidé eldétti szulfidozés
mennyiben kérositja az enzimet. HALE /1951/ réntgen-
sugarakkal vizsgdlta a reakcid kiilénbdzd szakaszai-
ban keletkezd csapadékok elhelyezkedését, igy a
kalciumfoszféat, a kobaltfoszfat és a kobaltszulfid
lokalizéciéjat. HALE szerint a kiilonbdzd csapadékok
azonos helyen foglalnak helyet, inkubacié kdzben te-
hét nem volt diffuzié.

f/ Azofestékes mbdszerek

A GomSri-tipusu reakcidén alapuld mébédszerek al-
kalmazésakor a kovetkezd hibékra szémithatunk: l. mag-
reakci6é, amely a reakcié folyamén hasznélt fémek aspe-
cifikus kot6désébdl adbédik; 2. diffuzibd, amelyet az
enzim, az aktivator vagy a reakcié kdztitermékeinek
elmozdulédsa okoz; 3. a szdvetekben 1évs kalcium meg-
festédése a reakcid folyamén, amely a kiértékelést
sok esetben megneheziti. Mindezen hibalehetiségek ki-
kiiszobdlheték az azofestékes moédszerek alkalmazédsival.

Az alkalikus glicerofoszfatdz kimutatéséra hasz-



'Y w

ndlt, eddig tdrgyalt metodikékndl a léthaté, vagy va-
lamilyen més médon érzékelhetd végtermék képzése min-
dig a foszféatészterbd8l felszabadulé foszforsavbél tSr—
tént. Az azofestékes mbédszereknél szubsztréatként aro-
més foszfétésztert haszndlunk, amelybd8l az enzim - a
foszforsav mellett - egy hidroxil-csoporttal rendel-
kez06 aromés gyokot szabadit fel; ez diazénium-sékkal
kapcsolva szines, oldhatatlan csapadékot ad az enzim-

aktiv teriileteken.

£f/1. Szimultédn kapcsolésos eljarasok

MENTEN, JUNGE és GREEN /1944/ haszndlt eld-
szor a hisztokémidban azofestékes technikat a
nem-specifikus alkalikus foszfatdz kimutatéséra.
Szubsztrdtként naftilfoszfat-észtert hasznéltak.
A diazéniumsdéval vald kapcsolést az inkubdlé ol-
datban szimultidn végezték. A reakcidé menetét a
2. képlet mutatja. BURSTONE /1958 a, b/, vala-
mint RUTENBURG /1958/ szintén az inkubdlé oldat-
ban végezte a kapcsolédst, csak 8k szubsztratként
szubsztitudlt naftol-észtereket alkalmaztak /pl.
naftol-AS-foszfat, 3. képlet/. A hidrolizis utén
a lehasitott szubsztitudlt naftolt Fast blue RR,
Fast red RC, vagy més Btabilizédlt diazéniumséval

kapcsoljék.
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f£/2. "Non coupling" azofestékes médszerek

LOVELESS és DANIELLI /1949/ szerint az azo-—
kotéses reakcidk kivitelét nehézkessé teszik a

diazéniumsé bomlékonysdga =

s amely miatt azt min-
dig frissen kell késziteni a hasznalat elétt, s
ami miatt az inkubdlé oldat hémérsékletének ala-
csonynak kell lennie, tovébbéd hogy a diazéniumséd
az inkubdlé oldatban gatlé hatést fejthet ki az
enzimre. E nehézségek kikiiszobdlésére az altaluk
szubsztitudlt szubsztrét, a p-nitrobenzene-azo-4-

-naftol-l-foszfét /4. képlet/ hasznalatit ajénl-

jék, amelyet gyorsan hidrolizal az enzim, nincsen

N ?
i I
N=& D>N=N~ >-0-pt
0 0

4, képlet

X Tbben az idében stabilizdlt diazoniumsék még nem
411tak rendelkezésre.
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g4t16 hatésa, stabil /tehdt 37°C-on lehet inkubdlni/,
és nincs sziikség azo-kapcsoldsra, mert a hidrolizis
utdn kdzvetleniil oldhatatlan, szines csapadék vélik

ki.

/3. Utbkapcsolisos eljérédsok

DANIELLI /1946/ szubsztréitként Na-fenolf-
talein-foszfatot haszndlt. A diazéniumséval valéd
kapcsoléds nem az inkubdl6é oldatban, hanem kimosés
utén egy mésik oldatban torténik. Igy egyrészt
el lehet keriilni a diazéniumsé gétlé‘hatését,
mésrészt az inkubalast is, és a kapcsoldst is

a megfeleld hémérsékleten lehet végezni.

A kiilonbdzd szerzdk véleménye megoszlik a Gomori-
reakcié, illetve az azofestékes médszerek értékét il-
letéen., A GEmdri-tipusu médszerek hivei koziil LORCH
/1947/ és YOKOYAMA, STOWELL és MATHEWS /1951/ szerint
kdzepes vagy magas enzimszint mellett, nincs érzékeny-
ségi kiildnbség a kétféle tipusu reakcié kOzott; ezzel
szemben alacsony enzimszint mellett @& GOmdri-reakcié
haszndlhatobb, mert lényegesen érzékenyebb mint az azo-
festékes mbédszerek. Igen népes azon szerzlk tdbora, akik

ugyan nem tagadjdk a Gomdri-tipusu technikék hasznédlha-
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téségéat, de inkébb az azofestékes kimutatdsokat ja-
vasoljék /DOYLE 1948, LISON 1948, JACOBY és MARTIN
1949, MANHEIMER és SELIGMAN 1948, CORSI 1955, KISZELY
és BARKA 1958, POSALAKY 1962, TANKA és KELLER 1962,
ROZSA 1964/.

Ujabban a mar felsorolt szempontok mellett még
egy szempontot kell figyelembe venni az egyes médsze-
rek haszndlhatésédgdt illetden. D6nté jelentdségi
ugyanis, hogy melyik médszert lehet felhaszndlni
elektronhisztokémiai célokra is., Ilyen szempontbdl,

a hisztokémia mai 4llésa szerint, egyértelmiien a Go-

ndéri-tipusu médszerek mellett kell éallast foglalni.

2., Elektronmikroszképos médszerek

Az elektronmikroszkép eredményes hasznalatara
a hisztolégidban csak akkor keriilhetett sor, amikor
a megfeleld vékonysédgu metszetek elballitdséra lehe-
t8ség nyilt. Mai értelemben vett szubmikroszképos
szdvettani vizsgdlatokr6l ezért csak az 1950-es évek

elejét81l kezdve beszélhetiink /ultramikrotom/. A ki-

18nboz8 szdvetféleségek elektronmikroszképos tanul-
ményozésa még folyamatban volt, amikor mar megindul-
tak az elektronhisztokémiai vizsgédlatok is. Mig a

fénymikroszképos kimutatésokndl a hangsuly azon van,
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hogy a keletkezett végtermék mikroszkép alatt léthatéd
/szines/ legyen, addig az elektronmikroszképos vizs-
gélatokndl a végterméknek megfeleld elektrondenzités—
sal kell rendelkeznie. Ezek eldrebocsédjtdsa utén szin-
te természetes, hogy az elsd elektronhisztokémiailag
kimutatott enzim foszfatédz /konkréten: savanyu foszfa-
téz/ volt./SHELDON, ZETTERQUIST és BRANDES 1955/. A
savanyu foszfatdz kimutatdsédndl ugyanis a keletkezett
végtermék szines /fekete é6lomszulfid/ és egyben elek-
trondenz is, tehét egyarént alkalmas a megfigyelésre

mind fény-, mind elektronmikroszképos szinten.

a/ Rogzitési eljérédsok

A vizsgélanddé anyag eldrdgzitése dontd Jjelentd-
ségii minden elektronhisztokémiai munkéban. Az elektron-
hisztokémidban elészor haszndlt régzitd az osmium volt.
SHELDON és munkatérsai 1 %-os osmiumban rogzitettek
néhédny percig. BENNETT és LUFT /1959/ 2 %—os osmiumot
s-collidinnel pH 7,4~-re pufferezve, MILLONIG /1961,
1962/ pedig foszféat-pufferrel bedllitott 1 %—os osmiu-
mot ajénl. MILLER /1962/ és SABATINI, BENSCH és BARRNETT
/1964/ 0,067 M—~os kakodilét pufferrel pH 7,4-re bedl-
litott 6,5 %-os glutéraldehiddel fixalt. KAPLAN és
NOVIKOFF /1959/ kalciumos formalint, HOLT és HICKS
/1961/ 7,5 %-ban szukrosét tartalmazé foszfat-puffer-
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rel pH 7,4-re bedllitott 4 %-os formalint, KARNOWSKY
/1965/ pedig glutdraldehid és paraformaldehid keve-
réket hasznédlt régzitdszerként. CHASE /1963/ vélemé—
nye szerint a kémiai fixé&lék vizes oldatban térténd
alkalmazésa az enzim régzités-kozbeni elmozduldsit
eredményezheti, ami hamis pozitiv, vagy éppenséggel
negativ reakciéhoz vezet; ennek elkeriilésére a fa-
gyasztva-szaritisos médszer haszndlatdt részesiti
elényben.

Az elektronhisztokémiai vizsgdlatok segitségé~
vel elég pontos adatok nyerhetdk az enzim szdveti
lokalizaciéjédra vonatkozbéan, a kapott eredményeket
azonban fokozottabb évatossédggal kell kezelni. A
fénymikroszképos kimutatésokndl mar ismertetett hi-~
bédk /diffuzié, aspecifikus festbdés/ ugyanis itt is
felléphetnek, de mivel a nagyitéds lényegesen nagyobb,
sokszorta nagyobb a veszélye annak is, hogy az ily-
nédon nyert helytelen eredményekb8l hibds kévetkez-
tetéseket vonjunk le.

Ugyanakkor szédmolni kell az elektronhisztoké-
miai médszerek sajat hibdival is, amelyek kozil leg-
fontosabb az osmiumos utéfixdléds alkalmdval bekovet-

kezd dekolorizici6. Ennek lényege, hogy a posztfixé-

ci6é alatt az osmium a mér kialakult reakcié végter—

mékét részben vagy egészben roncsolja, és ezdltal
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helytelen negativ eredményeket kapunk. E Jelenség

észlelésér6l REALE és LUCIANO /1962, 1964/ szamolt
be elészér, de mi magunk is tapasztaltuk az osmium
e karosité hatésat a reakciévégtermékre.

Itt rd kell mutatni, hogy az elektronhisszto-
kémidban még nincsenek kialakult normék sem a meto-
dikék, sem a nyert képek értékelését illetden. Az
egyes szerzlk igen kiilénbdzb fixdélédsi, inkubdlési,
bedgyazdsi stb. eljérédsokkal kisérleteznek, és igy
a kapott eredmények,is, természetesen, sokszor el-
térnek egymastél. Tény az, hogy ezen a szinten két
fontos koévetelményt kell szem eldtt tartani. Egyik,
hogy a reakcibé-végtermék a képzbdés helyén maradjon,
tehdt a lokalizdcié pontos legyen, a mésik - amely-
nek lényegesen nehezebb eleget tenni -, hogy az alap-
szerkezet tdokéletesen megtartott legyen, azaz minél

kisebb legyen a reakcié—okozta szdvetkérosodis.

b/ Kdzvetett, vagy utékapcsoldsos médszerek

Az ilyen tipusu metodikédk lényege az, hogy az

enzimaktiv teriileteken felszabadulé foszfat-gydk és
az inkubdldé oldatban 1év8 kalcium altal képzett csa-
padékban a kalcium lecserélése az elektrondenz fém—-
mel nem az inkubdléds alatt, hanem egy kiildn lépésben

torténik. A nem-specifikus alkalikus foszfatdzt szub-
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mikroszképos szinten elészor BRANDES, ZETTERQUIST

és SHELDON /1956/, valamint BRANDES és ELSTON /1956/
mutattdk ki ilymédon, A vizsgdlandé anyagot 1 %-os
osmiumban rogzitették, majd a Goméri-féle oldatban
inkubdltédk /glicerofoszfat, kalcium, alkalikus pH/.

A kalciumot utbélag helyettesitették eziisttel. Az
elektrondenz ezilistfoszfidt elhelyezkedése jelezte az
enzimaktiv teriileteket. Az ilyen jellegli médszerek~
nél meg kell emliteni, hogy az elektrondenz fém ma-
sodlagosan t0rténd kapcsolésa esetében nincs bizto-
siték arra, hogy minden kalcium—ion lecserélddétt a
megfeleld fémmel, és ennek kdvetkeztében - mivel a
kalcium denzitésa lényegesen alacsonyabb, mint az
eziisté - kdonnyen észlelhetiink hamis negativ reakciét.
Tovabbi probléméat okoz a kalciumfoszfat oldékonységa,
amely miatt a pH-t elég magasan kell tartani az inku-
bélas alatt, ami viszont a finomabb strukturédk karo-
sodésdhoz vezethet és nagymértékben megnehezitheti a
pontos lokalizdciét. Ha viszont alacsonyabb pH mellett
végezziik a reakciét, akkor az esetleg kioldédott kal-
ciumfoszfat okozhat hamis negativ reakciét.

¢/ Kozvetlen kapcsolédsos eljarédsok

Itt az elektrondenz fém bekdtése mér az inkubd-

14s ideje alatt megtorténik. A médszer kidolgozésa
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MOLBERT, DUSPIVA és DEIMLING /1960/, valamint CLARK
/1961/ nevéhez Eiiz8dik. Osmiumban révid ideig fixalt
anyagot inkubdltak glicerofoszfét- és 6lomnitrat-
tartalmu oldatban pH 7,8 mellett, amelyet osmiumos
posztfixdlas, majd bedgyazds kovetett. Ilyen kdriil-
mények kozott az 6lom kdzvetleniil bekdtddik a felsza-
badulé foszféat—-gyckhoz. Igy lehetlség nﬁilik arra,
hogy a reakcidé menetét lerdviditsik, ami csdkkenti

a diffuzibé veszélyét. Elkeriilheték tovabbéa a kicse-
rélddéssel kapcsolatos hibdk, és végilil alacsonyabb
pH hasznédlhaté, midltal csokken az erésen lugos pH-
okozta destrukcié. Hasonld eljarést dolgozott ki
HUGON és BORGERS /1966/, akik osmium helyett glutér-
aldehidet hasznéltak eldérdgzitésre, minthogy szerin—
tik az osmium bénitja az enzimet.

Meg kell jegyezniink, hogy az alkalmazandé pH
nértékét az hatarozza meg, hogy az 6lom milyen kon-
centridciéjat akarjuk létrehozni az inkubdalé oldatban.
Lugos tartoményban ugyanis az 6lomnak csak egy bizo-
nyos része marad oldatban, éspedig az adott pH érték-
nek megfeleld mennyiség. Minél lugosabb az oldat, an-
nél kevesebb 6lom marad oldatban. Tehdt az inkubalé
oldatba mért 6lom mennyisége nem mindig azonos az in-
kubdlds alatti koncentraciéval.

Szimultédn kapcsoldsos eljéarést dolgozott ki
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CHASE /1963/, aki az els8dlegesen képz8dott kalcium-
foszfatot tekinti a reakcié végtermékének, és annak
elhelyezkedését vizsgédlta elektronmikroszkép alatt.
MIZUTANI és BARRNETT /1965/ kalcium helyett kadmiumot
helyezett az inkubdlé oldatpva, és a keletkezd kadmium-
foszfét-csapadék denzitdsat vizsgélta. Ezen két utéb-
bi médszernek nincs gyakorlati jelentésége az alkalma-
zott fémek alacsony denzitésa és az inkubdld oldat
magas pH-ja miatt. /Az egyik a kiértékelést teszi ne-
hézkessé, a masik pedig az alapszerkezet destrukcid-
jat okozhatja./ Nem tisztézott az sem, hogy a reakcié
végtermékében végiilis milyen fém szerepel, mert ha
alkalmaznak O6lomcitrédtos utéfestést, akkor felmeril
annak a lehet8sége, hogy az alacsony denzitésu fémek

a citridtozds alatt lecserélédnek 6lommal.
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I1I. A NENM-SPECIFIKUS ALKALIKUS FOSZFATAZ
KIMUTATASAVAL KAPCSOLATOS

SAJAT VIZSGALATOK

Az alkalikus foszfatédz kimutatésdval kapcsolatos
vizsgédlatokat a GOomori-tipusu reakcidén alapuld modd-
szerekkel végeztiikk. Olyan kimutatédsi eljarast 6haj-
tottunk kivalasztani, illetve kikisérletezni, amely-
nek segitségével kifogéastalan eredményeket lehet nyer-—
ni mind fény-, mindpedig elektronmikroszképos szinten.
Gyakorlatilag kifogéstalan eredményeket biztositod
fénymikroszképos-hisztokémiai médszerek rendelkezésre
dlltak ugyan, mégis elengedhetetlen volt a fénymikro-
szképos vizsgilatok elvégzése is. AbbSLl az elvbél in-
dultunk ki ugyanis, hogy csakis azon eljdrdssal nyert
elektronmikroszképos eredmények tekinthetdk elfogad-
haténak, amelyekkel fénymikroszképosan is hibatlan
lokalizécidét lehet elérni. Més szbéval, amikor egy—-egy
fénymikroszképos metodikdn kisebb-nagyobb védltoztatést
eszkdzliink a szubmikroszképos szinten vald alkalmazha-

tosdg céljédbél, akkor a médositott eljdrdsnak tovabbra
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is haszndlhaténak kell maradnia fénymikroszképos
szinten is. Amennyiben ez nem &ll, vagy az ilymédon
kapott eredmények nem kielégitéek, ugy az ilyen el-
Jérédsokkal nem is kisérleteztiink elektronmikroszké-—
posan., Gyakorlatilag az elektronmikroszképos vizsgi-
latokra szdnt metodikék "hitelesitése" fénymikroszké-
pos szinten torténik. Munkénk sorédn a hisztokémiai
reakcidé minden egyes lépésével kapcsolatban kisér-
leteket végeztiink, és az igy kapott eredményeket az
irodalombdl ismert adatok kombindléasdval igyekeztiink
létrehozni egy, a célnak megfeleld fény— és elektron-
mikroszképos hisztokémial eljarést az aspecifikus al-

kalikus foszfatdz kimutatéaséra.

1. A rogzité szer és a rogzités kiriilményeinek

megvalasztésa

a/ Rogzitetlen anyagon végzett kisérletek

Annak érdekében, hogy a kiilonbdzd f£ixadlé anya-
goknak enzimre és strukturdra gyakorolt kédrosité ha-
t4sét elkeriiljiik, kézenfekvs megoldésnak latszana a
rogzitetlen anyag haszndlata. Ami a régzités proble-
matikéjét illeti, ez lenne az idedlis éallapot. Az
"jdedlis é4llapot" azonban més tudoménydgak kisérletei-
ben is elérhetetlen; igy ez a hisztokémidban, és flleg



az elektronhisztokémidban is csak megkdzelithets.
Szubmikroszképos vizsgdlatokndl ugyanis a rogzités
elkeriilhetetlen, mert a szdvet elhalédsa utidn azonnal
jelentkezd bomléasi folyamatok fautolizis/ olyan el-
védltozédsokat okozndnak, hogy az igen megnehezitené
a kapott képeken a tajékozbédést. Ha viszont az ided-
lis éllapot elérhetetlen, akkor arra kell térekedniink,
hogy minél kozelebb keriilhessiink hozzé, vagyis olyan
rogzitési médot kell alkalmazni, amely az enzimakti-
vitds vonatkozésédban a legkisebb destrukecidét okozza,
és amelynek segitségével viszonylag tokéletesen meg-
tartott alapszerkezet nyerhetd.

Amennyiben az elektronhisztokémidban a rdgzi-
tés elkerilhetetlen, ugy felmeril a kérdés, vajon
mi a célja a nativ anyagon valdé kisérletezéseknek?
Itt els8sorban arra szerettink volna védlaszt kapni,
hogy mennyiben jogos a fénymikroszképidban az idegen-
kedés a rogzitetlen anyagok haszndlatatél, és hogyan
értékelheték az ilymédon nyert képek. A friss-fagyasz-
tott anyaggal végzett munkdk eredményei felhasznélha-
t6k tovadbbad a diffuzié, az aspecifikus fémkotbdés stb.
kérdéseivel kapcsolatban is.

Rogzitetlen anyagban mér sokan kimutattak alka-
1likus foszfatéz-aktivitdst: EGER 1950, BRANDES és
ELSTON 1950, BURGOS, DEANE és KARNOVSKY 1955, MAENGWYN-
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DAVIES és FRIEDENWALD 1950, RICHTERICH 1952, ROMANUL
és BANNISTER 1962, WACHSTEIN 1955, WACHSTEIN és MEISEL
1957, stb. Ezen prébdlkozésok eredménnyel jartak és
tobben megemlitik, hogy nativ anyag hasznédlata alkal-
méval lehet a legjobb eredményeket elérni. Ett8l fiig-
getlenil kialakult egy olyan nézet, amely szerint az
alkalikus foszfatédz kis molekuldju enzim lévén, hajla-
mos a diffuziéra, és csak a kellben eldkezelt /rigzi-
tett/ anyagokon végzett kisérletek vezethetnek ered-
ményre /WEGMANN 1966/.

A kérdés tisztézésa érdekében friss fagyasztott
anyaggal végeztiink kisérleteket. Patkény-vékonybélbsl
és nagyagykéregbdl kriosztétos metszeteket készitet-
tlink, és azokat felszéritds nélkiil - tehat fizikai
rogzités sem volt! - inkubdltuk a Goméri-féle glicero-
foszfat-kalciumos oldatban, majd 6lommal lecseréltik
a kalciumot, és igy vizsgdltuk az enzim lokalizdcid-
jat /1-2, ébra/. Az inkubdlédst szobahémérsékleten és
jél zaré ilivegedényekben végeztiik; ezéltal sikeriilt el-
kerilni az inkubdlé oldat parolgésat /bekoncentraléd—
dédsét/. Igy tisztabb feliiletli metszeteket kaptunk.

Vizsgélataink alapjén kitiinik, hogy a nem—-speci-
fikus alkalikus foszfatdz ilyen koriilmények kozott is
t8kéletesen kimutathaté. A szilkkségesnél hosszabb in-
kubdlési 1d8 esetében természetesen felléphetnek dif-
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fuziés mitermékek, viszont ezek jél rdgzitett anya-
gokon is észlelhetdk tulinkubdlés alkalméval. A
sziikséges inkubdlési id6 nagymértékben lecsdkken,
ami érthetd, mert az enzim szinte szdz szédzalékban
Jjelen van, és igy nagyobb aktivitést képvisel.

/A nagyobb aktivitédsu helyek DANIELLI /1946/ sze-
rint rovidebb idé alatt reagdlnak; a kiilonbdzd elé-
kezelések utdn az enzim kisebb-nagyobb karosodist
szenved, amely elérheti a 80-90 %~ot is, aminek
kdvetkeztében hosszabb inkubdlési iddét igényelhet./
Diffuziét, magreakcidt, vagy més aspecifikus festd-
dést nem észleltiink.

b/ A rdgzité—oldat pH-jénak hatdsa az enzim-

reakcidra

Szamtalan vizsgédlat tortént annak megéllapita-
séra, milyen hatéssal vannak az enzimreakciéra a
kiilonbdz8 eldkezelési procedurdk, igy: a fix4lé anyaga,
hémérséklete, a fixdlas idétartama. Kisérleteket vé-
geztek arra vonatkozéan is, hogy a reakcidé eldtt al-
kalmazott kationok és anionok milyen hatést gyakorol-
nak az enzimre /FREIMAN 1956, 1962/. A rogzitd pH-
jénak esetleges hatdsét viszont - tudomésom szerint -
nem vizsgélta senki. A kérdés felveiése indokolt,
mert az enzimreakeidék nagy tobbségénél a fixdlés és
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az enzim miik6désének optimdlis pH-ja nem esik egybe.
Igy az alkalikus foszfatédzndl sem, ahol az inkubdléds
pH 7,8 - 9 ko6zott, a fixdléds pedig pH 7 - 7,6 mellett
torténik. Amennyiben tehdt a reakcié kivitelénél a pH
lényeges faktor, ugy valészinii, hogy a régzitésnél al-
kalmazott pH is befolyésolhatja az eredményeket. Ter-
mészetesen a pH hatésa sokszorta kisebb mértéki az
enzim-fehérjére, mint amilyen mértékii lehet az enzim
aktivitédséra. A kérdés csak az, vajon a pH valtoztatéa-
sénak ez a hatédsa a rogzités alkalmaval mennyiben ész-
lelhetd hisztokémiailag. Ennek elddntésére kisérlete-
ket végeztiink patkdny-vesén és -mdjon. 4 %—os forma-
1inbél sorozatot készitettiink pH 7,25, 8,18 és 9,16
mellett. A pH bedllitdsa Michaelis-puffer /PEARSE
1961/ segitségével tortént. Két éréds rdgzités utén
elvégeztilk a Gomori-féle enzimreakcidt. A vese eseté-
ben nem taldltunk kiildnbséget sem a lokalizécié, sem-
pedig az intenzitéds tekintetében. A mdj vizsgdlatakor
ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy meglepden nagy
kiilénbségek vannak a lokalizéciét illetden a kildn-
b6z8 pH mellett rdégzitett anyagoknédl. A pH = 7,25-nél
régzitett anyagokndl a sejtmagok, pH = 8,18-ndl a
sinusok, a pH = 9,16-ndl rogzitetteknél pedig az epe-

kapilldrisok és a sinusok egy része mutatott reakecidt.
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A kisérletek t0bbszdri megismétlése utdn azonban
kitiint, hogy ezen lokalizéciés kiilénbségek csak rész~
ben erednek a fixilé anyag pH-jénak valtozbtatésdbdl.
Bar az esetek tdbbségében az eldbb emlitett kiildnbsé-
gek voltak észlelhetdk, sok esetben mindhdrom pH mel-
lett az epekapilléarisok reagaltak, sé6t az is eléfor-
dult, hogy egyédltalén nem kaptunk semmiféle reakcidt.
A médj alkalikus foszfatdz-aktivitésénak kimutatésa
ugyanis elég labilis a GOomdéri-mdédszerrel, ami nem a
médszer haszndlhatatlansdgdbol ered, hanem onnan, hogy
a kimutatéds sikere nagymértékben filigg a madj funkciondé-
lis &llapotédtél. HOLMGREEN /1950/ tapasztalatai sze-
rint a mdjban a foszfatdz-aktivitéds napszakonként val-
tozik. Béar minket a dolog metodikai része foglalkozta-
tott inkébb, kisérleteket végeztiink arra vonatkozdlag
is, melyik napszakban, milyen mindségii étkeztetés mel-
lett, vagy, éppenséggel éheztetés alkalméaval lehet-e a
médjon a kimutatédst standardizédlni. A napszakonkénti
vizsgidlat és a kiildonbozd mindségii étrendek mellett sem
tudtuk a patkédny-mijban a kimutatdst minden esetben
sikeresen végrehajtani. Tényként &allapithaté meg vi-
szont az, hogy éheztetés hatéaséra az epekapillarisok
kitégultak.

Tapasztalataink szerint tehdt a régzitd oldat
pH~-ja bizonyos hatérok kozdétt nem befolydsolja az en-—
zim lokalizéciéjét és aktivitédsdt hisztokémiailag ész-
lelhetd médon. A méjndl tapasztalt lokalizdciés kiildnb-
ségek nem irhaték sem a kiilonbozd pH, sem pedig a meto-
dika rovéséra. E kérdések végleges megoldésa csupén
biokémiai és hisztokémiai médszerek egylittes alkalma-

zésdval lesz lehetséges.
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¢/ A fixdl6 anyag megvélasztéisa

A rogzité anyagédt mindig az alkalmazott metszet-
készitési technika hatérozta meg. A paraffinos metsze-
tek korszakéban az alkohol- és aceton-rdgzités volt a
leghasznélatosabbj; ennek szinte egyenes folytatdsaként
kévetkezett a bedgyazds. Késébb, amikor a fagyasztott
metszetek hasznalata keriilt elétérbe, akkor - mivel
az alkohol vagy aceton utédn az anyag nagyon rosszul
fagyaszthaté - a formalinos fixdléds létszott célra-
vezet8bbnek. Az utébbi idékben a fizikai fixd4lé méd-
szerek haszndlata valt divatosséd. Feltiind, milyen szé-
les skalédjét alkalmaztdk a rogzitd szereknek ezzel az
enzimmel kapcsolatban, és a legegyszeriibbtdél, a rdg-
zitetlen anyag hasznidlatatél mennyire idegenkedtek
és idegenkednek ma is. Ennek oka valésziniileg az,
hogy a legtobben tulzott jelentdséget tulajdonitot-
tak a diffuzidénak, mint a mitermékképzddés lehetdsé-
gének. Ezek utédn szinte természetes, hogy egymas—
utan sziilettek /"a diffuzié elleni kiizdelem" jegyé-
ben/ a fixdlas és a reakcid kivitelével kapcsolatos
médositésok.

Annél nagyobb gondot okoz a fixélas az elektron-
hisztokémidban. Eleinte az elektronmikroszképidban

egyébként jé61 bevalt osmiumot alkalmaztak. BARRNETT
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és TICE /1963/ szerint osmium elérdgzités utén, blokk-
fixédlds esetében létrejon egy kiilsé tulfixdlt réteg
/enzimaktivitds itt mér nem mutathaté ki/, egy kézépsd
optiméalisan rdgziilt, enzimaktiv rész, és egy belss
fixélatlan réteg, amely szintén aktiv. Amennyiben ez
igaz, ugy tdg lehetdség nyilik arra, hogy kiildnbszé
hibéds végeredményeket kapjunk, ugymint hamis pozitiv
és hamis negativ reakcidét, valamint az aspecifikusan
k6t6d6 fém altal okozott miitermékeket /az ilyen fém~
kot6dés csak fixdlatlan teriileteken jon létre, és
csak elektronnikroszképos szinten okoz komoly prob-
lémat/. Az eredmény tehét végsd soron attdl fligg,
hogy a blokk melyik része kerilt beédgyazésra. E kér-
déssel kapcsolatosan végzett kisérleteink menetét a
tdblézat mutatja. Eredményeink alapjén az elsd és
legfontosabb észlelés, hogy az osmium mar egy perc
alatt is komoly enzimdestrukciét okoz, hosszabb id6
utén pedig teljesen inaktival. Ugyanezt tapasztalta
HUGON és BURGERS /1966/ is. Mérpedig, még kis blok-
kok esetében is, a normélis rogzitéshez legalédbb tiz
perc sziikséges, amely idd alatt viszont az enzim
szinte teljesen inaktivédlédik. Az osmiumos rdgzités
utén az aspecifikus fémk&t8dés hasonlé, ha nem na-
gyobb, mint a friss-fagyasztott anyagok esetében. A
formalin-fixdlis utan aspecifikus 6lomk&tddés nem



v B -

l. tédblézat

Fixalés - Inkubdlés Anyag Eredmény

. 3 Patkény vese, Aspecifikus
1 %—o0s osmium 5 1 %-o0s 6lomnitrét agy ’ Pémkat6dss

Részleges

inaktivals-

déas

1 %-o0s osmium 8? Goéméri-mixtura Patkany vese Kozel teljes
inaktivalé~
dés

1l %—-o0s osmium 15* Géméri-mixtura Patkdny vese Teljes in-

aktivélédas

1l %~o0s osmium 1° Gomdri-mixtura Patkény vese

4 %-o0s formalin Patkény vese, Aspecifikus

1 %—-os 6lomnitrét

2 6ra nédj, agy fénkotodés
nem volt
Friss- . i Patkény vese, Aspecifikus
fagyasztott 1 %—os 6lomnitrat agy, maj y 6lomkstbédés

volt észlelhetf. Ezek utdn valédsziniinek léatszik, hogy
az osmium lényegbevégdan mas Jellegi rogzitést ad,
mint a formalin; osmium-fixdléds utédn az anyag az aspe-
cifikus 6lomkdtddést illetben ugy viselkedik, mint a
fixélatlan anyag. Ugy létszik tehéat, hogy a BARRNETT
és TICE 4ltal feltételezett, kiilonbozd mértékben fixé-
l6dott rétegek koziil valéjdban csak kettd létezik: egy

f£ix8lt, inaktiv, és egy rogzitetlen, aktiv réteg.

Ezen kisérletek elvégzése utén arra a kdvetkez—-

tetésre jutottunk, hogy az osmiumos eldrogzités minden-

képpen keriilend8. /Ujabban més enzimek, pl. cholin-
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esterase elektronmikroszképos kimutatisénél is hasz-
ndljék az osmiumot, mint el8régzitét /BARRNETT 1962/.
Az osmiumos prefixdlés itt is az 6lomnak a membrénok-
hoz valé aspecifikus kotédését okozza, és az enzimmii-
kodésnek tulajdonitott reakcié is inkébb osmium-okozta
6lomaffinitas eredményének tekinthetd!/

Az aspecifikus fémk6tédés mértéke jelentdsen
fligg az alkalmazott technikatél. A kozvetett kapcso-
lésos eljardsok esetében ugyanis lényegesen kisebb a
veszélye annsk, hogy a helyteleniil rogzitett részeken
az alkalmazott nehézfém bekdétdédjék, hiszen itt csak
2-3% percig van kapcsolatban a metszet a nehézfém-
oldattal. Ezzel szemben a direkt kapcsolédsos médsze~
reknél az inkubidlés ideje alatt kezdett8l fogva a ne-
hézfém oldatéban van az anyag, tehdt lényegesen na-
gyobb a veszélye annak, hogy az osmiun-rogzitett,
vagy a kevésbé jél1 rogzitett terileteken miutermék-—
jellegii festédés keletkezzék.

Az irodalmi adatok szerint és sajat vizsgdlataink
alapjén azt mondhatjuk, hogy a legmegfeleldbb rogzités
mind fény-, mind elektronmikroszképos célokra a pH 7,4~
7,8-ra pufferezett formalin; esetenként a formalin és
a glutdraldehid keverékének haszndlatéval szintén jé
eredmények érhetdk el.

A rogzités kivitelére két médozat kinalkoziks

az immerziés és a perfuziés fixdlasi technika. TOEbb

szerzb szerint a perfuziés médszerrel jobb eredmények



nyerheték. Ezzel kapcsolatban fénymikroszképos vizs—
gélatokat végeztiink /3-6. dbra/. Glutdraldehides per—
fuzié utédn vizsgdltuk az alkalikus foszfatdz lokali-
zéciéjat. FPénymikroszképosan nem taldltunk kiilénbsé-—
get a kétféle mbédon fixalt anyag kozdtt. Perfuzids
rogzités utén viszont meg kellett nyujtani az inku-
bédlési iddket; valésziniileg azért, mert a perfuziés
fixdlés lényegesen erlsebb, hatésosabb, mint az im-
merzids.

A perfuziés fixaléds nagy elbénye, hogy uténa az
anyag kivagdsa sokkal konnyebb; a megfeleld teriile-
tet a fixdlt anyagon sokkal nyugodtabban megkereshet-
jik. Kiboncolhatjuk, mivel nem fenyeget annak a ve-
szélye, hogy idd8kGzben megindul az alapszerkezetet
kédrosité bomlési folyamat. Azokban az esetekben, ami-
kor a megfeleld teriiletrész kivagéasa nem okoz problé-
mét, célszeriibb az immerziés technika alkalmazésaj
id8éveszteséggel nem jar a perfuziéval szemben, és -
nem utolsé sorban - lényegesen egyszeribb a kivite-
lezése. Mindkét esetben az é4llat haldla utéan gyakor-
latilag azonos id8 mulva kerilil kapcsolatba a felhasz-
nélésra keriild szovet a fix4lé anyaggal. Munkénk fo-
lyamén inké&bb az immerziés technikat részesitettik

eldényben.
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3, &abra. Patkény-vese. Perfuziés rogzités, glutér-
aldehid. GOmdri-médszer. Inkubdcié 50 perc.
Reakecié a kefeszegélyben. x 500.
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4, ébra. Patkény-szivizom, Médszer u.a. mint a 3. ébra.
Reakecié a kapillarisokban. x 500.
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5. ébra. Patkany-nagyagykéreg. Glutdraldehides perfu-
zibés fixélés. GomOri-médszer. Inkubdléas 4o
percig. A kapillérisok mutatnak reakciét.

x 18o.
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6. dbra. U.a. mint az 5. abra. A nyil egy endothel-
se jtmagra mutat. x 1200,
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2. Az elektrondenz fém kivalasztisa

Az elektronhisztokémiai vizsgédlatok esetében az
osmiumos ut6fixdlés elkeriilhetetlen. Bzesetben viszont
szémolni kell az osmium kdzismert dekolorizélé hatéasa-—
val, amelynek kovetkeztében a képzdddtt reakcid-végter—
mék kioldédik a metszetbdl, ami hibéds negativ eredmé-
nyekre vezethet., Az osmiumnak a posztfixdlés alkalmé-
val jelentkezd kérosité hatédsédt ma mér eredményesen ki
tudjuk védeni. Igen hatasosnak bizonyult ezen cél érde-
kében a direkt kapcsolésos eljérds alkalmazésa. Felté-
telezhetd, hogy priméren lényegesen stabilabban koté-
dik a fém, mint mésodlagosan, és igy az a késdbbiekben
hatésosabban ellen tud 4llni az osmium dekolorizéld
hatésénak. /Emellett a direkt kapcsoléssal el lehet
keriilni a kozvetett kapcsolésos eljéréasok egyik, a
kalcium és az 6lom kicserélddésének tdkéletlen volté—
b61 addédsé hibdjat. Igen sokszor eldéfordul ugyanis,hogy
ezen kicserélddés nem teljes, tehdt nem minden kalcium-
ion helyettesitédik 6lom-ionnal, ami koénnyen hamis ne-
gativ reakciéhoz vezethet./ Nagymértékben csokkenti
a dekolorizécibé veszélyét a BENNETT és LUFT /1959/
4l1tal javasolt kollidines osmium hasznalata, amikoris
0,2 Mos kollidin-oldat és 2 %-os osmium-oldat 331
arédnyu keverékében végezziik az utérogzitést.

Ezek alapjén a direkt kapcsoldsos eljérésok al-
kalmazisa eldényosebb. Itt azonban ujabb problémékkal
kell szembenézniink. Ebben az esetben ugyanis - a meg-
feleld denzitéssal rendelkezd és fénymikroszképosan
is léthat6vé tehetd - fém-ionnak az inkubélé oldat-

ban kell jelen lennie, melynek kdvetkeztében széamol~
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nunk kell a nehézfém és az inkubdlé oldat egyes kom~
ponenseinek egymésra gyakorolt hatésaval.

Az alkalikus foszfatdz szubmikroszképos kimuta-
tésakor, a direkt kapcsolédsos eljdréas alkalmazésa
esetében a kovetkezd nehézfémek haszndlata johetett
szamitésba: Pb*", co*", Ba', Ag*. A leggyakrabban
hasznéalt fém ezek kSzﬁl az 6lom; az 6lom jelenléte
azonban kiildénb6z6 problémékat vet fel. lMeglehetdsen
nagy befolyédsa van az eredményekre az 6lom-sd tisz-
tasdgi fokédnak. A tisztaségi foktél filiggetleniil el-
térd eredményekre vezethet a kiilonbozd cégek altal
elddllitott készitmények hasznédlata /szennyezések?/.
Tovébbi problémét okoz, hogy az 6lom rendkivil ér-
zékeny a hisztokémiai laboratériumokban gyakran je-
lenlévé kénhidrogén-glzokre. Ilyenkor az inkubdléd
oldat hamar megzavarosodik, és a metszetek felliletén
szennyez8dés rakédik le. Ennek elkeriilése érdekében
célszerii az inkubdlést és a szulfidozést kiildon helyi-
ségben végezni. A legnagyobb nehézséget az inkubald
oldat lugos pH-ja okozzaj; az 6lom ugyanis lugos ko-
riilmények k6zott eléggé korldtozott mértéki koncentri-
ciéban marad csak oldatban. /Ez a koncentricié filigg
egyrészt az 6lom, mdsrészt a szubsztrdt mindségétdl,
de az alkalmazott lugosité anyagtél is./ Az inkubalé

oldat pontos 6lom-koncentrdciéjat nem tudjuk megha-
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térozni, mert az oldat-készitésnél mindig képzddik
kisebb-nagyobb mennyiségli csapadék, amely részben

a lugos pH-nak, részben pedig a szubsztrit esetle-
ges bomlésa kévetkeztében jelenlévd foszforsavnak
készonhetd., lgy az 6lom bizonyos részét kénytelenek
vagyunk 6lomfoszfét vagy 6lomhidroxid forméjdban ki-
sziirni. Az inkubdlé oldat készitésénél tehdt, a fent-
emlitett szempontokat figyelembe véve, az S6lomnitré-
tot mindig foldslegben alkalmazzuk, Attél filiggetle-
nil, hogy az adott lugos pH mellett az é6lomnak ugyis
csak egy bizonyos kiiszobértéknyi mennyisége marad ol-
datban /tapasztalat szerint ez elegend$ a megfeleld
eredmények eléréséhez/, gondolnunk kell arra, hogy a
szubsztrét esetleges bomléstermékeivel vald reagédliés
/csapadék-képz8dés/ utédn legalépb ennek a kiiszdbér-
téknek megfeleld mennyiségi 6lom meg is maradjon az
inkubdlé oldatban.

Az 6lom hasznédlaténak ilyen koriilményes volta
késztetett benniinket arra, hogy més fémek alkalmazé-
sdval is kisérletezziink. Ebbll a szempontbdl az alka-
likus foszfatéz kimutatéséndl legeldszor hasznilt fé-
meket, a kobaltot és ezilistét prébaltuk ki.

Az eziisttel kapcsolatban hamarosan kiderilt,
hogy teljesen alkalmatlan elektronhisztokémiai célok-
ra a direkt kapcsolésos eljérasok alkalmazdsakor. Lu-
gos pH mellett az eziist teljes mértékben kicsapddik;



kizérélag az amméniumhidroxiddal alkotott komplexe
tarthaté oldatban lugos korilmények kozott. Ez a
vegyllet viszont eleve olyan magas pH értéket ad,
hogy a szubmikroszképos strukturédk épen maradéasira
nem lehetett szamitani., Mindezek mellett az eziist
k6t6dése az ammbénids komplexben sokkal erdsebb, mint
az ezlist és a foszfat-gydk koz6tti kapcsolat, s igy
az eziistnek a komplexbdl valbd felszabaditdsa foszféat-
ionok hatéséra nem torténhet meg. Ilyen kdriilmgnyek
k6zott az ezilist még fénymikroszképosan sem volt al-
kalmazhaté *. |

A Xkobalt ezzel szemben igen Jjél tiri az alka-~
likus pH~t és maradéktalanul oldatban marad ilyen
kSriilmények kozott. Denzitésa is megfeleld mértékii.
A kobaltos inkubdlé oldat kristdlytiszta marad. A
felszabaduld foszfét gydkkel lereagdl: kobaltfoszfét
forméjadban kicsapédik. Sajnos, a kobalt direkt kap-
csoldsos forméban mar fénymikroszképos szinten sem
hasznédlhaté. Alkalmatlanségénak oka ugyanaz, mint azt
mér az utékapcsolésos eljardsoknal is emlitettiik: mag-

fest6dést eredményez.

X _ N
Utékapesoldsos formdoan /MOFFAT 1958/ az ezlst

hasznédlhaté fénymikroszképos szintenl



- 51 -

A bérium is jél oldatban marad lugos pH mel-
lett, denzitédsa igen magas, fénymikroszképosan hasz-
nélhaté /reagense a rodizonét, amellyel szines csa-
padékot ad/. Ennek ellenére direkt kapcsolédsos mbd-
szerben nem tudtuk hasznélni: mér fénymikroszképosan
sem kaptunk vele eredményt. Ismerve azt, hogy a ba-
rium és a rodizondt reakciéja nem ad mindig jé6l lo-
kalizédlhaté végterméket, kisérleteket végeztiink ar-
ra vonatkozbéan, vajon a barium egyadltalédn lereagil-e
a hidrofoszfét-gyckkel. Amennyiben lereagdl, de a
rodizonédttal nem festddik kellden, ugy elektronmikro-
szképban még mindig észlelni lehetne a barium jelen~-
1étét. Elektronmikroszképos vizsgédlataink alapjén
azonban azt a kovetkeztetést kell levonnunk, hogy a
bérium egyédltalén nem hajlandé reagédlni a felszaba-
dulé foszfit-gydokkel a szimultédn kapcsolédsos mbdszer
korilményei kozott.

A kiildnbozd fémekkel végzett kisérletek vila-
gosan bebizonyitotték, hogy csak az 6lom haszndlhaté
kdzvetlen kapcsoléds esetében, ami egyben jelenti aszt
is, hogy véllalni kell az ezzel Jjaré nehézségeket.
Ha tehét megfeleld eredményeket akarunk kapni, ugy
kelld elbvigydzatossédggal kell a reakcié kdértilményeit
megvélasztani, az 6lom-ionok oldatban-tartéasa miatti

nehézségeket és az esetleges miitermék-képzbdés veszé-

lyeit figyelembe véve.
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3. Az inkubdléds kivitele; az 6lomfoszfit

dtalakitésa 6lomszulfiddé

Szubsztratként minden esetben MERCK-gydrtmanyu
p.a. Na-b-glicerofoszfatot alkalmaztunk. A pH-t p.a.
minéségii Na-verondllal 7,8-ra &llitottuk be. Aktivé-
tort nem alkalmaztunk., > A megfeleld tisztasdgu 6lom-
nitrédtot mindig legutoljéara, cseppenként vittik agz
inkubé&ldé oldatba, annak razogatédsa kézben. Amennyi-
ben a vegyszerek megfeleld tisztasaguak voltak, ugy
az inkubdlé oldat legfeljebb enyhe opaleszkélast mu~-
tat. Az oldatot hasznélat ellétt szilirépapiron atsziir-
tik. Az inkubdlést szobahlmérsékleten végeztik; igy
elkeriilheté az inkubdlé oldat betdményedése, és az
ennek kdvetkeztében létrejovdé zavarosodéds. /Ha ez
bekdvetkezik - pl. magasabb hémérsékleten! -, ugy
a bekorcentrédlédés kovetkeztében lecsapddd olom-~
hidroxid a metszetek feliiletére rakédik; ami azokat
gyakorlatilag hasznédlhatatlannd teszi./ A laboraté-
riumban esetleg Jjelenlévd kénhidrogén-gbzdk szennye-

z86 hatésénak elkeriilése érdekében az inkubdlést zért

edényben végeztik.

%
Fénymikroszképosan semmi kiilonbséget nem mutattak

az aktivétorral és az anélkiil kapott eredmények.
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A direkt kapcsolédsos médszereknél az inkubélés
utédn az enzimaktiv teriileteken midr élomfoszfét csapa-
dék van. A fénymikroszképos észlelhetbség érdekében
ezt szines csapadékkd kell atalakitani, esetiinkben
fekete 6lomszulfidda. Az elektronhisztokéhiéban a csa-
padék denzitdsa biztositja az enzimaktivités észlel-
hetéségét; ezért itt felvetddik a szulfidozds elha-
gyésénak lehetbsége /az elektrondenz végtermék még a
reakcié elsd lépésében kicsapbédik az aktiv terilete-
ken/. Sajnos, a szulfidozds elhagydsa esetén az osmium-
utérdgzités teljes dekolorizacidét okoz: az 6lomfoszféat
nem mutat semmiféle ellenéllést az osmium kérosité ha-
téséval szemben, s mar néhdny perces rdgzités utan
teljesen kioldodik. Ezzel szemben az 6lomszulfid elég
jél tiri az osmiumos utékezelést, kilonosen direkt
kapcsoldsos eljards és kollidin-osmiumos utéfixélés
esetében. A szulfidozés legeggszeriibb médja a fény-
mikroszképidban hasznédlatos hig nétriumszulfidos vagy
amméniumpoliszulfidos kezelés. Az igy nyert képek
fénymikroszképosan kielégitbek. Ha viszont ezeket a
metszeteket szubmikroszképos szinten vizsgéljuk, ki-
tiinik, hogy az erésen lugos ammoniumszulfid az alap-
szerkezetet teljesen destrudlja /7., ébra/.

Az alapszerkezet védelmének érdekében sziikségessé

valt a szulfidozéds médjénak megvaltoztatésa. Olyan kén-



7. 8bra. Patkény-vese. GOmdri-reakcid, kozvetlen
kapcsolédsos eljérds 6lom-ionokkal. Amménium-—
poliszulridos atalakitds. Az enzimreakcié
lokalizéciéja helyes: a reakcibé-végtermék a
mikrobolyhok koézott foglal helyet. A poli-
szulfid azonban teljesen tonkretette az
alapszerkezetet. lV: mikrovillusok; Cy: cyto-
plasma. x 16,000.

hidrogénes vagy szulfidos oldatot kellett elballita-

ni, amelynek pH-ja kdzel van a neutrélis ponthoz, de

emellett elegendd kén—-iont tartalmaz ahhoz, hogy az
dtalakitas tokéletes legyen. A cél elérésére tobbféle

médszerrel kisérleteztiink.

1. Kipp-késziilékben vasszulfidb6él és sbésavbbél
el88llitott kénhidrogént hasznédltunk, amelyet vagy
az inkubdlt, kimosott és térgylemezre huzott metszet-
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re kozvetleniil réfuvattunk, illetve a keletkezett kén-—
hidrogént fiziolégiés sésvizben felfogtuk,és az atala-
kitést ebben a gdzzal telitett oldatban végeztiik. A
nascens kénhidrogén-géz és a kénhidrogénes viz pH-ja
kézel van a neutrdlis ponthoz, és igy nem jelent ve-
szélyt az alapstrukturéra. A Kipp-késziilék 41llandé
lizemben tartésa azonban meglehet8sen koriilményess;
emiatt le kellett mondanunk arrél, hogy a mindennapos

munkénkban ezt alkalmazzuk.

2. Sokkal koOnnyebben kivitelezhetd eljardast dol-
gozott ki LAZAR /1965/ a kéhhidrogén fejlesztésére.
A médszer lényege: 15 sulyrész ként, 7 sulyrész kova-
foldet és 25 sulyrész meleg paraffint Osszekeveriink;
teljes kihiilés eldtt kb 1 cm5 nagységu golyécskakat
formdlunk beldle, amelyeket azutdn a szilikségletnek
megfelelben barmikor felhasznédlhatunk. Haszndlatkor
egy—egy golyét kémcsbdben melegitiink, mikoris kénhidro-
gén-gdz fejlbédik., Az igy nyert gézt fiziolégids konyha-
sé~o0ldatban elnyeletjik, és a szulfidozédst ebben az
oldatban végezziik. Az oldat pH-ja kozel van a neutra-
1lis ponthoz, s igy minden kockézat nélkil alkalmaz-
hat6é elektronhisztokémial célokra is.

%, Intézetiinkben ujabban kidolgoztuk az amménium-
poliszulfid neutralizéldsat. A tomény oldatot 0,5 N

ecetsavval kézombositjiik; a kozombosités akkor teljes,
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amikor a szulfid sdtét sérga szine Aatcsap fehérbe.
Természetesen ez nagy mennyiségli kén kicsapbddasé-
val jér egylitt, de a maradék még mindig elegendd a
foszféat-gydk kvantitativ lecseréléséhez. Az oldatot
kozombosités utédn sziirjik vagy centrifugédljuk.

Ezen utébbi eljdréds alkalmazdsa létszott a
legeldnydsebbnek, mert kivitele rendkivil egyszeri

és a vele kapott képek megfeleld mindségliek.

4, A nem specifikus alkalikus foszfatéz fény-

mikroszképos kimutatdsa kiilonbdzd emlls

4llatok szoveteiben

Vizsgalati anyag:
Fehér patkény: vese, maj, vékonybél, pankreas,
nagyagykéreg, kisagy, szivizom,

ductus deferens, parotis.

Macska: vese, maj, vékonybél, pankreas,
nagyagykéreg, szivizom, kisagy,
uterus.

Kutya: vese, médj, vékonybél, pankreas,
nagyagykéreg, szivizom.

Az anyag kivétele az allatok elvéreztetése utéan

tortént.
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Rogzités 4 %—os neutrdlis formalinban 2 6ridig.
Inkubédléds a kiilonbdzd8 szdveteknél méds és mas idé-
tartammal, szobahdmérsékleten, a kovetkezd Ossze-
tételli oldatban tortént:

5 ml 1 %-os Na-b-glicerofoszfét,

2 ml 1 %-os élomnitrat,

2 ml 2 %-os Na-veronal.

Kimosés tdbbszdr valtott desztillélt vizben.
Szulfidozés neutrdlizélt amméniumpoliszulfid-oldatban.
Kimosds, majd lefedés kristdlyragasztoéval.
Fénymikroszképosan ezzel a mbédszerrel vizsgdltam a
kiilénboz86 édllati szovetekben a nem specifikus alka-

likus foszfatdz lokalizécidéjit /8-4o0. ébra/.

A kimutatési eljédréds Osszeédllitésédndl figye-
lembe vettilk az elvégzett kisérletek eredményeit, és
azok alapjén igyekeztlink az optimdlis reakcidémenetet

kidolgozni.

5. A fénymikroszképos kimutatés eredményei

A fenti médszerrel kapott eredményeket Ossze~
hasonlitottuk az irodalomban mér jél bevalt fény-
mikroszképos kimutatési eljérdsok segitségével ka-
pott képekkel, és ezdltal gybzddtiink meg a médszer

hasznédlhatésagdrél, Az irodalmi adatok és sajat vizs-—
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galati eredményeink alapjén megdllapithaté, hogy az
e médszerrel kapott eredmények a lokalizdciét ille-
t8en azonosak a mis médszerrel kapottakkal. Ezek
alapjdn a médszer nyugodtan haszndlhaté szubmikro-
szképos szinten. Aspecifikus reakcid vagy f£émkoéto-—
dés nem észlelheté: igy nem kell tartani a helytelen
lokalizdciétdél és a hamis pozitiv vagy negativ re-
akciotoél.

Eredményeink kiértékelése alapjén dalléast tudunk
foglalni a MOOG /1951/- és a MOE /1952/ -effektusokkal
kapcsolatban. A két szerzd 4ltal észlelt jelenség gya—
korlatilag azonos. Vékonybél-kutikula alkalikus foszfa-
tdzénak a GOmori-féle kobaltos médszerrel vald kimu-
tatdsakor azt tapasztaltdk, hogy ha a metszeteket a
sziikségesnél hosszabb ideig inkubaltédk, akkor a koz-
tudottan magas aktivitdsu kutikuléban neﬁ kaptak re-
akcidét, csak a sejtmag és a sejt bazdlis része festd-
dott. Ezen jelenség okéat MOE és MOOG az enzim, vagy
méds reakcidtermék diffundédlésdban latja. RUITER /1952/

szerint az effektus létrejdttéért a kimutatési méd-
szerben szerepld kobalt a felelds. A kobalt ugyanis
csak abban az esetben alkalmas a kimutatésra, ha a
reakcié folyamén keletkez8 kalciumfoszfét koncentréa-

ciéja egy meghatérozott kiiszbbérték alatt marad.



.-59...

8. ébra. Patkdny-vese. Inkubdcid 20 perc. A kanyarulatos

csatorndk kefeszegélye mutatja a reakcidt.
K: kivezetd csdvek. x 600,
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9. Abra. Patkény»méj.’lnkubécié 15 perc. Enzimaktivitéas
az epekapillérisokban. Jellemzlk az epekapil-
lédrisok vak végzddései /nyilak/. x 5o00.

lo., ébra. Patkény-vékonybél. Boholy-keresztmetszetek.
Inkubédcié lo perc. Aktivitéds a kutikuléban

/nyilak/. x 350.
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1. ébra. Patkény-pankreas. Inkubdcié 3o perc. Aktivitédst
csak az érkapillarisok mutatnak. x 500.

i

12, ébra. Patkdny-pankreas. Inkubdcié 30 perc. x lloo.



- 62 -

1%5. édbra. Patkény-nagyagykéreg. Inkubdcié 30 perc.
Aktivités a kapillarisokban. x 1l4o0.

14, ébra. Patkény-nagyagykéreg. Inkubdcidé 30 perc.
x lloo.
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15. dbra. Patkény-kisagy. Inkubécié 30 perc. Aktivités
léthaté a kéreg- és velballomany kapillirisai-
ban, a pia mater ereiben, a Purkinje-sejtek-
ben, a granuldris réteg egyes sejtjeiben és a
veldéllomanyban. M: stratum moleculare;

P: Purkinje-réteg; Gr: stratum granulosum;
V: vel6édllomany. x l4o.

AR &

.

16. ébra. Patkany-kisagy. Inkubdcié 3o perc.
Kapilléris-reakcié. x 600.



17. ébra. Patkény-parotis. Inkubdcidé 30 perc. Aktivitést
~  c¢sak az ér-kapillérisok mutatnak. x 500.

e
18, ébra. Patkény-szivizom. Inkubécié 4o perc. Aktiv
kapilléarisok. x lloo0.
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19. ébra. Patkdny-ductus deferens. Inkubdcié 30 perc.
Aktiv kapillérisok. x 500,

20, ébra. Patkdny-ductus deferens. Inkubdcié 30 perc.
A nyilak endothel sejtmagokra mutatnak, x lloo.
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21, ébra. Macska-vese. Inkubdcié 20 perc. A kanyarulatos
csatornék /nyilak/ kefeszegélye mellett akti-
vitédst mutatnak a glomerulusok /Gl/ is. x 520.

22, ébra. Macska-vese. Inkubéci6é 20 perc. A kanyarulatos
csatorndk kefeszegélye intenziv enzimaktivitast
mutat. x looo.



23, ébra. Macska-médj. Inkubécidé 15 perc. Az epe-
kapilléarisok mutatnak aktivitédst. x 520.

= : " x4 8 . :
24, 4bra. Macska-vékonybél. Inkubdacidé lo perc.

A kutikula aktiv; a bélbolyhok /B/ stroméja
nem mutat reakcidt. x 200,
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25. ébra, Macska-pankreas. Inkubdcié 30 perc. Jol

lédthaté, hogy csak a Langerhans-szigetek
aktivak /nyilak/. x 1l6o0.

26. ébra. Macska-pankreas. Inkubdcidé 30 perc. Nagyobb

nagyités mellett megfigyelhetd, hogy a Langerhans-
sziget egyes sejtjeil intenziv aktivitast mutatnak

/nyilak/, mig méas sejtek /csillaggal Jjeldlve/
jéformén inaktivak. x looo.
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27. ébra. Macska-nagyagykéreg. Inkubécié 30 perc.
Csiz a kapillarisok mutatnak aktivitéast.
x l4o.

28, édbra. Macska-nagyagykéreg. Inkubdcié %0 perc.
A nyilak endothel-sejtmagokra mutatnak.
x l1lleew,
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29, ébra. liacska-szivizom. Inkubdcié 45 perc. Enzim-—
aktivitédst a kapillarisok mutatnak. x 8o0o0.

" &

B / % & 3 o N

30. 4bra. Macska-szivizom. Inkubdcié 40 perc. x 2000,




31, &dbra.

;22 S ébra .
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Macska-kisagy. Inkubacié %0 perc. Enzim-

reakcié léthaté mind a molekuléris, mind-
pedig a granulédris rétegben elhelyezkedd

kapillarisokban, valamint kismértékben a

Purkinje-sejtekben és a granularis réteg

egyes sejtjeiben. M: stratum moleculare;

P: Purkinje-sejt; Gr: stratum granulosum.
x 1l60.

Macska-uterus. Inkubdcié 60 perc. Aktivités a
kapillérisok faléban talé&lhaté. x lloo.
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3%, &bra. Kutya-vese, Inkubédcié 20 perc. A kefeszegély
/nyilak/ mutat aktivitést. x Soo.

2
&

oo

5 "’ém&v ‘AJ tﬂ" L

34, dbra. Kutya-mé&j. Inkubdcié 15 perc. Az epekapillé-
risok rendelkeznek enzimaktivitédssal. x looo.
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35. ébra. Kutya-vékonybél, Inkubdcié lo perc.
A kutikula aktiv. B: bélbolyhok. x 200.

36, édbra. Kutya-pankreas. Inkubdcié 2o perc. 4 szekrécids
kapilléarisok /8/,a ductus intercalarisok /I1/,
valamint a nagyobb kivezetd csdvek /nyil/ mutat-
nak aktivitast. x 2oo,
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37. ébra. Kutya-nagyagykéreg. Inkubacié 30 perc.
A kapillarisok mutatnak reakciét. x l4o0.

28. ébra. Kutia—nagyagykéreg. Inkubéacidé 30 perc.
x lloo.
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29. ébra. Kutya-szivizom. Inkubdcié 40 perc. Aktivités
a kapillérisokban. x 70o0.

40, dbra, Kutya-szivizom. Inkubédcié 40 perc. Vvt: virds-
vértest a kapilléris lumenében. x 2000.



- 76 -

Mivel pedig a kutikula jelentls foszfatédz-aktivités—
sal rendelkezik, a kalciumfoszfét koncentriciéja
gyorsan a kritikus érték £61é emelkedik, s igy a
kalcium nem cserélédik le kobaltra. Mindez nem ész-
lelhets ezlist alkalmazésa esetében. KASTRIKIN /1965/
szerint a MOOG-effektus lényege az, hogy a kritikus
inkubédciés 1d6 eltelte utén a legmagasabb aktivité-
su helyeken, a szokvényos reakcidémenet esetén /ko-
balt- és szulfid-kezelés utédn/ nem kapunk reakciét,
jéllehet interferencia-mikroszkép segitségével a
csapadékképzbdés megfigyelheté. A hatds okait vizs-
gdlva megédllapitotta, hogy a reakcié folyaman két-
féle csapadék képzddésére van lehetdség. Keletkez-
het egyrészt hidroxiapatit /Cag/P04/6. Ca/0H/ 2/ »
mésrészt egy, KASTRIKIN &ltal "rendellenes"-nek ne-
vezett csapadék: Ca9/P04/6.2CaH204. A kalciumnak
kobalttal torténdé lecserélése csak abban a csapa-
dékban lehetséges, amelyben van olyan kalcium, a-
mely nincs kdzvetlen kapcsolatban a foszfattal. Te-
hét a lecserélés csak a hidroxiapatit csapadékban
lehetséges, mig a "rendellenes" csapadékban, ahol
minden kalcium-ion kdzvetlen kapcsolatban van a fosz-
fattal, ez a kicserélddés nem tud lejétszédni. A re-
akcié folyamén elészdr hidroxiapatit keletkezik, és

igy 1-5 percnyi inkubdléds utén még kapunk festdédést
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a kutikuléban; az inkubdldst tovabb folytatva vi-
szont mér a "rendellenes" csapadék keletkezik, a-
mely rarakédik az els8dlegesen keletkezett hidroxi-
apatitra, és igy megakaddlyozza a kalcium lecseré-
18dését. A "rendellmnes", tehédt nem apatit jellegi
csapadék képzdédését KASTRIKIN valamilyen fermenta-
tiv hatésnak tulajdonitja.

Noha KASTRIKIN nem tesz emlitést arra vonat-
kozbéan, hogy a kétféle csapadék hogyan viselkedik
més nehézfémekkel szemben, valéjéban az 8 eredményei-~
b8l is az a kivetkeztetés vonhatd le, hogy a MOOG-
effektus létrejottéért a kobaltos technika felelds.

Sajét vizsgédlataink soran, amennyiben a ko-
baltos metodikét alkalmaztuk, néhény perces inku-
bédlés utédn mi is észleltiik a MOOG-effektust. HEzzel
szemben 6lom hasznédlatakor sem a kdzvetlen, sem pe-
dig az utokapcsolédsos médszereknél nem tapasztal-
tuk a jelenség létrejottét. A szikségesnél hosszabb
ideig valé inkubdlds utén is csak a tulinkubéléas
szokvanyos jelei voltak léathaték. /Az aktiv helye-
ken a reakcid felerésadik, a lokalizécié eldurvul,
az esetleges diffuzié kdvetkeztében festddhetnek a
szbvetek nem aktiv részei is./ Tehédt RUYTER vizs-

gédlatal szerint az eziist, sajat megfigyeléseink sze-
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rint pedig az 6lom hasznédlata esetén kikiiszobdlhetd
a MOOG-effektus. Ezeket figyelembe véve, igen nagy
valészinisége van azon feltevésnek, hogy a hatés

létrejottének oka a kobaltos technika. Ez nem z#rja

ki annak a lehetdségét, hogy a csapadékképzidés a
KASTRIKIN 4ltal feltételezett médon térténik; ugy
latszik azonban, hogy a catt kicserélhetbségének

korlatozott volta kizardlag a kobaltra vonatkozik.

Erdekes megfigyelésrSl szémol be BOURNE /1944/,
aki az alkalikus foszfatédz lokalizéciéjét vizsgédlta
tengerimalac-vékonybélben., Azt tapasztalta, hogy a
kutikulédban a reakcidévégtermék bilaminédris elhelyez-
kedést mutat. Kés6bb DEANE és DAMPSEY /1945/, HEBERT
/1950/, MOE /1952/, JOHNSON és KUGLER /1953/, vala-
mint JOHNSON /1954/ a kiilonboz6 emlésdllatok vékony-—
belének vizsgédlatakor hasonld Jjelenséget észleltek.
A reakciévégterméknek ilyen Jjellegii elhelyezkedését
MOE és HEBERT diffuziés tényezbkkel magyardzza.
JOHNSON /1954/ szerint a bilaminédris lokalizécié a
reakecié utolséd lépésében /a szulfidozés alatt/ jon
létre, és kialakulésa az alkalmazott amméniumpoli-
szulfid mindéségétdl fiigg. Héromféle poliszulfid-
oldattal végzett kisérleteket, ugymint 1/ frissen
készitett /citromsdrga szinii, erdsen kénhidrogén-
szaguj 2/ régebbi, tobb napos oldattal /sététsdarga,
amménia-szagu/, valamint 3/ mesterségesen "oregitett"
oldattal. Az elsd két poliszulfiddal dolgozva, bila-
mindris reakciét kapott. A mesterségesen "Oregitett"
oldattal egységes reakciét kapott a kutikula teljes
szélességében.
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Vizsgdlataink folyamén, amelyeket a kutya,
macska és patkdny vékonybelén végeztiink, soha nem
észleltink a kutikulédban ilyen jellegii bilaminaris
lokalizéciét. Kisérleteket végeztink a kovetkezd
mindségii ammoniumpoliszulfid-oldatokkal:

1/ frissen készitett oldat l:lo arényban

higitva,

2/ tobb hénapos oldat l:lo aranyban higitva,

3/ Kipp-késziilékb8l nyert kénhidrogén a met-

szetre kozvetlenil réafuvatva,

4/ Kipp-késziilékbdl nyert kénhidrogén, elnye-
letve fiziolégids sb6oldatban,

5/ Lézér-féle eljérédssal nyert kénhidrogén,
elnyeletve fiziolégids sbéoldatban,

6/ frissen késziilt poliszulfid-oldat neutra-
lizé@lva ecetsavval,

7/ t6bb hénapos oldat neutralizédlva ecetsavval.

Mindegyik oldat alkalmazésakor a kutikula tel-
jes szélességében egyforma intenzitdsu reakcidt kap-
tunk. Az inkubdciés id8k meghosszabbitdsdval sem
kaptunk bilamindris reakciét, igy tehdt a diffuzids
faktor is kizarhaté. Véleményilink szerint a bilaminé-
ris lokalizécié és a MOOG-effektus szoros kapcsolat-
ban van egyméssal. Mindkét jelenséget a kobaltos
technika alkalmazésakor észlelték; a bilaminaris re-
akciét tehdt ugy tekinthetjiik, mint a kOOG-effektus
kezdeti szakaszéat. Minthogy sajat vizsgédlataink so-
rén az 6lmos technikédt alkalmaztuk, ennek megfele-
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18en nem észleltiik sem a MOOG-effektust, sem pedig a
bilamindris lokalizdciét X.

A kiilonbozd emlds allatok szlveteinek vizsgé-
latakor csak a macska-pankreas alkalikus foszfatdza-
nak kimutatésakor kaptunk az irodalomtél eltérd ered-
ményeket. Ezzel a kérdéssel kapcsolatban viszont az
irodalomban mér eddig is vita folyt. GOMORI /1941/,
valamint GROSSMAN és WANG /1951/ szerint a macska-—
pankreas egyéltalédn nem rendelkezik foszfatéz-akti-
vitédssal. Ezzel szemben WANG és GROSSMAN /1949/ a
macska-pankreas kapilléarisaiban és a ductus inter-
calarisokban talédlt reakcidét. Mi a Langerhans-szige-
tek egyes sejtjeiben taldltunk reakcidét. Mivel a szi-
get sejtjeinek tdbbsége reagdl, feltételezhetd, hogy

X A "pilamindris reakeidé" ultrastrukturidlis szinten
gyakorlatilag egyéltalédn nem értelmezhetd. A kuti-
kula mikrovillusai kozott nem taléalhaté olyan
elektronmikroszképos rétegezettség, mely az inter-
villosus térben elhelyezkedd alkalikus foszfatéaz
rétegezett reakcidjidért feleldssé volna tehetd.

A "pilamindris reakciét™ tehdt minden bizonnyal a
hisztokémiai artefaktumok csoportjéba kell sorol-
nunk.



- 8] -

a beta-sejtek adjédk a reakcidét. Tovédbbi vizsgdlatok
hivatottak tisztédzni azt, hogy az‘alkalikus foszfatéz-
aktivitds és a beta-sejtek miikkédése hogyan hozhaté
kapcsolatba egyméssal.

6. A nem specifikus alkalikus foszfatéz

elektronmikroszképos kimutatésa

Vizsgdlati anyag:

Patkény-vese, maj, nagyagykéreg, szivizom,
pankreas.

Rogzités:

Bar fénymikroszképos vizsgdlataink sorédn a
formalinos és a glutéraldehides rdgzités utén azo-
nos eredményeket kaptunk, a kétféle rdgzitd anyag
hasznalata nem vezet feltétleniil azonos eredmények-
re szubmikroszképos szinten. A kérdés tisztédzédsira
vizsgédlatokat végeztiink formalinban és glutédralde-

hidben rogzitett anyagokon.

a/ 4 %-os formalin pH 7,4-re bedllitva kakodi-
14t puffer segitségével, 2 ora /41-47, dbra/.

b/ Formaldehid és glutéraldehid keveréke pH
7,4-re bedllitva kakodilattal, KARNOVSKY
/1965/ szerint, 2 6ra /48-56. ébra/.

Inkubédcié: Azonos a fénymikroszképos moédszernél leirt
médon /57. oldal/.
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A reakcidé lefolytatédsa utén szokviényos médon
szulfidozott metszeteket kollidines /2,4,6 trimetil-
piridin/ osmium-oldatban utéfixdltuk 3p percig /75 %
0,2 M-os kollidin, 25 % 2 %-o0s osmium/. Az uté6fixdlt
anyagokat dehidréltuk, majd Durenpanba &agyaztuk.
Metszeteket Reichert—ultramikrotommal készitettiink.
Kontrasztfestés REYNOLDS /1963/ szerint tértént.

Az ultrametszeteket TESLA 242 D asztali elektron-
mikroszkép segitségével vizsgaltuk a Jézsef Attila
Tudoményegyetem Elektronmikroszkép-Laboratériumdban
/41-56. &bra/.

7, Az elektronmikroszképos kimutatés eredményei

Vizsgédlataink alapjén kitiint, hogy a direkt-
kapcsokdsos /6lmos/ mbédszer alkalmas az elektron-
mikroszképos megfigyelésekre is. Aspecifikus membran-
festédést, amely -~ irodalmi adatok szerint - az os-
miumos eldéfixélés utén igen gyakran taldlhaté, nem
észleltiink. Az enzim-lokalizdciét illetden eredmé-

nyeink azonosak az irodalmi adatokkal.

Elektronhisztokémiai vizsgédlati eredményeinket
dsszehasonlitva a kdzvetett kapcsolésos médszerek
alkalmazésa alapjén lesziirt irodalmi adatokkal, meg-

4llapithaté, hogy a kdzvetlen /direkt kapcsolasos/
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médszer alkalmazdsa a legtObb esetben jobb eredmé-
nyekhez vezet. Jelentdésnek tartjuk azt a megfigye-
lésiinket, hogy az aldehid-rdgzités utén végzett
direkt-kapcsoléasos médszer esetén nem kdvetkezik
a sejtmembrénok egyébként /kiilondsen osmium—els-
fixélés utédn/ gyakran észlelhetd, miitermék-jellegii
festédése. A szémunkra hozzéférheté irodalom tanu-
sdga szerint mdjszbvetben submikroszképosan még
nem mutattak ki alkalikus foszfatdzt sem direkt,
sem pedig kézvetett kapcsolasos médszerrel /ez vald-
szinilileg arra vezethetd vissza, hogy fénymikroszké-
posan sem vezet a kisérlet mindig eredményre/. Mun-
kénk sorédn sikeriilt a médjszovet alkalikus foszfatéz-
aktivitésat elektronmikroszképosan kimutatni az epe-
kapillérisok faléban /a mikrobolyhokban/. Az epeka-
pilléris mikrobolyhai esetében a reakcidévégtermék
nem a mikrovillusok k6z6tt, hanem magukban a mikro-
villusokban foglal helyet, szemben a vese kanyarula-
tos csatornédinak kefeszegélye, illetve a vékonybél-
hémsejtek kutikulédja esetében észlelhetd intervillo-
sus lokalizaciéval. Ennek a lokalizdciés differén—
cidnak nyilvén jelentds, funkciondlis vonatkozésail
vannak, amire nézve tovéabbi vizsgalatok hivatottak
vélaszt adni.

A lokalizécié pontos meghatérozhatésédga szem-

pontjédbol lényeges feladat a reakcidé kivitelénél az



alapszerkezet épségének a megtartésa. Altalanosan
kezd az a nézet tért héditani, hogy a glutdralde-
hides fix4l6 anyagok hasznédlata jobban garantédlja

az alapszerkezet épenmaraddsét, mint a formalinos
fixdléké. Az ezzel kapcsolatos vizsgdlataink ezt

a nézetet nem tédmasztjdk ald. A kétféle fixdlasi

méd utédn kapott eredmények kozott sem a lokalizé-
cibét, sem pedig az alapszerkezet megtartottsagit
illet8en nem talédltunk lényeges kiildnbséget. Ugy
véljik, hogy '"szép" alapszerkezet elérése kiilon-
ben sem csak az alkalmazott rogzitdétdl figg, hanem
abban még joénéhdny més tényezd is kozrejdtszik:
elsdsorban a rogzités héfoka, idétartama, a rig—-
zité oldat pH-ja és iontartalma, valamint nem utol-
sé sorban a fagyasztott metszetek készitésének tech-
nikai kodriilményei. Hogy az ezt kivetd lépések /az
inkubdcié héfok- és idétartam—, a szulfidkezelés
osmotikus és pH-viszonyai, stb/ milyen mértékben be-
folyésoljdk tovébb az eldérdgzités alkalméaval t8bb-
kevesebb sikerrel meglrzott alapszerkezetet, arra

vonatkozélag értekezésiink egyes fejezeteiben rész-

letesen kitértink.



41, ébra. Patkény-vese. Formalin-fixélds., Direkt kap-
csolésos eljédrds. Inkubdcié 20 perc. Reakciéd
a kefeszegély mikrovillusai koézott. Mv: mikro-
villusok. M: mitochondrium. x 35000,



42, ébra.
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Patkédny-maj. Formalin-rogzités. Direkt
kapcsolésos médszer. Inkubdcibd 30 perc.
Nyilak az epekapilléris mikrobolyhaiban
elhelyezkedl reakciévégtermékre mutat-
nak. M: mitochondrium. L: lipoidcseppek.
x l15000.



43, ébra. Patkanywnagyagykéreg. Formalin-fixdlés.
Kézvetlen kapcsolasos médszer. Inkubdcid
%0 perc. Reakcidé az endothelsejt pinocy-
totikus vesiculumaiban, amelyekre a nyi-
lak mutatnak. My: veldshiivelyl idegrostok.
Gl: glia, BM: bazédlis membrédn. E: endothel.
s mitochondrium,
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44, dbra. Patkény-szivizbm., Formalin-fixdlés. Koz—
vetlen kapcsolés, Inkubédcié 30 perc. Nyilak
a pinocitotikus vesiculumokban 1év6 reak-
cidéra mutatnak. M: mitochondrium. Mf: myo~-
filamentumok, x 20,000.

.
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45, ébra., U.a., mint a 44, ébra. M: mitoch ondrium.
& " Mf: n'xyofilamentumok. X 20,000,
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Patkény-pankreas. Formalin-fixédléds. Direkt

kapcsoldsos eljéréds. Inkubdcié 20 perc.

Reakeid a Erinecitotikus vesiculumokban, a
©

nyilak eze mutatnak. E: endothel, Ex:
exokrin mirigysejt. Pc: pericita. x 18o00.
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47, ébra. U.a., mint a 46. édbra. ER: ergastoplasma
/endc’aplasmés reticulum/. X 20,000.
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48, ébra. Patkidny-vese. Karnovsky-féle rdgzités.
Direkt kapcsolésos médszer. Inkubacid 2p
perc. Reakcidé a mikrovillusok k6zott. Mv:
mikrovillusok. M: mitochondrium. x 1l6000.

Betét: kefeszegély-részlet. J61 lathatd a
reakciévégtermék lépesméz—-szeri elhelyez-
kedése a mikrovillusok k&zott. x 45000,



42. ébra.

Patkény-vese. Médszer® azonos a 48, ébraéval.
A nyilak az elsbérendii kanyarulatos csatorna
endoplasméds tubulusaiban 1év8 reakciébévégter-
mékre mutatnak /Jancsé-féle intracellularis
jératok?/. M: mitochondrium. Ly: lysosoma,

H: Henle-kacs lumene. II: masodrendii kanya-
rulatos csatorna hémsejtjének basalis része

a basalis csikolatot alkoté érids-mito-
chondriumokkal. x 16000,
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Patkény-vese. Mbédszer: u.a., mint a 48, abran.
A nyilak az elsérendii kanyarulatos csatorna
hémsejtjének endoplasmés tubulusaiban 1év6
reakciévégtermékre mutatnak. H: Henle-kacs
lumene. N: sejtmag. K: kivezetd-csd. Bl
basalis membran. x 15000,



51, ébra. Patkény-vese. Médszer: u.a., mint a 48.
dbrian. Glomerulus-részlet. Ezen a terile~

ten reakcié nem talédlhaté. B: Bowman-tok
lumene. Vvt: vordosvértest a glomerulus ka-
pillériséban. BM: basalis membrén. P: podo-
cyta-nyulvényok. Nl; N, : podocyta-magok.

x 15000,
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52, ébra. Patkény-vese. Médszer: u.a., mint a 48,
dbrén. Glomerulus-részlet. B: Bowman-tok
lumene. P: podocytacnyulvanyok. Vvts vords-
vértest a glomerulus kapillarisédban. x 15000.



53. ébra. Patkény-szivizom. Karnovsky-féle glutdraldehides
fixédlés. Inkubdcidé 40 perc. Direkt kapcsolésos
eljéréds, A nyilak az endothel cytoplasméjdban
1év8é pinocytotikus vesiculumekban helyetfoglalé
reakcidéra mutatnak. N: endothel sejtmag.

M: mitochondrium,. Mf: myofilamentumok.
X 20,000,
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54, ébra, Patkédny-=nagyagykéreg. Karnovsky-féle fixdlés.
. Kézvetlen kapcsolésos mddszer. Inkubdcidé 3o
perc. E: endothel. My: veldshiivelyii idegrost.
A: axon., BM: basalis membrén. Gl: glia. A
nyil egy szinapszisra mutat. Reakcié a pino-
cytotikus vesiculumokban. X 20,000.
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55. 8bra., Patkény-médj. Karnovsky-féle fixdlés. Direkt
kapcsoléasos médszer. Inkubdcid 30 perc.

L: lipoid-cseppek. M: mitochondrium. D:desmo-
soma. Szaggatott vonallal koriilkeritve egy
epekapillaris, amelynek mikrobolyhaiban lat-
haté a reakecidé. x 1l5000.
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56. ébra. U.a., mint az 55. édbra. N: méjsejt mag,ja.
o Szaggatott vonallal korililkeritve egy epe-
kapilléris, amelynek mikrobolyhaiban lat-

haté a reakcié. M: mitochondriumok. x 1l5000.
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Iv. OSSZEFOGLALAS

Munkdmban a nem specifikus alkalikus foszfatéz
fény~ és elektronmikroszképos kimutatdsénak egyes
kérdéseivel foglalkoztam. Olyan médszert igyekeztem
Osszeédllitani, amely egyarént alkalmas az alkalikus
foszfatédz mikroszképos és szubmikroszképos szimten
valé kimutatéséra.Célom elérése érdekében kisérlete~-
ket folytattam az enzim-kimutatds minden egyes lépé-
sével kapcsolatban. A kisérleteim alapjén Osszedlli-
tott direkt kapcsolédsos mbédszert eldszdr fénymikro-
szképosan ellendriztem kutya, macska és patkény kii-
18nb6z8 szdveteiben. Miutdn meggydzddtem a médszer
fénymikroszképos haszndlhatdésagirél, azt véaltozat—
lan forméban alkalmaztam elektronmikroszképos kimu=-
tatésra. Kisérleteim alapjén a kévetkezbket lehet
megdllapitani:

1. Az alkalikus foszfatdz fénymikroszképos ki-
mutatédsakor a fixédlés nem elengedhetetlen. Friss-
fagyasztott anyagon, megfeleld inkubdcidés idék al-

kalmazésa esetében, nem keletkeznek diffuzidés mi-

termékek. A kémiai fixédlés elhagydaséval elmarad a
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kiilénbozd fixaldk esetleges enzim-kérosité hatésa.
Az ugynevezett fizikai rdgzitési eljérédsok is okoz~-
hatnak zavarokat a lokalizdcidét illet8en. Legajan-
latosabb a kriosztéat-metszetek hasznédlata, amelye-
ket felszéritéds nélkiil helyeziink az inkubdlé oldat-
ba. lMaga a felszérités is vezethet ugyanis miitermé-

kekhez.

2. A kémiai fixdlészerek koziil legeldnydseb-
‘bek az aldehid-rdgziték. A formlin- és a glutéralde-
hid-rdgzités utén kapott eredmények nem kiilonbdznek
egyméstdl sem fénymikroszképos, sem pedig szubmikro-
szképos szinten. Gazdasdgossdg szempontjabél célra-
vezetdébb azonban a megfelelben pufferezett formalin-

oldat hasznélata.

3. A perfuziés és az immerzidés fix&las utén
kapott eredmények kzdtt nem taldltunk kiildnbséget
sem fény—, sem pedig elektronmikroszképosan. A per-
fuziés technika korilményes volta miatt, az esetek
tobbségében mellbzhetd, s csupén olyankor elenged-
hetetlen, amikor a vizsgélandé szdvetteriilet meg-

talédldsa és kivégdisa hosszabb idét vesz igénybe.

4, Az osmiumos eldrdogzités mindenképpen kerii-
lenddé nemcsak az alkalikus foszfatéz, hanem &ltalé-

ban az enzimhisztokémia vonatkozésédban. Az osmium,
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erfs oxidalé hatésénak kovetkeztében, mér néhany
perc utén is komoly enzimkdérosoddst okoz; emellett
fokozza a membrénok affinitését a nehézfémek irant.
Az osmium eme hatédsa kilondsen a kdzvetlen kapcso—
lédsos eljérdsokndl okoz problémat, minthogy itt a
szovet az inkubdlés egész ideje alatt a nehézfém
oldatdaban van, és igy fokozottabb mértékben van le-
hetdség arra, hogy a membranoknak az osmium-okozta
fokozott affinitédsa kdvetkeztében létrejéjjon az

aspecifikus membrian-festddés.

5. A rdgzitd oldat pH-jénak csak extrém esetek-
ben van hisztokémiailag észlelhetd hatédsa. Bar a maj
vizsgédlatakor a kiilénbdzd8 pH mellett rbgziteft anya-
gokon més és més eredményt kaptunk, ezeket nem tud-
tuk konzekvensen reprodukdlni. /Feltételezhetd, hogy
a kiilonbségeket nem a régzitbék pH-ja okozza, hanem
azok inkébb a médj funkcionélis é&llapotatél fliggenek./
Hogy a rdgzitd pH-ja egydltalén befolyésolja-e az
aktivitas mértékét, az hisztokémiailag nem, kizdréd-
lag biokémiai médszerekkel dénthetd el.

6. Az alkalikus foszfatédz kimutatésdra a kdz-
vetlen kapcsoldsos eljéréast tartom legcélravezetSbb~
nek. BEzzel elkeriilhetd a kalcium és kobalt esetle-

ges, nem kvantitativ lecserélddése kidvetkeztében
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létrejovd hibés negativ reakcié. Igen nagy a valé-
szintisége tovébba annak, hogy az elsédlegesen beks-
t6dott, optikailag is lathatévé tehetd elektrondenz
fém-ion kétése stabilisabb, mint a mésodlagosan kap-
csolt fémé, Az erdsebben kot6dott fém—-csapadék ered-
ményesebben tud a posztfizdlés folyamén az osmium

dekolorizdlé hatésénak ellendllni.

7. A fénymikroszképosan léthatéva tehetd és
egyben elektrondenzitéssal is biré fémek kozll az
6lom bizonyult a legalkalmasabbnak. Bar méas fémek
/eziist, bédrium, kobalt/ is rendelkeznek ilyen tulaj—
donsigokkal; ezek - mint az a vizsgadlatok folyaméan
kiderilt - elektronhisztokémiai célokra alkalmatla-
nok.

8, Az inkubdlé oldat pH-jénak bedllitéasédhoz
elegendének bizonyult a verondl-ndtrium alkalmazésa.

9, Az inkubdcidé folyamén nem alkalmaztam akti-
vétorokat. Kisérletesen bebizonyosodott, hogy azok
hasznélatakor nem észlelhetd vadltozés az eredmények-
ben.

lo. Az osmiumnak az utérdgzités folyamén kifej-
tett dekolorizdld hatésénak kivédésére igen alkalmas-
nak taldltam a kollidines osmium hasznalatédt. Maga a

kézvetlen kapcsoléds is ad bizonyos mértékli védelmet
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az osmium "szintelenitd" /hibés negativ reakciéra
vezetd/ hatésdval szemben. A direkt kapcsolésos
médszer alkalmazésa és a kollidines osmiumban tér—
téndé utérogzités szinte széz szédzalékos védelmet

biztosit az osmium—dekolorizécié ellen.

11, Az 6lomfoszfét 6lomszulfiddd valdé atala-
kitésa legkdnnyebben és legcélszeriibben az ecetsav-
val neutralizélt ammoniumpoliszulfid-oldattal tér-
ténhet. Ez a kozel neutrdlis kémhatdsu oldat nem
jelent veszélyt az alapszerkezetre. Ugyancsak joé
eredményekre vezet a Lézdr-féle eljardssal eldélli-
tott kénhidrogénes oldat haszndlata is. A két szul-
fidozési eljéris kozill azért esik a vdlasztds inkébb
a neutralizdlt poliszulfid-oldattal torténd médszer-—

re, mert ennek kivitelezése lényegesen egyszeribb.

12, Formalin vagy glutéraldehides fixdléas, di-
rekt kapcsoldsos alapon t6rténd hisztokémiai reak-
cié, kollidines utéfixdlds és ecetsavval neutrali-
z4lt ammoniumpoliszulfiddal t6rténé szulfidozés utén
kapott fény- és elektronmikroszképos hisztokémiai
eredmények kifogéstalanok mind a lokalizdaciét, mind-

pedig az alapszerkezet megtartottséigét illetden.
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