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I. BEVEZETÉS

A foszfatázok felfedezése SUZUKI, УOSHIMA és 

IAKAHISHI /19o7/ nevéhez fűződik, akiknek sierült 

a rizskorpában kimutatni egy fermentet, amely a fi- 

tinből foszforsavat hasit le. Ugyanilyen foszfát- 

észtert hidrolizáló enzimet talált állati szövetek­
ben McCOLLUM és HART /19о8/. Később ROBISON /1923/ 

megállapította, hogy a csontszövet is tartalmaz 

foszfatázt. Állításának alapja a következő egyszerű 

kisérlet volts fiatal patkány csontjait belehelyezte 

bárium hexóz monofoszfátot tartalmazó oldatba, és 

néhány óra múlva báriumfoszfát csapadék képződése 

volt észlelhető, bizonyítva, hogy a csontszövetben 

egy, a foszfátészter hidrolízisét katalizáló ferment 

található.
A foszfatázoknak a különböző állati szövetek­

ben való kimutatása után - amelyek során csak azt 

tudták megi hogy az illető szövet tartalmaz-e vagy 

nem foszfatázt, arra viszont, hogy a szövetek mely 

sejtféleségéhez, illetve melyik sejt-alkotó elemhez
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lokalizálódik ez az enzim, ebben az időben a biokémia 

még semmiféle magyarázatot nem tudott adni - megindul­
tak a kísérletek a foszfatáz szöveti lokalizációjának 

a megállapítására. Ezzel kapcsolatban az első sikeres 

munkát ROBISON /1932/ végezte, aki a biokémiai kimuta­
tásra alapozva, kidolgozott egy "hisztokémiai” eljá­

rást. Vékony szövetdarabokat helyezett foszfátésztert 

és kalciumot tartalmazó lúgos oldatba, és az enzimmű­
ködés hatására felszabaduló foszforsav és a jelenlévő 

kalcium által alkotott csapadékot KÓSSA /19ol/-féle 

ezüstözéssel, illetve purpurinnal festette. így sike­
rült vizualizálnia az enzim lokalizációját a szöve­

tekben. Az ilymódon kimutatott enzim a mai elnevezés 

szerint a nem specifikus alkalikus foszfatáz volt. Ha 

a módszer alapelvét és lépéseit tekintjük, akkor meg­
állapíthatjuk, hogy ez gyakorlatilag azonos a GÖMÖRI 
és TAKAMATSU által 1939-ben ajánlott, az alkalikus 

foszfatáz kimutatására szolgáló módszerrel. ROBISON 

módszere azonban feledésbe merült, s igy GÖMÖRI—nek 

lényegében újra fel kellett fedeznie a hisztokémiai 

eljárást.
Ismertetendő vizsgálataim során a foszfatázok 

nem-specifikus alkalikus típusának fény- és elektron­

mikroszkópos kimutatásának kérdéseivel foglalkoztam. 

Célom volt kialakítani egy olyan módszert, amely mind

/
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fénymikroszkópos, mindpedig elektronmikroszkópos szin­
ten egyaránt megbizható lokalizációt ad. Ennek kapcsán 

számos, különböző fajhoz tartozó emlős szövetét tanul­
mányoztam. Vizsgálataim alapján kitűnt, hogy megfelelő 

paraméterek alkalmazása esetén a direkt-kapcsolásos 

módszer mind optikai, mind elektrondenzitás szempont­
jából megfelelő eredményekhez vezet. így lehetővé vá­
lik, hogy fény- és elektronmikroszkópia között köz­
vetlen kapcsolatot teremtve, ezen enzim működési sa­
játságait a makroszkópos biokémiától a szubmikroszkó- 

pos szövettanig akadálytalanul nyomon követhessem.
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. Fénymikroszkóppá módszerek

a/ GÖMÖRI-féle módszer

A foszfatázok hisztokémiájában, és mondhatni az 

egész enzim-hisztokémiában az igazi fellendülés csak 

a GÖMÖRI /1939/ és TAKAMATSU /1939/ által kidolgozott 

módszer közlése után következett be. Egymástól függet­
lenül dolgozták ki eljárásukat, amelynek segítségével 

ki lehet mutatni a nem specifikus alkalikus foszfa- 

tázfc/ Az irodalomban leggyakrabban alkalikus foszfa- 

táz vagy alkalikus glicerofoszfatáz/alkoholban fixált, 

paraffinos metszetekben. GÖMÖRI először vizsgálatokat 

végzett annak megállapítására, hogy milyen károsodást 
szenved az enzim az alkoholos fixálás, a dehidrálás 

és az 56°C-on végzett paraffinos beágyazás alatt. A 

kísérletek eredményei alapján arra a következtetésre 

jutott, hogy az aktivitás demonstrálható alkoholos 

fixálás és paraffinba ágyazás után. GÖMÖRI a deparaf- 

finált metszeteket Na-b-glicerofoszfát és kalciumklorid-
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tartalmú oldatban inkubálta, amelynek pH-ját Veronái- 

nátriummal pH 9-re állította be x. Az inkubálás idő­
tartama 2 óra. Az enzimaktiv helyeken létrejövő csa­
padék láthatóvá tételére kétféle eljárást használt. 

Egyik a KÖSSA /19ol/-féle ezüstözés, amikoris a szín­

telen kalciumfoszfát csapadékban a kalciumot a metsze­
tek ezüstnitrátos oldatban való fürdetésével lecseré­
lik ezüst ionra, amely azután fény hatására fémezüstté 

redukálódik; ennek fekete színe jelzi az enzimaktiv 

területeket. A másik festési eljárásnál a kalciumot 

kobalttal helyettesítette, majd ammóniumpoliszulfid- 

dal kezelte, amikoris a színtelen Csapadék helyén bar­
nás-fekete kobaltszulfid keletkezik. A reakció menetét

mutatja az 1. képlet.

x
GÖMÖKI hangsúlyozza, hogy a megfelelő lugosság elé­
résére felesleges puffer-oldatot használni, elegendő 

a nátriumveronál /pH = 9*4-/« Puffert csak abban az 

esetben érdemes alkalmazni, ha azt akarjuk megvizs­
gálni, hogy a pH változása milyen hatással van a re­
akcióra. Az viszont igen lényeges, hogy mind a puffer- 

oldatokat, mindpedig a más lugositó anyagokat úgy vá­
lasszuk meg, hogy azok ne képezzenek az inkubáló ol­
datban lévő anyagok egyikével sem oldhatatlan csapa­
dékot .
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оЧ$-он о 

НС—О—Р“°^а
ц£-он Kft с.сь

И9-ОН 

^ нс-он +
Н2С-ОН

11 /W

НО-Р^>а -|-2NaCtphosphatase

CaHPOí, + Co/NO^ CaHPOi, +Co/N03/2

CaHPOí, 4- /NHi,^ S—*” CoS +/NH^HPOi,

1. képlet

Ezzel a metodikával GÖMÖRI szinte minden állati 

szövetet megvizsgált. Már itt meg kell azonban említe­
ni, hogy a GÖáÖRI-reakció mondhatni állandó velejárója 

az u.n. magreakció /pontosabban: magfestődés/, és ezért 

később sokan bírálták, sőt némelyek kétségbevonták az 

e reakcióval nyert eredményeket /NOVIKOFF 1951»
JOHANSEN és LINDERSTROM-LANG 1952/.

b/ A magreakció és a diffúzió kérdése

GÖMÖEI módszerének közlése után igen sok közle­
mény jelent meg, amelyekben kisebb-nagyobb módosításo­
kat javasoltak a metodikával kapcsolatban. Az első lé-
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nyeges és nehezen eldönthető probléma az volt, vajon 

melyik festési módszer vezet jobb eredményekhez: az 

ezüstös vagy a kobaltos eljárás. Ízzel szorosan ösz- 

szefüggő kérdés, hogyan lehet kiküszöbölni a GÖMÖRI- 
reakció "veleszületett” hibáját, a magreakciót.GÖMŐRI 

mindxét festési metodikát kipróbálta, de a használha­
tóságot illetően nem tesz közöttük különbséget. A ké­
sőbbiekben többen, igy BOURNE /1943, 1944/, DAN ULLI 

/1946/, FEARSE /1961/, MARTIN és JACOBY /1949/,
JOHNSON és KUGLER /1953/, BURGOS, DEANE és KARNOVSKY 

/1955/, RÓSALARY /1962/ a kobaltos technikát vélték 

használhatóbbnak. GOETSCH, REYNOLDS és BUNTING /1952/, 

BURTON /1953/ szintén a kobaltos technikát ajánlják, 

és szerintük a magreakció elkerülhető, ha magasabb 

kalciumkoncentrációt alkalmaznak az inkubáló oldat­
ban, és az inkubálást deparaffihálatlan metszeteken 

végzik.
FREDRICSSON /1956/ is elkerülhetőnek véli a 

magreakciót kobalt használata esetén akkor, ha a 

fixálás és az inkubálás acetonos közegben történik. 

KÁBÁT és FURTH /1941/, FEIGIN és WOLF /1953/, RUYTER 

és NEUMANN /1949/ szerint viszont az ezüstös technika 

alkalmazása a célszerűbb, mert szerintük a magreakció­
ért a legtöbb esetben a kobalt felelős. RUYTER /1952/ 

a patkány-duodenum kutikulájának foszfatáz-aktivitását
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vizsgálva, arra a következtetésre jutott, hogy a MOE- 

féle effektus szintén csak a kobalt használatakor ész­
lelhető x.

Mig a szerzők egy része a magreakcióért a ko­
baltot teszi felelőssé, addig a szerzők másik, na­
gyobb része a diffúzióval hozza azt kapcsolatba. A 

diffúzióval kapcsolatban felvetődik a kérdés, hogy 

mi diffundál? Itt a különböző szerzők véleménye igen

x МОЕ /1953/ patkány-duodenum vizsgálatakor azt ta­
lálta, hogy rövidebb inkubálás után a kutikula 

aktiv, és a metszet többi része nem festődik. 3o 

perces inkubáció után viszont meglepő módon a köz­
tudomásúan erős foszfatáz-aktivitást mutató kuti­
kula nem festődik, csak a hámsejtek apikális része. 

Hosszabb inkubáció után már csak a hám alatti 
struktúrák látszanak aktivnak. KOYTER /1952/ sze­
rint ez azzal magyarázható, hogy a kobalt csak ab­
ban az esetben alkalmas a kimutatásra, ha a kal­
ciumfoszfát koncentrációja egy bizonyos érték alatt

tehát van egy küszöbérték, amely felett a kal-van,
cium nem cserélhető le kobalttal a kalciumfoszfát-
csapadékban. Ezüsttel történő festések alkalmával 
a MOE-féle effektus nem észlelhető.
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eltér egymástól. CHÉVEEMONT /1953/, XOKOYAMA, STOWELL 

és MATHEWS /1951/, BARTER /1954/ vizsgálataik alapján 

arra a következtetésre jutottak, hogy az enzim diffun- 

dál. MOOG /1951/, МОЕ /1952/ és DOYLE /195о/ viszont 

megállapítja, hogy a kalciumfoszfát mozdul el a kicsa­
pódás, azaz az enzimaktivitás helyéről. NADEL és 

WODINSKY /1955/ szerint az enzim és a kalciumfoszfát 

diffúziója egyaránt lehetséges. LEDUC és DIMPSEY 

/1951/ az enzim aktivátorát vélték mobilisnak. DANIELLI 
/1950/ kísérletesen bebizonyította, hogy a kalciumfosz­
fát a kicsapódás után már nem képes diffúzióra. MOOG 

/1951/ és МОЕ /1952/ pedig azon véleményüknek adnak 

kifejezést, hogy az enzim semmiképpen nem lehet fele­

lős a diffúzió jelenségéért.
Végülis nem nyert bebizonyitást, hogy mi válik 

mobilissá a reakció folyamán. Talán nem is ez a lé­
nyeges, hanem az, hogy bizonyos körülmények között 

számolni kell vele, és az eredmények kiértékelésénél 
tudni kell, hogy a reakció enzimműködésnek, vagy ép­
penséggel diffúziónak az eredménye. Többen rámutattak, 

hogy amennyiben létrejöhet diffúzió, úgy az az inku- 

bálás ideje alatt történik /fiUYTER és NEUMANN 1949, 

GÖMÖRI I95I, NOVIKOFF 1951, HÉBERT 195o, DANIELLI 
1946, МОЕ 1952, MARTIN és JACOBY 1949, JACOBY és MARTIN 

1949/. Mivel a diffúzió az inkubáció alatt történik,
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szért annak mértéke egyenesen arányos az inkubálás 

időtartamával, tehát célszerű a körülményeket úgy 

megválasztani, hogy minél rövidebb ideig kelljen in- 

kubálni. DAHIELLI /195о/ szerint érdemes a kísérle­
tek előtt a megfelelő inkubálási időtartamra nézve 

elővizsgálatokat végezni. A tapasztalat azt mutat­
ja, hogy azoknak van igaza, akik az aspecifikus fes- 

tődés okát az elnyújtott inkubálásban látják. Ha meg­

felelően előkezelt anyagot használunk és jól megvá­
lasztott reakcióidőt alkalmazunk, akkor a műtermék- 

képződés a legtöbb esetben elmarad.
A diffúzió elkerülésére más módszereket is 

ajánlanak, amelyek lényegében azonosak a magreakció 

kivédésére ajánlottakkal. így FRBDRICSSON /1952, 1956/, 

valamint GÖMÖRI és BENDITT /1953/ acetonos közegben 

való fixálást és inkubálást, RUYTER és REUMANN /1949/ 

pedig deparaffinálatlan metszetek inkubálását ajánlja.
A magreakcióval kapcsolatban GÖMÖRI /1951/* 

FEIGIN, WOLF és KÁBÁT /195©/ azon véleményüknek ad­
nak kifejezést, hogy a magfestődés nem minden esetben 

műtermék. Kétségtelen tény az, hogy az utóbbi időkben 

végzett vizsgálatok alapján, amelyek során ultracentri- 

fugálással nyert magfrakción végeztek biokémiai alka- 

likus foszfatáz kimutatást, nem lehet kategórikusan 

kizárni a sejtmag foszfatáz—tartalmát. Ez az aktivitás
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azonban sokszorta kisebb, mint amilyenre következ­

tetni lehetne az egyes szerzők által produkált mag- 

festődésből.
Áttekintve a diffúzióval és a magreakcióval 

kapcsolatos közleményeket, megállapítható, hogy a 

4e-es években és az 5o-es évek legelején alkalmazott 

alkohol- és aceton-rögzitési, valamint beágyazási 
technikák, melyek óhatatlanul az enzim tekintélyes 

részét inaktiválják,/igy a magas foszfatáz-tartalmu 

anyagokat is úgy kellett kezelni, mint a kis aktivi­
tással rendelkezőket, tehát hosszú inkubációs időket 

kellett alkalmazni, amely viszont a fokozottabb uni­
te rmékképződés lehetőségét hordja magában/ jóformán 

megoldhatatlan kérdés elé állították a foszfatáz- 

hisztokémiával foglalkozó kutatókat. Később, amikor 

áttértek a formalin-fixált fagyasztott, kriosztátos 

vagy fagyasztva-száritott metszetek vizsgálatára, 

ahol az enzimveszteség minimális, egyre kevesebben 

foglalkoznak a diffúzió kérdésével, mert az ilymódon 

előkészített metszeteknél nincs szükség hosszú inku- 

bálásra, és igy a mütermékképződés lehetősége is el­

hanyagolható .
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с/ A különböző rögzítési eljárások és a paraffinos
beágyazás hatása az enzimaktivitásra

Az enzimhisztokémia sarkalatos pontja a fixálás. 

Közismert, hogy minden rögzitési eljárás alkalmazása­

kor számolni kell az enzimaktivitás bizonyos mértékű 

csökkenésével. Nagyon lényeges tehát a fixálás módjá­
nak, időtartamának és hőmérsékletének gondos megvá­
lasztása, hogy az aktivitás-veszteség minél kisebb le­

gyen. GÖMÖRI /1939/ és TAKAMATSU /1939/ 24 órás, 8o-9o 

%-os hideg alkoholos rögzitést ajánl. EMMEL /1946/ és 

DANIELLI /1946/ szerint sem kárositja az enzimet az 

ilyen hosszú ideig tartó fixálás. Ezzel szemben 

RICHTERICH /1952/ azt mondja, hogy a 24 órás rögzités 

enzimveszteséget okoz és meg kell nyújtani az inkubá- 

lási időt, amelynek veszélye ismeretes. KÁBÁT és FURTH 

/1941/ az acetonos, EMMEL /1946/ és DANIELLI /1946/ 

a formalinos rögzitést is kipróbálta. Formalin-fixá- 

lás után lehetőség nyilt fagyasztott metszetek hasz­
nálatára, ami biztosította a kimutatási eljárás le­
rövidítését. MARTIN és JACOBY /1949/ szerint a formol- 

rögzitett, fagyasztott metszetek esetében már rövid 

inkubáció után is jelentkezik diffúziós műtermék, mig 

a paraffinos metszeteknél ugyanez nem tapasztalható. 

Habár a formalinos anyag esetében sokkal rövidebb időt
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vesz igénybe a kimutatás, és nem kell számolni az­
zal az óriási aktivitás-veszteséggel, amely a paraf- 

finos technikával jár - amelyre HERMAN és DEANE /1953/, 

DOYLE /1948/, MAENGWYN-DAVIES és FRIEDENWALD /195о/, 

STAFFORD és ATKINSON /1948/, valamint ВАЖА /1963/ 

munkáikban rámutattak -, mégis elég hosszú ideig in­
kább ez utóbbi, kevésbé "gazdaságos" technika volt a 

divatos. Ebben talán közrejátszott CHANG és BEHRENBOM 

/1956/, BARKA /1959/, GÖMÖRI /1952/ és DANIELLI /1953/ 

azon megfigyelése, hogy a paraffinos blokkban megőriz­
hető a szövet összes enzimaktivitása több éven keresz­
tül. Valójában ez a lényegen nem változtat, és semmi­
képpen nem teszi előnyösebbé a paraffinos technikát a 

formol-rögzités után alkalmazott fagyasztott metsze­
teken való kimutatással szemben. Ugyanis, mig egy szö­

vet eljut a paraffinba való beágyazottság állapotába, 

addig az aktivitás 7o-8o, sőt BARKA /1953/ szerint 9o 

%—os károsodást szenved, és csak a fennmaradó néhány 

százalékot őrizheti meg a paraffinos blokk.
Többen megkísérelték a paraffinos beágyazás-okozta 

enzimkárosodást valamilyen módon csökkenteni. HILL és 

TRAVILL /1963/ vákuumbeágyazással igyekezett a paraf­
fin hőmérsékletét csökkenteni, DALGAARD /1956/ pedig 

azt hangsúlyozta, hogy csak akkor van veszteség az ak­

tivitásban, ha a beágyazás hőmérséklete magasabb mint 

53 °C.



- 14 -

A fagy asztva-sz ári tás után EMMEL /1946/, BARTER 

/1954/, valamint LANGERSTEDT és STENRAM /1950/, a 

freeze-substitutio után pedig NOVIKOFF, WQO-XUNG SHIN 

és DRUCKER /I960/, CHANG és HQRI /1961/ mutatott ki 

alkalikus foszfatáz-aktivitást. Mindkét módszerrel 

gyakorlatilag azonos eredményeket lehetett elérni.
PÓSALAKY /i960/ e két fixálási eljárás előnyét abban 

lát&a, hogy ezeknél a fixálás időtartama alatt nem 

történik diffúzió, mig a kémiai fixálásoknál ez meg­
történhet .

Az alkalikus foszfatáz kimutatásánál ma a leg­
elterjedtebb rögzitési eljárás a formalinos fixálás. 

Természetesen ez nem jelenti azt, hogy a formalin- 

fixálás után nem szeved az enzim károsodást,/SELIGMAN, 
CHAUNGCHEY és NACHLAS 1951/. Ennek mértéke azonban 

elenyészően kicsi a paraffinos technika alkalmazása­

kor észleltekhez képest.
BARKA /1963/ szerint a különböző fixálási és 

beágyazási technikák között, az általuk okozott enzim- 

aktivitás csökkenést figyelembevéve, a sorrend a kö­

vetkező:
1. Friss fagyasztott metszet utófixálva hideg 

acetonban.
2. Hideg formalinos fixálás, fagyasztott metszetek.
3. Freeze-substitutio, fagyasztva szárítás.
4. Alkoholos vagy acetonos fixálás után paraffin­

beágyazás.
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Legcélravezetőbb tehát a friss fagyasztott, 

utófixált, vagy a formol-fixált fagyasztott metsze­
tek alkalmazása.

d/ Az inkubáló oldat összetétele« pH hatása,
aktivátorok, inhibitorok

Az aktivitás kimutatási menetének fontos lépése 

az inkubáció. Ebben a fázisban működik ugyanis az en­
zim, amelynek következtében a szubsztrát hidrolízist 

szenved, és felszabadulnak a szubsztrát azon alkat­
részei, amelyeket azután valamilyen módon láthatóvá 

lehet tenni. Az inkubáló oldat összetétele nagymérték­
ben befolyásolja a végső eredményt, ezért összeállí­
tásánál gondosan ügyelni kell a Ca'j ^továbbá az esetleges 

aktívátor koncentrációjára, valamint a pH-га. A szub­
sztrát optimális koncentrációja o,l - o,3 M, a pufféré 

pedig 0,05 - o,l M /GÖMÖRI 1939/X* A pH változása bi­
zonyos határok között nincsen hatással az aktivitásra, 

csak a kalciumfoszfát savas pH melletti oldékonyságára 

való tekintettel kell a pH-t 9 körül tartani. RICHTERICH 

/1953/ és mások hangsúlyozzák, hogy a pH értékéről az 

inkubáció után is meg kell győződni, nehogy a valami­
lyen okból megváltozott pH hamis eredményekhez vezessen.

x DOXLE /1953/ szerint a Veronái gátló hatással van 

az enzimre.
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Érdekes összefüggésre hivja fel a figyelmet 

ROSS, ELI és ARCHER /1951/, NEUMANN /1949/, valamint 

WACHSTEIN és MEISEL /1957/, akik kimutatták, hogy 

minél alacsonyabb a szubsztrát-koncentráció»annál 
közelebb esik a maximális aktivitás pH-ja a neutrá­
lis ponthoz. Ez a megállapitás azonban a gyakorlat­
ban nem hasznosítható az alkalikus foszfatáz kimuta­
tásánál, mivel függetlenül attól, hogy mi lenne az 

optimális pH az adott szubsztrát-koncentráció mel­
lett, a kalciumfoszfát oldékonyságára való tekintet­

tel az inkubáló oldat pH-jának 9 körül kell lennie.
A Ca~megfelelő koncentrációban való jelenlété­

nek szükségességéről a magreakció tárgyalásánál már 

volt szó. A magreakció kivédésén kivül szükséges az 

elegendő kalcium-mennyiség azért is, hogy ezáltal a 

felszabaduló foszfát-ionok minél gyorsabban le tud­
janak reagálni. A Ca++ optimális koncentrációja 

GÖMÖRI /1951/ és NOVIKOFF /1951/ szerint o,ol - 0,05 M, 

mig o,l M felett mór gátolja az enzimet.

КАВЖТ és FURTH /1941/, valamint BODANSKY /1936/ 

aktivátorként a magnéziumot ajánlja o,l M-os koncentrá­

cióban. Mgr'helyett a legtöbb esetben megfelel a mangán 

is /REARSE 1961/. Az aktivátorok hatásmechanismusa még 

tisztázatlan kérdés. EMERY és DQUNCE szerint /1955/ a 

májban van egy Mg által aktiválható, valamint egy nem
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aktiválható alkalikus foszfatáz. RICHTERICH /1952/ 

és mások szerint a Mg++ jelenléte nem befolyásolja 

az eredményeket, HŐRE, ELVEHJEM és HART /194о/, to­
vábbá CLOETENS /1941/ szerint a Zn^is kifejthet ak­
tiváló hatást 0,0001 M-os koncentrációban, SADASVIAN 

/195o, 1952/ vizsgálatai alapján megállapítja, hogy 

a cianid-ionok gátló hatása kivédhető lúgos közegben 

Zn++-kel, savas közegben pedig Mg++-al. Inhibitorok 

tekintetében sem sokkal világosabb a helyzet. Két is­
mertebb inhibitor vans a cianid és a fluorid ionok, 

de ezek sem specifikusak. BffiáEL /1946/ véleménye sze­
rint a cianid gátol a bélben, mig a vesében nem. 
CLOETENS /1941/ a májban cianid-érzékeny, a vesében 

pedig fluorid-érzékeny alkalikus foszfatázt talált. 

Történtek vizsgálatok a sósav inaktiváló hatásával 
kapcsolatban is. EMMEL /195®, 1951/ megállapította, 

hogy a vesében lévő foszfatáz érzékenyebb a sósavval 
szemben, mint a bélben lévő és mindkettő esetében Mg++ 

jelenlétében fokozódik a sósav iránti érzékenység.
Az enzimaktivitás kimutatásakor kontroll met­

szetekkel való Összehasonlítás alapján tudjuk megál­

lapítani, hogy a festődés milyen mértékben az enzim 

működésének eredménye. Két ut kínálkozik kontroll met­

szetek készítésére: 1. szubsztrát nélkül inkubáljuk a 

metszeteket, 2. előre inaktivált metszeteket inkuba—
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lunk a szabályos összetételű oldatban. Az inaktivá­
lásra a nem specifikus alkalikus foszfatáz esetében 

a következő anyagok használhatók: lo percig tartó 

9o°C-os desztillált vizes, 2-3 perces lugolos, 1-2 

perces 5 %-os triklórecetsavas, 1-2 perces lo-15 %-os 

ecetsavas, 5-I0 perces hig salétromsavas áztat ás. A 

kétféle módon nyert kontroll metszetek természetesen 

más-más eredményre vezethetnek, mert mig az első 

esetben számitani lehet a diffúzióval és a spontán 

hidrolízissel, addig az utóbbiaknál az inaktiválásra 

használt kémiai ágens megváltoztathatja a szövetfe­
hérjék affinitását a reakcióban használt fémekhez • ®

e/ A Gömöri-reakción alapuló, ritkán használt
módszerek

Az itt felsorolásra kerülő metodikák nem ter­
jedtek el a hisztokémiai gyakorlatban. Ennek oka 

részben az, hogy ezek kivitele lényegesen körülmé­
nyesebb, másrészt az általuk nyert eredmények nem 

nyújtanak többet, vagy még annyit sem, mint a Gömöri- 

reakció. Megemlítésüket ezek ellenére az teszi indo­
kolttá, hogy segítségükkel ki lehet mutatni a nem­
specifikus alkalikus foszfatázt, és igy mint módszert 
nem lenet kihagyni a felsorolásból. A kimutatás mene­
tét illetően a kalciumfoszfát keletkezéséig nincs 

különbség a Gömöri-reakció és ezen módosított eljá­
rások között; a kalciumfoszfát láthatóvá tétele, il­
letve észlelése azonban eltérő módon történik.
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BELANGER /1951/ polarizációs mikroszkóppal, 

HANCOX és NICHOLAS /1954-, 1956/ pedig fáziskontraszt- 

berendezés segitségével vizsgálta a kalciumfoszfát 

elhelyezkedését. PEIGL /1946/ és WATERHOUSE /1951/ 

vizsgálatai alapján MOLNÁR /1953/ báriumot, ólmot 

és rodizonátot használt. A kalciumot ólommal vagy 

báriummal helyettesitette a kalciumfoszfátban, és 

ezeket festette rodizonáttal. Kielégítő eredményeket 
csak az ólommal kapott, mig a báriummal nyert ered­
mények teljesen használhatatlanok voltak. GÖMÖRI 
/1943/ a kalcium festésére az acridin vöröset,
BOURNE /1943/ az alizarin vöröset ajánlja. DALGAARD 

/1948/, BARKA, SZALAI, PÓSALAK! és KERTÉSZ /1951, 

1952/ radioaktiv izotóppal helyettesítették a kal­
ciumot, és az izotóp sugárzásának mérése utján 

quantitativ eredményeket kaptak. Emlitést érdemel 
még WACHSTEIN /1952/ módszere, amellyel elkülönít­
hető a szövetekben preformált kalcium által adott 

és az enzim aktivitásából eredő festődés. WACHSTEIN 

a metszeteket először kobaltos oldatban fürdeti, 

majd nátriumszulfiddal kezeli, amely után a szöve­
tekben eleve jelenlévő kalcium már kobaltszulfid 

formájában tűnik elő fekete szinben. Az inkubálást 

csak ezek után végzi, és a keletkező kalciumfoszfá­

tot rubeánsavval festi, amely sárga szinben tűnteti 
fel az enzimaktiv területeket. E módszer elvileg al-
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kalmasnak látszik arra, hogy segítségével kiküszö­
böljük a szövetekben lévő kalcium zavaró hatását /az 

u.n. hibás pozitiv reakciót/. Az eredmények kiérté­
kelése viszont elég nehéz. A rubeánsav sárga szine 

nem tűnik ki élesen a háttérből, másrészt pedig igen 

bizonytalan az, hogy a reakció előtti szulfidozás 

mennyiben károsítja az enzimet. HALE /1951/ röntgen­
sugarakkal vizsgálta a reakció különböző szakaszai­
ban keletkező csapadékok elhelyezkedését, igy a 

kalciumfoszfát, a kobáltfoszfát és a kobaltszulfid 

lokalizációját. HALE szerint a különböző csapadékok 

azonos helyen foglalnak helyet, inkubáció közben te­
hát nem volt diffúzió.

f/ Azofestékes módszerek

A Gömöri-tipusu reakción alapuló módszerek al­
kalmazásakor a következő hibákra számíthatunk: 1. mag­

reakció, amely a reakció folyamán használt fémek aspe- 

cifikus kötődéséből adódik; 2. diffúzió, amelyet az 

enzim, az aktivátor vagy a reakció köztitermékeinek 

elmozdulása okoz; 3» a szövetekben lévő kalcium meg- 

festődése a reakció folyamán, amely a kiértékelést 

sok esetben megnehezíti. Mindezen hibalehetőségek ki­
küszöbölhetők az azofestékes módszerek alkalmazásával.

Az alkalikus glicerofoszfatáz kimutatására hasz-
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nált, eddig tárgyalt metodikáiméi a látható, vagy va­
lamilyen más módon érzékelhető végtermék képzése min­

dig a foszfátészterből felszabaduló foszforsavból tör­
tént. Az azofestékes módszereknél szubsztrátként aro­
más foszfátésztert használunk, amelyből az enzim - a 

foszforsav mellett - egy hidroxil-csoporttal rendel­
kező aromás gyököt szabadit fel; ez diazónium-sókkal 
kapcsolva szines, oldhatatlan csapadékot ad az enzim­
akt iv területeken.

f/l. Szimultán kapcsolásos eljárások

MENTEN, JUNGE és GREEN /1944/ használt elő­
ször a hisztokémiában azofestékes technikát a 

nem-specifikus alkalikus foszfatáz kimutatására. 

Szubsztrátként naftilfoszfát-észtert használtak.
A diazóniumsóval való kapcsolást az inkubáló ol­
datban szimultán végezték. A reakció menetét a 

2. képlet mutatja. BURSTONE /1958 a, b/, vala­
mint RUTENBURG /1958/ szintén az inkubáló oldat­
ban végezte a kapcsolást, csak ők szubsztrátként 

szubsztituált naftol-észterekét alkalmaztak /pl. 

naftol-AS-foszfát, 5. képlet/. A hidrolízis után 

lehasitott szubsztituált naftolt Fast blue RR, 
Fast red RC, vagy más htabilizált diazóniumsóval 

kapcsolják.

a
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f/2. "Non coupling" azofestékes módszerek

LOVELESS és DANIELLI /1949/ szerint az azo- 

kötéses reakciók kivitelét nehézkessé teszik a 

diazóniumsó bomlékonysága x, amely miatt azt min­
dig frissen kell késziteni a használat előtt, s 

ami miatt az inkubáló oldat hőmérsékletének ala­
csonynak kell lennie, továbbá hogy a diazóniumsó 

az inkubáló oldatban gátló hatást fejthet ki az 

enzimre. E nehézségek kiküszöbölésére az általuk 

szubsztituált szubsztrát, a p-nitrobenzene-azo-4- 

-naftol-l-foszfát /4. képlet/ használatát ajánl­
ják, amelyet gyorsan hidrolizál az enzim, nincsen

4. képlet

x Ebben az időben stabilizált diazoniumsók még nem 

álltak rendelkezésre.
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gátló hatása, stabil /tehát 37°C-on lehet inkubálni/, 

és nincs szükség azo-kapcsolásra, mert a hidrolízis 

után közvetlenül oldhatatlan, szines csapadék válik 

ki.

f/3* Utókapcsolásos eljárások

DANIELLI /1946/ szubsztrátként Na-fenolf- 

talein-foszfátot használt. A diazóniumsóval való 

kapcsolás nem az inkubáló oldatban, hanem kimosás 

után egy másik oldatban történik. így egyrészt 

el lehet kerülni a diazóniumsó gátló hatását, 
másrészt az inkubálást is, és a kapcsolást is 

a megfelelő hőmérsékleten lehet végezni.

A különböző szerzők véleménye megoszlik a Gömöri- 

reakció, illetve az azofestékes módszerek értékét il­
letően. A Gömöri-tipusu módszerek hivei közül LORCH 

/1947/ és YOKOIAMA, STOWELL és MATHEWS /1951/ szerint 

közepes vagy magas enzimszint mellett, nincs érzékeny­
ségi különbség a kétféle tipusu reakció között; ezzel 
szemben alacsony enzimszint mellett a Gömöri-reakció 

használhatóbb, mert lényegesen érzékenyebb mint az azo- 

festékes módszerek. Igen népes azon szerzők tábora, akik 

ugyan nem tagadjak a Gömöri-tipusu technikák hasznalha—
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tóségát, de inkább az azofestékes kimutatásokat ja­
vasolják /DOYLE 1948, LISON 1948, JACOBY és MARTIN 

1949, MANHEIMER és SELIGMAN 1948, CORSI 1955, KISZELY 

és BARKA 1958, PÓSALAKY 1962, TANKA és KELLER 1962, 
RÓZSA 1964/.

Újabban a már felsorolt szempontok mellett még 

egy szempontot kell figyelembe venni az egyes módsze­
rek használhatóságát illetően. Döntő jelentőségű 

ugyanis, hogy melyik módszert lehet felhasználni 
elektronhisztokémiai célokra is. Ilyen szempontból, 
a hisztokémia mai állása szerint, egyértelműen a Gö- 

möri-tipusu módszerek mellett kell állást foglalni.

2. Elektronmikroszkópos módszerek

Az elektronmikroszkóp eredményes használatára 

a hisztológiában csak akkor kerülhetett sor, amikor 

a megfelelő vékonyságú metszetek előállítására lehe­
tőség nyilt. Mai értelemben vett szubmikroszkópos 

szövettani vizsgálatokról ezért csak az 195o-es évek 

elejétől kezdve beszélhetünk /ultramikrotom/. A kü­
lönböző szövetféleségek elektronmikroszkópos tanul­

mányozása még folyamatban volt, amikor már megindul­
tak az elektronhisztokémiai vizsgálatok is. Mig a 

fénymikroszkópos kimutatásoknál a hangsúly azon van,
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hogy a keletkezett végtermék mikroszkóp alatt látható 

/színes/ legyen, addig az elektronmikroszkópos vizs­
gálatoknál a végterméknek megfelelő elektrondenzitás- 

sal kell rendelkeznie. Ezek előrebocsájtása után szin­
te természetes, hogy az első elektronhisztokémiailag 

kimutatott enzim foszfatáz /konkréten: savanyu foszfa- 

táz/ volt./SHELDON, ZETTERQUIST és BRANDES 1955/. A 

savanyu foszfatáz kimutatásánál ugyanis a keletkezett 

végtermék szines /fekete ólomszulfid/ és egyben elek- 

trondenz is, tehát egyaránt alkalmas a megfigyelésre 

mind fény-, mind elektronmikroszkópos szinten.

a/ Rögzítési eljárások

A vizsgálandó anyag előrögzitése döntő jelentő­
ségű minden elektionhisztokémiai munkában. Az elektron- 

hisztokémiában először használt rögzitő az osmium volt. 

SHELDON és munkatársai 1 %-os osmiumban rögzítettek 

néhány percig. BENNETT és LUFT /1959/ 2 %-os osmiumot 
s-collidinnel pH 7»4-re puff ere zve, MILLONIG /1961,
1962/ pedig foszfát-pufferrel beállított 1 %-os osmiu­
mot ajánl. MILLER /1962/ és SABATINI, BENSCH és BARRNETT 

/1964/ o,o67 M-os kakodilát pufferrel pH 7,4-re beál­
lított 6,5 %-os glutáraldehiddel fixált. KAPLAN és 

NOVIKOFF /1959/ kalciumos formaiint, HOLT és HICKS 

/1961/ 7,5 %-ban szukrosét tartalmazó foszfát-puffer-
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rel pH 7,4-re beállított 4 %-os foimalint, KARNOWSKY 

/1965/ pedig glutáraldehid és paraformaldehid keve­
réket használt rögzitőszerként. CHASE /1963/ vélemé­
nye szerint a kémiai fixálók vizes oldatban történő 

alkalmazása az enzim rögzités-közbeni elmozdulását 
eredményezheti, ami hamis pozitív, vagy éppenséggel 
negativ reakcióhoz vezet; ennek elkerülésére a fa- 

gyasztva-száritásos módszer használatát részesíti 
előnyben.

Az elektronhisztokémiai vizsgálatok segítségé­
vel elég pontos adatok nyerhetők az enzim szöveti 
lokalizációjára vonatkozóan, a kapott eredményeket 
azonban fokozottabb óvatossággal kell kezelni. A 

fénymikroszkópos kimutatásoknál már ismertetett hi­
bák /diffúzió, aspecifikus festődés/ ugyanis itt is 

felléphetnek, de mivel a nagyitás lényegesen nagyobb, 
sokszorta nagyobb a veszélye annak is, hogy az ily- 

módon nyert helytelen eredményekből hibás következ­

tetéseket vonjunk le.
Ugyanakkor számolni kell az elektronhisztoké­

miai módszerek saját hibáival is, amelyek közül leg­
fontosabb az osmiumos utófixálás alkalmával bekövet­
kező dekolorizáció. Ennek lényege, hogy a posztfixá- 

ció alatt az osmium a már kialakult reakció végter­
mékét részben vagy egészben roncsolja, és ezáltal
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helytelen negativ eredményeket kapunk, fí jelenség 

észleléséről REALE és LUCIANO /1962, 1964/ számolt 
be először, de mi magunk is tapasztaltuk az osmium 

e kárositó hatását a reakciévégtermékre.
Itt rá kell mutatni, hogy az elektronhiszto- 

kémiában még nincsenek kialakult normák sem a meto­
dikák, sem a nyert képek értékelését illetően. Az 

egyes szerzők igen különböző fixálási, inkubálási, 

beágyazási stb. eljárásokkal kísérleteznek, és Így 

a kapott eredmények,is, természetesen, sokszor el­
térnek egymástól. Tény az, hogy ezen a szinten két 

fontos követelményt kell szem előtt tartani. Egyik, 

hogy a reakció-végtermék a képződés helyén maradjon, 

tehát a lokalizáció pontos legyen, a másik - amely­
nek lényegesen nehezebb eleget tenni -, hogy az alap­

szerkezet tökéletesen megtartott legyen, azaz minél 
kisebb legyen a reakció-okozta szövetkárosodás.

b/ Közvetett, vagy utókapcsolásos módszerek

Az ilyen tipusu metodikák lényege az, hogy az 

enzimaktiv területeken felszabaduló foszfát-gyök és 

az inkubáló oldatban lévő kalcium által képzett csa­
padékban a kalcium lecserélése az elektrondenz fém­

mel nem az inkubálás alatt, hanem egy külön lépésben 

történik. A nem-specifikus alkalikus foszfatázt szub-
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mikroszkópos szinten először BBANDES, ZETTEfiQUIST 

és SHELDON /1956/, valamint BBANDES és ELSTON /1956/ 

mutatták ki ilymódon, A vizsgálandó anyagot 1 %-os 

osmiumban rögzítették, majd a Gömöri-féle oldatban 

inkubálták /glicerofoszfát, kalcium, alkalikus pH/.
A kalciumot utólag helyettesítették ezüsttel. Az 

elektrondenz ezüstfoszfát elhelyezkedése jelezte az 

enzimaktiv területeket. Az ilyen jellegű módszerek­
nél meg kell emliteni, hogy az elektrondenz fém má­
sodlagosan történő kapcsolása esetében nincs bizto­
síték arra, hogy minden kalcium-ion lecserélődött a 

megfelelő fémmel, és ennek következtében - mivel a 

kalcium denzitása lényegesen alacsonyabb, mint az 

ezüsté - könnyen észlelhetünk hamis negativ reakciót. 

További problémát okoz a kalciumfoszfát oldékonysága, 
amely miatt a pH-t elég magasan kell tartani az inku- 

bálás alatt, ami viszont a finomabb struktúrák káro­
sodásához vezethet és nagymértékben megnehezítheti a 

pontos lokalizációt. Ha viszont alacsonyabb pH mellett 

végezzük a reakciót, akkor az esetleg kioldódott kai— 

ciumfoszfát okozhat hamis negativ reakciót.

с/ Közvetlen kapcsolásos eljárások

Itt az elektrondenz fém bekötése már az inkubá- 

lás ideje alatt megtörténik. A módszer kidolgozása
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МÖLBEET, DUSPIVA és DEIMLING /i960/, valamint CLARK 

/1961/ nevéhez fűződik. Osmiumban rövid ideig fixált 

anyagot inkubáltak glicerofoszfát- és ólomnitrát- 

tartalmu oldatban pH 7*8 mellett, amelyet osmiumos 

posztfixálás, majd beágyazás követett. Ilyen körül­
mények között az ólom közvetlenül bekötődik a felsza­
baduló foszfát-gyökhöz. így lehetőség nyilik arra, 

hogy a reakció menetét leröviditsük, ami csökkenti 
a diffúzió veszélyét. Elkerülhetők továbbá a kicse­
rélődéssel kapcsolatos hibák, és végül alacsonyabb 

pH használható, miáltal csökken az erősen lúgos pH- 

okozta destrukció. Hasonló eljárást dolgozott ki 
HUGÓN és BORGERS /1966/, akik osmium helyett glutár- 

aldehidet használtak előrögzitésre, minthogy szerin­
tük az osmium bénitja az enzimet.

Meg kell jegyeznünk, hogy az alkalmazandó pH 

mértékét az határozza meg, hogy az ólom milyen kon­
centrációját akarjuk létrehozni az inkubáló oldatban. 
Lugos tartományban ugyanis az ólomnak csak egy bizo­
nyos része marad oldatban, éspedig az adott pH érték­
nek megfelelő mennyiség. Minél lúgosabb az oldat, an­
nál kevesebb ólom marad oldatban. Tehát az inkubáló 

oldatba mért ólom mennyisége nem mindig azonos az in- 

kubálás alatti koncentrációval.
Szimultán kapcsolásos eljárást dolgozott ki
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CHASE /1963/» áki az elsődlegesen képződött kalcium- 

foszfátot tekinti a reakció végtermékének, és annak 

elhelyezkedését vizsgálta elektronmikroszkóp alatt. 

MIZUTANI és ВАКЕШЕТТ /1965/ kalcium helyett kadmiumot 
helyezett az inkubáló oldatDaf és a keletkező kadmium- 

foszfát-csapadék denzitását vizsgálta. Ezen két utób­
bi módszernek nincs gyakorlati jelentősége az alkalma­
zott fémek alacsony denzitása és az inkubáló oldat 

magas pH-ja miatt. /Az egyik a kiértékelést teszi ne­
hézkessé, a másik pedig az alapszerkezet destrukció­
ját okozhatja./ Nem tisztázott az sem, hogy a reakció 

végtermékében végülis milyen fém szerepel, mert ha 

alkalmaznak ólomcitrátos utófestést, akkor felmerül 
annak a lehetősége, hogy az alacsony denzitásu fémek 

a citrátozás alatt lecserélődnek ólommal.
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III. Á ЯЕМ-SPECIFIKÜS ALKALIKUS FOSZFATÁZ

KIMUTATÁSÁVAL KAPCSOLATOS

SAJÁT VIZSGALATOK

Az alkalikus foszfatáz kimutatásával kapcsolatos 

vizsgálatokat a Gömöri-tipusu reakción alapuló mód­
szerekkel végeztük. Olyan kimutatási eljárást óhaj­
tottunk kiválasztani, illetve kikisérletezni, amely­
nek segítségével kifogástalan eredményeket lehet nyer­
ni mind fény-, mindpedig elektronmikroszkópos szinten. 

Gyakorlatilag kifogástalan eredményeket biztositó 

fénymikroszkópos-hisztokémiai módszerek rendelkezésre 

álltak ugyan, mégis elengedhetetlen volt a fénymikro­
szkópos vizsgálatok elvégzése is. Abból az elvből in­
dultunk ki ugyanis, hogy csakis azon eljárással nyert 

elektronmikroszkópos eredmények tekinthetők elfogad­
hatónak, amelyekkel fénymikroszkóposan is hibátlan 

lokalizációt lehet elérni. Más szóval, amikor egy-egy 

fénymikroszkópos metodikán kisebb-nagyobb változtatást 

eszközlünk a szubmikroszkópos szinten való alkalmazha­
tóság céljából, akkor a módosított eljárásnak továbbra
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is használhatónak kell maradnia fénymikroszkópos 

szinten is. Amennyiben ez nem áll, vagy az ilymódon 

kapott eredmények nem kielégitőek, úgy az ilyen el­
járásokkal nem is kisérleteztünk elektronmikroszkó­
posán. Gyakorlatilag az elektronmikroszkópos vizsgá­
latokra szánt metodikák "hitelesítése" fénymikroszkó­
pos szinten történik. Munkánk során a hisztokémiai 
reakció minden egyes lépésével kapcsolatban kísér­
leteket végeztünk, és az igy kapott eredményeket az 

irodalomból ismert adatok kombinálásával igyekeztünk 

létrehozni egy, a célnak megfelelő fény- és elektron­
mikroszkópos hisztokémiai eljárást az aspecifikus al- 

kalikus foszfatáz kimutatására.

1. A rögzitő szer és a rögzités körülményeinek
megválasztása

a/ Rögzítetten anyagon végzett kísérletek

Annak érdekében, hogy a különböző fixáló anya­

goknak enzimre és struktúrára gyakorolt károsító ha­
tását elkerüljük, kézenfekvő megoldásnak látszana a 

rögzítetten anyag használata. Ami a rögzités proble­
matikáját illeti, ez lenne az ideális állapot. Az 

"ideális állapot" azonban más tudományágak kísérletei­

ben is elérhetetlen; igy ez a hisztokémiáoan, és főleg
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az elektronhisztokémiában is csak megközelíthető. 

Szuhmikroszkópos vizsgálatoknál ugyanis a rögzítés 

elkerülhetetlen, mert a szövet elhalása után azonnal 
jelentkező bomlási folyamatok /autolizis/ olyan el­
változásokat okoznának, hogy az igen megnehezítené 

a kapott képeken a tájékozódást. Ha viszont az ideá­
lis állapot elérhetetlen, akkor arra kell törekednünk, 
hogy minél közelebb kerülhessünk hozzá, vagyis olyan 

rögzítési módot kell alkalmazni, amely az enzimakti­
vitás vonatkozásában a legkisebb destrukciót okozza, 
és amelynek segítségével viszonylag tökéletesen meg­
tartott alapszerkezet nyerhető.

Amennyiben az elektronhisztokémiában a rögzí­
tés elkerülhetetlen, úgy felmerül a kérdés, vajon 

mi a célja a nativ anyagon való kísérletezéseknek?
Itt elsősorban arra szerettünk volna választ kapni, 

hogy mennyiben jogos a fénymikroszkópiában az idegen­
kedés a rögzitetlen anyagok használatától, és hogyan 

értékelhetők az ilymódon nyert képek. A friss-fagyasz­
tott anyaggal végzett munkák eredményei felhasználha­
tók továbbá a diffúzió, az aspecifikus fémkötődés stb. 

kérdéseivel kapcsolatban is.
Rögzitetlen anyagban már sokan kimutattak alka- 

likus foszfatáz-aktivitást: EGER 195o» BRANDES és 

ELSTON 1950, BURGOS, DEANE és KARHOVSKY 1955» MAENGWYN-
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DAVIES és FRIEDENWALD 195©, RICHTERICH 1952, ROMÁNUL 

és BANNISTER 1962, WACHSTEIN 1955, WACHSTEIN és MEISEL 

1957» stb. Ezen próbálkozások eredménnyel jártak és 

többen megemlítik, hogy nativ anyag használata alkal­
mával lehet a legjobb eredményeket elérni. Ettől füg­
getlenül kialakult egy olyan nézet, amely szerint az 

alkalikus foszfatáz kis molekulájú enzim lévén, hajla­
mos a diffúzióra, és csak a kellően előkezelt /rögzí­
tett/ anyagokon végzett kísérletek vezethetnek ered­
ményre /WEGMANN 1966/.

A kérdés tisztázása érdekében friss fagyasztott 

anyaggal végeztünk kísérleteket. Patkány-vékonybélbői 
és nagyagykéregből kriosztátos metszeteket készítet­
tünk, és azokat felszámítás nélkül - tehát fizikai 

rögzítés sem volt! - inkubáltuk a Gömöri-féle glicero- 

foszfát-kalciumos oldatban, majd ólommal lecseréltük 

a kalciumot, és igy vizsgáltuk az enzim lokalizáció­
ját /1-2. ábra/. Az inkubálást szobahőmérsékleten és 

jól záró üvegedényekben végeztük; ezáltal sikerült el­
kerülni az inkubáló oldat párolgását /bekoncentráló- 

dását/. így tisztább felületű metszeteket kaptunk.
Vizsgálataink alapján kitűnik, hogy a nem-speci­

fikus alkalikus foszfatáz ilyen körülmények között is 

tökéletesen kimutatható. A szükségesnél hosszabb in- 

kubálási idő esetében természetesen felléphetnek dif-
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1. ábra. Patkány-nagyagykéreg. Friss-fagyasztott 
metszet. Gömöri-módszer. Inkubáció lo 
perc. A kapillárisokban diffúzió-mentes 
reakció látható, x 18o.

2. ábra. Patkány-vékonybél. Friss-fagyasztott
metszet. Gömöri-reakció. Inkubáció 5 perc. 
Reakció a kutikulában. Műtermék nexa ész­
lelhető. x 500.
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fúziós műtermékek, viszont ezek jól rögzitett anya­
gokon is észlelhetők tulinkubálás alkalmával. A 

szükséges inkubálási idő nagymértékben lecsökken, 

ami érthető, mert az enzim szinte száz százalékban 

jelen van, és igy nagyobb aktivitást képvisel.
/А nagyobb aktivitású helyek DANIELLI /1946/ sze­
rint rövidebb idő alatt reagálnak; a különböző elő­

kezelések után az enzim kisebb-nagyobb károsodást 

szenved, amely elérheti a 8o-9o %-ot is, aminek 

következtében hosszabb inkubálási időt igényelhet./ 

Diffúziót, magreakciót, vagy más aspecifikus festő- 

dést nem észleltünk.

b/ A rögzitő-oldat pH-jának hatása az enzim-
reakcióra

Számtalan vizsgálat történt annak megállapítá­
sára, milyen hatással vannak az enzimreakcióra a 

különböző előkezelési procedúrák, igy: a fixáló anyaga, 
hőmérséklete, a fixálás időtartama. Kísérleteket vé­
geztek arra vonatkozóan is, hogy a reakció előtt al­

kalmazott kationok és anionok milyen hatást gyakorol­
nak az enzimre /FREUEN 1956, 1962/. A rögzitő pH- 

jának esetleges hatását viszont - tudomásom szerint - 

nem vizsgálta senki. A kérdés felvetése indokolt, 

mert az enzimreakciók nagy többségénél a fixálás és
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az enzim működésének optimális pH-ja nem esik egybe, 
így az alkalikus foszfatáznál sem, ahol az inkubálás 

pH 7,8 - 9 között, a fixálás pedig pH 7 - 7,6 mellett 

történik. Amennyiben tehát a reakció kivitelénél a pH 

lényeges faktor, úgy valószinü, hogy a rögzítésnél al­
kalmazott pH is befolyásolhatja az eredményeket. Ter­

mészetesen a pH hatása sokszorta kisebb mértékű az 

enzim-fehérjére, mint amilyen mértékű lehet az enzim 

aktivitására. A kérdés csak az, vajon a pH változtatá­
sának ez a hatása a rögzités alkalmával mennyiben ész­
lelhető hisztokémiailag. Ennek eldöntésére kísérlete­
ket végeztünk patkány-vesén és -májon. 4 %-os forma­
iinból sorozatot készítettünk pH 7,25, 8,18 és 9,16 

mellett. A pH beállítása Michaelis-puffer /PEARSE 

1961/ segítségével történt. Két órás rögzités után 

elvégeztük a Gömöri-féle enzimreakciót. A vese eseté­
ben nem találtunk különbséget sem a lokalizáció, sem- 

pedig az intenzitás tekintetében. A máj vizsgálatakor 

ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy meglepően nagy 

különbségek vannak a lokalizációt illetően a külön­
böző pH mellett rögzített anyagoknál. A pH = 7,25-nél 
rögzített anyagoknál a sejtmagok, pH = 8,18-nál a 

sinusok, a pH = 9,16-nál rögzítetteknél pedig az epe­
kapillárisok és a sinusok egy része mutatott reakciót.
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A kísérletek többszöri megismétlése után azonban 

kitűnt, hogy ezen lokalizációs különbségek csak rész­
ben erednek a fixáló anyag pH-jának változtatásából. 

Bár az esetek többségében az előbb emlitett különbsé­
gek voltak észlelhetők, sok esetben mindhárom pH mel­
lett az epekapillárisok reagáltak, sőt az is előfor­
dult, hogy egyáltalán nem kaptunk semmiféle reakciót.
A máj alkalikus foszfatáz-aktivitásónak kimutatása 

ugyanis elég labilis a Gömöri-módszerrel, ami nem a 

módszer használhatatlanságából ered, hanem onnan, hogy 

a kimutatás sikere nagymértékben függ a máj funkcioná­
lis állapotától. HOLMGEEEN /1950/ tapasztalatai sze­
rint a májban a foszfatáz-aktivitás napszakonként vál­
tozik. Bár minket a dolog metodikai része foglalkozta­
tott inkább, kísérleteket végeztünk arra vonatkozólag 

is, melyik napszakban, milyen minőségű étkeztetés mel­
lett, vagy éppenséggel éheztetés alkalmával lehet-e a 

májon a kimutatást standardizálni. A napszakonkénti 
vizsgálat és a különböző minőségű étrendek mellett sem 

tudtuk a patkány-májban a kimutatást minden esetben 

sikeresen végrehajtani. Tényként állapítható meg vi­
szont az, hogy éheztetés hatására az epekapillárisok 

kitágultak.

Tapasztalataink szerint tehát a rögzítő oldat 

pH-ja bizonyos határok között nem befolyásolja az en­
zim lokalizációját és aktivitását hisztokémiailag ész­
lelhető módon. A májnál tapasztalt lokalizációs különb­
ségek nem irhatok sem a különböző pH, sem pedig a meto­
dika rovására. E kérdések végleges megoldása csupán 

biokémiai és hisztokémiai módszerek együttes alkalma­

zásával lesz lehetséges.
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с/ A fixáló anyag megválasztása

A rögzitő anyagát mindig az alkalmazott metszet- 

készitési technika határozta meg* A paraffinos metsze­
tek korszakában az alkohol- és aceton-rögzités volt a 

leghasználatosabb; ennek szinte egyenes folytatásaként 

következett a beágyazás. Később, amikor a fagyasztott 

metszetek használata került előtérbe, akkor - mivel 
az alkohol vagy aceton után az anyag nagyon rosszul 
fagyasztható - a formalinos fixálás látszott célra­
vezetőbbnek. Az utóbbi időkben a fizikai fixáló mód­
szerek használata vált. divatossá. Feltűnő, milyen szé­
les skáláját alkalmazták a rögzitő szereknek ezzel az 

enzimmel kapcsolatban, és a legegyszerűbbtől, a rög- 

zitetlen anyag használatától mennyire idegenkedtek 

és idegenkednek ma is. Ennek oka valószinüleg az, 

hogy a legtöbben túlzott jelentőséget tulajdonítot­
tak a diffúziónak, mint a mütermékképződés lehetősé­
gének. Ezek után szinte természetes, hogy egymás­
után születtek /*'a diffúzió elleni küzdelem" jegyé­

ben/ a fixálás és a reakció kivitelével kapcsolatos 

módositások.
Annál nagyobb gondot okoz a fixálás az elektron- 

hisztokémiában. Eleinte az elektronmikroszkópiában 

egyébként jól bevált osmiumot alkalmazták. ВАШШЕТТ
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és TICE /1963/ szerint osmium előrögzités után, blokk-
fixálás esetében létrejön egy külső tulfixált réteg 

/enzimaktivitás itt már nem mutatható ki/, egy középső
optimálisan rögzült, enzimaktiv rész, és egy belső
fixálatlan réteg, amely szintén aktiv. Amennyiben ez 

igaz, úgy tág lehetőség nyilik arra, hogy különböző 

hibás végeredményeket kapjunk, úgymint hamis pozitiv 

és hamis negativ reakciót, valamint az aspecifikusan 

kötődő fém által okozott műtermékeket /az ilyen fém­
kötődés csak fixálatlan területeken Jön létre, és 

csak elektronmikroszkópos szinten okoz komoly prob­
lémát/. Az eredmény tehát végső soron attól függ, 

hogy a blokk melyik része került beágyazásra. E kér­
déssel kapcsolatosan végzett kísérleteink menetét a 

táblázat mutatja. Eredményeink alapján az első és 

legfontosabb észlelés, hogy az osmium már egy perc 

alatt is komoly enzimdestrukciót okoz, hosszabb idő 

után pedig teljesen inaktivál. Ugyanezt tapasztalta 

HUGÓN és BURGERS /1966/ is. Márpedig, még kis blok­
kok esetében is, a normális rögzítéshez legalább tiz 

perc szükséges, amely idő alatt viszont az enzim 

szinte teljesen inaktiválódik. Az osmiumos rögzités 

után az aspecifikus fémkötődés hasonló, ha nem 

gyobb, mint a friss-fagyasztott anyagok esetében. A 

formaiin-fixálás után aspecifikus ólomkötődés nem

na-
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1. táblázat

Fixálás Inkubálás Anyag Eredmény

Patkány vese, Aspecifikus 
agy1 %-os osmium 5* 1 %-os ólomnitrát fémkötődés

Részleges 
inaktiváló­
dás

Patkány vese Közel teljes 
inaktiváló­
dás

Patkány vese Teljes in­
aktiválódás

Patkány vese, Aspecifikus 
máj, agy fémkötődés 

nem volt
Patkány vese, Aspecifikus 
agy, máj

1 %-os osmium 1* Gömöri-mixtura Patkány vese

1 %-os osmium 8* Gömöri-mixtura

1 %-os osmium 15* Gömöri-mixtura

4 %-os formalin 
2 óra 1 %-os ólomnitrát

Friss­
fagyaszt ott 1 %-os ólomnitrát ólomkötődés

volt észlelhető. Ezek után valószínűnek látszik, hogy 

az osmium lényegbevágóan más jellegű rögzítést ad, 
mint a formalin; osmium-fixálás után az anyag az aspe­
cifikus ólomkötődést illetően úgy viselkedik, mint a 

fixálatlan anyag, ügy látszik tehát, hogy a BAEBHETT 

és TICE által feltételezett, különböző mértékben fixá- 

lódott rétegek közül valójában csak kettő létezik: egy 

fixált, inaktiv, és egy rögzitetlen, aktiv réteg.
Ezen kísérletek elvégzése után arra a következ­

tetésre jutottunk, hogy az osmiumos előrögzités minden­
képpen kerülendő. /Újabban más enzimek, pl. cholin-
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esterase elektronmikroszkópos kimutatásánál is hasz­
nálják az osmiumot, mint előrögzitőt /ВАКЕШЕТТ 1962/. 
Az osmiumos prefixálás itt is az ólomnak a membránok­
hoz való aspecifikus kötődését okozza, és az enzimmű­
ködésnek tulajdonított reakció is inkább osmium-okozta 

ólomaffinitás eredményének tekinthető!/

Az aspecifikus fémkötődés mértéke jelentősen 

függ az alkalmazott technikától. A közvetett kapcso- 

lásos eljárások esetében ugyanis lényegesen kisebb a 

veszélye annak, hogy a helytelenül rögzitett részeken 

az alkalmazott nehézfém bekötődjék, hiszen itt csak 

2-3 percig van kapcsolatban a metszet a nehézfém­
oldattal. Ezzel szemben a direkt kapcsolásos módsze­
reknél az inkubálás ideje alatt kezdettől fogva a ne­
hézfém oldatában van az anyag, tehát lényegesen na­
gyobb a veszélye annak, hogy az osmium-rögzitett, 
vagy a kevésbé jól rögzitett területeken mütermék- 

jellegü festődés keletkezzék.

Az irodalmi adatok szerint és saját vizsgálataink 

alapján azt mondhatjuk, hogy a legmegfelelőbb rögzités 

mind fény-, mind elektronmikroszkópos célokra a pH 7.4- 

7,8-ra pufferezett formalin; esetenként a formalin és 

a glutáraldehid keverékének használatával szintén jó 

eredmények érhetők el.
A rögzités kivitelére két módozat kínálkozik: 

az immerziós és a perfúziós fixálási technika. Több 

szerző szerint a perfúziós módszerrel jobb eredmények
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nyerhetők. Ezzel kapcsolatban fénymikroszkópos vizs­

gálatokat végeztünk /3-6. ábra/. G1utáraidehides per-
fuzió után vizsgáltuk az alkalikus foszfatáz lokali­
zációját. Fénymikroszkóposan nem találtunk különbsé­
get a kétféle módon fixált anyag között. Perfúziós 

rögzités után viszont meg kellett nyújtani az inku- 

bálási időket; valószinüleg azért, mert a perfúziós 

fixálás lényegesen erősebb, hatásosabb, mint az im­
mer ziós.

A perfúziós fixálás nagy előnye, hogy utána az 

anyag kivágása sokkal könnyebb; a megfelelő terüle­
tet a fixált anyagon sokkal nyugodtabban megkereshet­
jük. Kiboncolhatjuk, mivel nem fenyeget annak a ve­
szélye, hogy időközben megindul az alapszerkezetet 

kárositó bomlási folyamat. Azokban az esetekben, ami­
kor a megfelelő területrész kivágása nem okoz problé­
mát, célszerűbb az immerziós technika alkalmazása; 

időveszteséggel nem jár a perfuzióval szemben, és - 

nem utolsó sorban - lényegesen egyszerűbb a kivite­
lezése. Mindkét esetben az állat halála után gyakor­
latilag azonos idő múlva kerül kapcsolatba a felhasz­
nálásra kerülő szövet a fixáló anyaggal. Munkánk fo­
lyamán inkább az immerziós technikát részesitettük 

előnyben.
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3. ábra. Patkány-vese. perfúziós rögzités, glutár- 
aldehid. Gömöri-módszer. Inkubáció 5o perc. 
Reakció a kefeszegélyben, x 5oo.

* ^

^

4. ábra. Patkány-szivizom. Módszer u.a. mint a 3- ábra. 
Reakció a kapillárisokban, x 5oo.
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6. ábra. U.a. mint az 5* ábra. A nyil egy endothel- 
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- 47 -

2. Az elektrondenz fém kiválasztása

Az elektronhisztokémiai vizsgálatok esetében az 

osmiumos utófixálás elkerülhetetlen. Szesetben viszont 

számolni kell az osmium közismert dekolorizáló hatásá­
val, amelynek következtében a képződött reakció-végter­
mék kioldódik a metszetből, ami hibás negativ eredmé­
nyekre vezethet. Az osmiumnak a posztfixálás alkalmá­
val jelentkező kárositó hatását ma már eredményesen ki 
tudjuk védeni. Igen hatásosnak bizonyult ezen cél érde­
kében a direkt kapcsolásos eljárás alkalmazása. Felté­
telezhető, hogy priméren lényegesen stabilabban kötő­
dik a fém, mint másodlagosan, és igy az a későbbiekben 

hatásosabban ellen tud állni az osmium dekolorizáló 

hatásának. /Emellett a direkt kapcsolással el lehet 

kerülni a közvetett kapcsolásos eljárások egyik, a 

kalcium és az ólom kicserélődésének tökéletlen voltá­
ból adódó hibáját. Igen sokszor előfordul ugyanis,hogy 

ezen kicserélődés nem teljes, tehát nem minden kalcium­
ion helyettesitődik ólom-ionnal, ami könnyen hamis ne­
gativ reakcióhoz vezethet./ Nagymértékben csökkenti 
a dekolorizáció veszélyét a BENNETT és LUFT /1959/ 

által javasolt kollidines osmium használata, amikoris 

o,2 M-os kollidin-oldat és 2 %-os osmium-oldat 3:1 

arányú keverékében végezzük az utórögzitést.

Ezek alapján a direkt kapcsolásos eljárások al­

kalmazása előnyösebb. Itt azonban újabb problémákkal 
kell szembenéznünk. Ebben az esetben ugyanis - a meg­
felelő denzitással rendelkező és fénymikroszkóposan 

is láthatóvá tehető - fém-ionnak az inkubáló oldat- 

ban kell jelen lennie, melynek következtében számol-
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műik kell a nehézfém és az inkubáló oldat egyes kom­
ponenseinek egymásra gyakorolt hatásával.

Az alkalikus foszfatáz szubmikroszk^s kimuta­
tásakor, a direkt kapcsolásos eljárás alkalmazása 

esetében a következő nehézfémek használata jöhetett 

számításba: Pb++, Co++, Ba++, Ag+. A leggyakrabban 

használt fém ezek közül az ólom; az ólom jelenléte 

azonban különböző problémákat vet fel. Meglehetősen 

nagy befolyása van az eredményekre az ólom-só tisz­
tasági fokának. A tisztasági foktól függetlenül el­
térő eredményekre vezethet a különböző cégek által 
előállított készítmények használata /szennyezések?/. 

További problémát okoz, hogy az ólom rendkívül ér­
zékeny a hisztokémiai laboratóriumokban gyakran je­
lenlévő kénhidrogén-gőzökre. Ilyenkor az inkubáló 

oldat hamar megzavarosodik, és a metszetek felületén 

szennyeződés rakódik le. Ennek elkerülése érdekében 

célszerű az inkubálást és a szulfidozást külön helyi­
ségben végezni. A legnagyobb nehézséget az inkubáló 

oldat lúgos pH-ja okozza; az ólom ugyanis lúgos kö­
rülmények között eléggé korlátozott mértékű koncentrá­

cióban marad csak oldatban. /Ez a koncentráció függ 

egyrészt az ólom, másrészt a szubsztrát minőségétől, 

de az alkalmazott lugositó anyagtól is./ Az inkubáló 

oldat pontos ólom-koncentrációját nem tudjuk mégha-
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tározni, mert az oldat-készitésnél mindig képződik 

kisebb-nagyobb mennyiségű csapadék, amely részben 

a lúgos pH-пак, részben pedig a szubsztrát esetle­
ges bomlási következtében jelenlévő foszforsavnak 

köszönhető. Így az ólom bizonyos részét kénytelenek 

vagyunk ólomfoszfát vagy ólomhidroxid formájában ki­
szűrni. Az inkubáló oldat készítésénél tehát, a fent- 

emlitett szempontokat figyelembe véve, az ólomnitrá­
tot mindig fölöslegben alkalmazzuk. Attól függetle­
nül, hogy az adott lúgos pH mellett az ólomnak úgyis 

csak egy bizonyos küszöbértéknyi mennyisége marad ol­
datban /tapasztalat szerint ez elegendő a megfelelő 

eredmények eléréséhez/, gondolnunk kell arra, hogy a 

szubsztrát esetleges bomlástermékeivel való reagálás 

/csapadék-képződés/ után legaláob ennek a küszöbér­
téknek megfelelő mennyiségű ólom meg is maradjon az 

inkubáló oldatban.
Az ólom használatának ilyen körülményes volta 

késztetett bennünket arra, hogy más fémek alkalmazá­
sával is kisérletezzünk. Ebből a szempontból az alka- 

likus foszfatáz kimutatásánál legelőször használt fé­

meket, a kobaltot és ezüstöt próbáltuk ki.
Az ezüsttel kapcsolatban hamarosan kiderült, 

hogy teljesen alkalmatlan elektronhisztokémiai célok­

ra a direkt kapcsolásos eljárások alkalmazásakor. Lu­
gos pH mellett az ezüst teljes mértékben kicsapódik;
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kizárólag az ammóniumhidroxiddal alkotott komplexe 

tartható oldatban lúgos körülmények között. Ez a 

vegyület viszont eleve olyan magas pH értéket ad, 
hogy a szubmikroszkópos struktúrák épen maradására 

nem lehetett számitani. Mindezek mellett az ezüst 

kötődése az ammóniáé komplexben sokkal erősebb, mint 

az ezüst és a foszfát-gyök közötti kapcsolat, s igy 

az ezüstnek a komplexből való felszabaditása foszfát­
ionok hatására nem történhet meg. Ilyen körülmények 

között az ezüst még fénymikroszkóposan sem volt al­

kalmazható x.
A kobalt ezzel szemben igen jól tűri az alka- 

likus pH-t és maradéktalanul oldatban marad ilyen 

körülmények között. Denzitása is megfelelő mértékű.
A kobaltos inkubáló oldat kristálytiszta marad. A 

felszabaduló foszfát gyökkel lereagál: kobaltfoszfát 

formájában kicsapódik. Sajnos, a kobalt direkt kap- 

csolásos formában már fénymikroszkópos szinten sem 

használható. Alkalmatlanságának oka ugyanaz, mint azt 

már az utóкареsolásos eljárásoknál is emlitettük: mag- 

festődést eredményez.

X Utó kapcsolásos formáoan AOFFAT 1958/ az ezüst 

használható fénymikroszkópos szintenl
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A bárium is Jól oldatban marad lúgos pH mel­
lett, denzitása igen magas, fénymikroszkóposan hasz­
nálható /reagense a rodizonát, amellyel szines csa­
padékot ad/. Ennek ellenére direkt kapcsolásos mód­
szerben nem tudtuk használni: már fénymikroszkóposan 

sem kaptunk vele eredményt. Ismerve azt, hogy a bá­
rium és a rodizonát reakciója nem ad mindig jól lo­

kalizálható végterméket, kísérleteket végeztünk ar­
ra vonatkozóan, vajon a bárium egyáltalán lereagál-e 

a hidrofoszfát-gyökkel. Amennyiben lereagál, de a 

rodizonáttal nem festődik kellően, úgy elektronmikro­
szkópban még mindig észlelni lehetne a bárium jelen­
létét. Elektronmikroszkópos vizsgálataink alapján 

azonban azt a következtetést kell levonnunk, hogy a 

bárium egyáltalán nem hajlandó reagálni a felszaba­
duló foszfát-gyökkel a szimultán kapcsolásos módszer 

körülményei között.
A különböző fémekkel végzett kísérletek vilá­

gosan bebizonyították, hogy csak az ólom használható 

közvetlen kapcsolás esetében, arai egyben jelenti azt 

is, hogy vállalni kell az ezzel járó nehézségeket.
Ha tehát megfelelő eredményeket akarunk kapni, úgy 

kellő elővigyázatossággal kell a reakció körülményeit 

megválasztani, az ólom-ionok oldatban-tartása miatti 
nehézségeket és az esetleges műtermék-képződés veszé­

lyeit figyelembe véve.
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3. Az inkubálás kivitele; az ólomfoszfát
átalakítása ólomszulfiddá

Szubsztrátként minden esetben МШСК-gyártmányu 

p.a. Na-b-glicerofoszfátot alkalmaztunk. A pH-t p.a. 

minőségű Na-veronállal 7,8-ra állítottuk be. Aktivá- 

tort nem alkalmaztunk. x A megfelelő tisztaságú ólom­

nitrátot mindig legutoljára, cseppenként vittük az 

inkubáló oldatba, annak rázogatása közben. Amennyi­

ben a vegyszerek megfelelő tisztaságuak voltak, úgy 

az inkubáló oldat legfeljebb enyhe opaleszkálást mu­

tat. Az oldatot használat előtt szűrőpapíron átszűr­

tük. Az inkubálást szobahőmérsékleten végeztük; igy 

elkerülhető az inkubáló oldat betöményedése, és az 

ennek következtében létrejövő zavarosodás. /Ha ez 

bekövetkezik - pl. magasabb hőmérsékleten! -, úgy 

a bekopcentrálódás következtében lecsapódó ólom- 

hidroxid a metszetek felületére rakódik; ami azokat 

gyakorlatilag használhatatlanná teszi./ A laborató­

riumban esetleg jelenlévő kénhidrogén-gőzök szennye­

ző hatásának elkerülése érdekében az inkubálást zárt 

edényben végeztük.

x
Fénymikroszkóposán semmi különbséget nem mutattak 

az aktivátorral és az anélkül kapott eredmények.
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A direkt kapcsolásos módszereknél az inkubálás 

után az enzimaktiv területeken már ólomfoszfát csapa­
dék van. A fénymikroszkópos észlelhetőség érdekében 

ezt színes csapadékká kell átalakítani, esetünkben 

fekete ólomszulfiddá. Az elektronhisztokémiában a csa­

padék denzitása biztosítja az enzimaktivitás észlel- 

hetőségét; ezért itt felvetődik a szulfidozás elha­
gyásának lehetősége /az elektrondenz végtermék még a 

reakció első lépésében kicsapódik az aktiv területe­
ken/. Sajnos, a szulfidozás elhagyása esetén az osmium- 

utórögzités teljes dekolorizációt okoz: az ólomfoszfát 

nem mutat semmiféle ellenállást az osmium károsító ha­
tásával szemoen, s már néhány perces rögzítés után 

teljesen kioldódik. Ezzel szemben az ólomszulfid elég 

jól tűri az osmiumos utókezelést, különösen direkt 

kapcsolásos eljárás és kollidin-osmiumos utófixálás 

esetében. A szulfidozás legegyszerűbb módja a fény­
mikroszkópiában használatos hig nátriumszulfidos vagy 

ammóniumpoliszulfidos kezelés. Az igy nyert képek 

fénymikroszkóposan kielégitőek. Ha viszont ezeket a 

metszeteket szubmikroszkópos szinten vizsgáljuk, ki­
tűnik, hogy az erősen lúgos ammoniumszulfid az alap­

szerkezetet teljesen destruálja /7» ábra/.
Az alapszerkezet védelmének érdekében szükségessé 

vált a szulfidozás módjának megváltoztatása. Olyan kén-
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7. ábra. Patkány-vese. Gömöri-reakció, közvetlen
kapcsolásos eljárás ólom-iónokkal. Ammónium- 
poliszulfidős átalakítás. Az enzimreakció 
lokalizációja helyes; a reakció-végtermék a 
mikrobolyhok között foglal helyet. A poli- 
szulfid azonban teljesen tönkretette az 
alapszerkezetet. MV: mikrovillusok; Cy; Cyto­
plasma. x 16,000.

hidrogénes vagy szulfidos oldatot kellett előállíta­
ni, amelynek pH-ja közel van a neutrális ponthoz, de 

emellett elegendő kén-iont tartalmaz ahhoz, hogy az 

átalakítás tökéletes legyen. A cél elérésére többféle 

módszerrel kísérleteztünk.

1. Kipp-készülékben vasszulfidból és sósavból 

előállított kénhidrogént használtunk, amelyet vagy 

az inkubált, kimosott és tárgylemezre húzott metszet-
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re közvetlenül ráfuvattunk, illetve a keletkezett kén- 

hidrogént fiziológiás sósvizben felfogtuk,és az átala­
kítást ebben a gázzal telitett oldatban végeztük. A 

nascens kénhidrogén-gáz és a kénhidrogénes viz pH-ja 

közel van a neutrális ponthoz, és igy nem jelent ve­
szélyt az alapstruktúrára. A Kipp-készülék állandó 

üzemben tartása azonban meglehetősen körülményes; 
emiatt le kellett mondanunk arról, hogy a mindennapos 

munkánkban ezt alkalmazzuk.

2. Sokkal könnyebben kivitelezhető eljárást dol­
gozott ki LÁZÁR /1965/ a kénhidrogén fejlesztésére.
A módszer lényege; 15 sulyrész ként, 7 sulyrész kova­
földet és 25 sulyrész meleg paraffint összekeverünk; 
teljes kihűlés előtt kb 1 cm^ nagyságú golyócskákat 
formálunk belőle, amelyeket azután a szükségletnek 

megfelelően bármikor felhasználhatunk. Használatkor 

egy-egy golyót kémcsőben melegítünk, mikoris kénhidro- 

gén-gáz fejlődik. Az igy nyert gázt fiziológiás konyha­
só-oldatban elnyeletjük, és a szulfidozást ebben az 

oldatban végezzük. Az oldat pH-ja közel van a neutrá­
lis ponthoz, s igy minden kockázat nélkül alkalmaz­
ható elektronhisztokémiai célokra is.

3. Intézetünkben újabban kidolgoztuk az ammónium- 

poliszulfid neutralizálását. A tömény oldatot 0,5 N 

ecetsawal közömbösítjük; a közömbösités akkor teljes,
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amikor a szulfid sötét sárga szine átcsap fehérbe. 

Természetesen ez nagy mennyiségű kén kicsapódásá­
val jár együtt, de a maradék még mindig elegendő a 

foszfát-gyök kvantitatív lecseréléséhez. Az oldatot 

közömbösités után szűrjük vagy centrifugáljuk.
Ezen utóbbi eljárás alkalmazása látszott a 

legelőnyösebbnek, mert kivitele rendkívül egyszerű 

és a vele kapott képek megfelelő minőségűek.

4. A nem specifikus alkalikus foszfatáz fény­
mikroszkópos kimutatása különböző emlős
állatok szöveteiben

Vizsgálati anyag:
Fehér patkány: vese, máj, vékonybél, pankreas,

nagyagykéreg, kisagy, szívizom, 
ductus deferens, parotis.

Vese, máj, vékonybél, pankreas, 
nagyagykéreg, szivizom, kisagy,

Macska:

uterus.

vese, máj, vékonybél, pankreas, 

nagyagykéreg, szivizom.

Az anyag kivétele az állatok elvéreztetése után

Kutya:

történt.
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Rögzítés 4 %-os neutrális formaiinban 2 óráig. 

Inkubálás a különböző szöveteknél más és más idő­
tartammal, szobahőmérsékleten, a következő össze­
tételű oldatban történt:

5 ml 1 %-os Na-b-glicerofoszfát,
2 ml 1 %-os ólomnitrát,
2 ml 2 %-os Na-veronál.

Kimosás többször váltott desztillált vizben. 

Szulfidozás neutrálizált ammóniumpoliszulfid-oldatban. 
Kimosás, majd lefedés kristályragasztóval. 

Pénymikroszkóposan ezzel a módszerrel vizsgáltam a 

különböző állati szövetekben a nem specifikus alka- 

likus foszfatáz lokalizációját /8-4o. ábra/.
A kimutatási eljárás összeállításánál figye­

lembe vettük az elvégzett kísérletek eredményeit, és 

azok alapján igyekeztünk az optimális reakciómenetet 

kidolgozni.

5. A fénymikroszkónos kimutatás eredményei

A fenti módszerrel kapott eredményeket össze­

hasonlítottuk az irodalomban már jól bevált fény­
mikroszkópos kimutatási eljárások segítségével ka­
pott képekkel, és ezáltal győződtünk meg a módszer 

használhatóságáról. Az irodalmi adatok és saját vizs-
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gálati eredményeink alapján megállapítható, hogy az 

e módszerrel kapott eredmények a lokalizációt ille­
tően azonosak a más módszerrel kapottakkal. Ezek 

alapján a módszer nyugodtan használható szubmikro- 

szkópos szinten. Aspecifikus reakció vagy fémkötő­
dés nem észlelhető: igy nem kell tartani a helytelen 

lokalizációtól és a hamis pozitiv vagy negativ re­

akciótól.

Eredményeink kiértékelése alapján állást tudunk 

foglalni a MQOG /1951/- és а МОЕ /1952/ -effektusokkal 
kapcsolatban. A két szerző által észlelt jelenség gya­
korlatilag azonos. Vékonybél-kutikula alkalikus foszfa- 

tázának a Gömöri-féle kobaltos módszerrel való kimu­
tatásakor azt tapasztalták, hogy ha a metszeteket a 

szükségesnél hosszabb ideig inkubálták, akkor a köz­
tudottan magas aktivitású kutikulában nem kaptak re­
akciót, csak a sejtmag és a sejt bazális része festő- 

dött. Ezen jelenség okát МОЕ és MOOG az enzim, vagy 

más reakciótermék diffundálásában látja. HUYTEK /1952/ 

szerint az effektus létrejöttéért a kimutatási mód­
szerben szereplő kobalt a felelős. A kobalt ugyanis 

csak abban az esetben alkalmas a kimutatásra, ha a 

reakció folyamán keletkező kalciumfoszfát koncentrá­
ciója egy meghatározott küszöbérték alatt marad.





Б

9. ábra. Patkány-máj. Inkubáció 15 perc. Enzimaktivitás 
az epekapillárisokban. Jellemzők az epekapil­
lárisok vak végződései /nyilak/, x 5oo.

lo. ábra. Patkány-vékonybél. Boholy-keresztmetszetek.
Inkubáció lo perc. Aktivitás a kutikulában 
/nyilak/, x 35о.
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11. ábra. Patkány-pankreas. Inkubáció 3o perc. Aktivitást 
csak az érkapillárisok mutatnak, x 500.

12. ábra. Patkány-pankreas. Inkubáció 3o perc. x lloo.
‘H’-'



- 62 -

'T *
- • —'•ч

«i* * £г'Л А 1, ч
/ VУ*г- ' г •. м'/ *, • ч 

V ~ ЧN
> Í

*■■

ч J( .v
‘ 4 /v ^ ' «

Щ %■' %
£» * * {••"Ч V

--
*

•лж£ -V4-' ■*
- л &л ^ >С г *

1Г'. * ч 
& ^

V-
. ■ гздс *-ч

)Гч
• * ^

' N ^
Ж

/

13. ábra. Patkány-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc. 
Aktivitás a kapillárisokban, x 14o.

f * *'* tЭЧЕЯгЧ
t ■ ,
—

■r j *9 '4i- *> v ,
' ; ■. i ■

í %

4/I -«nt 4 <
* ÓV-

14. ábra. Patkány-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc. 
x lloo.
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13. ábra. Patkány-kisagy. Inkubáció 3o perc. Aktivitás
látható a kéreg- és velőállomány kapillárisai­
ban, a pia mater ereiben, a Purkinje-sejték­
ben, a granuláris réteg egyes sejtjeiben és a 
velőállományban, Ms stratum moleculare;
P: Purkinje-réteg; Gr: stratum granulosum;
V: velőállomány, x 14o.

(

f

i

% '#

16. ábra. Patkány-kisagy. Inkubáció 3o perc. 
Kapilláris-reakció, x 6oo.
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17. ábra. Patkány-parotis. Inkubáció 3o perc. Aktivitást 

csak az ér-kapillárisok mutatnak, x 500.

18. ábra. Patkány-szívizom. Inkubáció 4o perc. Aktiv 
kapillárisok, x lloo.



* » ^

19. ábra. Patkány-ductus deferens. Inkubáció 3o perc. 
Aktiv kapillárisok, x 5oo.

2o. ábra. Patkány-dúctus deferene. Inkubáció 3o perc.
A nyilak endothel sejtmagokra mutatnak, x lloo.



21. ábra. Macska-vese. Inkubáció 2o perc. A kanyarulatos 
csatornák /nyilak/ kefeszegélye mellett akti­
vitást mutatnak a glomerulusok /Gl/ is. x 52o.

22. ábra. Macska-vese. Inkubáció 2o perc. A kanyarulatos 
csatornák kefeszegélye intenziv enzimaktivitást 
mutat, x looo.
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га. Macska-máj. Inkubáció 15 perc. Az epe­
kapillárisok mutatnak aktivitást, x 52o.

24. ábra. Macska-vékonybél. Inkubáció lo perc.
A kutikula aktiv; a bélbolyhok /В/ stromája 
nem mutat reakciót, x 2oo.
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25. ábra. Macska-pankreas. Inkubáció 3o perc. Jól 
látható, hogy csak a Langerhans-szigetek 
aktivak /nyilak/, x 16o.

4'

j» * V"I *
• .

26. ábra. Macska-pankreas. Inkubáció 3o perc. Nagyobb
nagyítás mellett megfigyelhető, hogy a Langerhans- 
sziget egyes sejtjei intenziv aktivitást mutatnak 
/nyilak/, mig más sejtek /csillaggal jelölve/ 
jóformán inaktívak, x looo.
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27. ábra. Macska-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc.
Csak a kapillárisok mutatnak aktivitást, 
x 14o.
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28. ábra. Macska-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc.

A nyilak endothel-seötmagokra mutatnak, 
x lloo.



29. ábra. Macska-szivizom. Inkubáció 45 perc. Enzim­
aktivitást a kapillárisok mutatnak, x 800.

5o. ábra. Macska-szivizom. Inkubáció 4o perc. x 2ooo.
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3,1« ábra. Macska-kisagy. Inkubáció 3o perc. Enzim­
reakció látható mind a molekuláris, mind- 
pedig a granuláris rétegben elhelyezkedő 
kapillárisokban, valamint kismértékben a 
Purkinje-sejtekben és a granuláris réteg 
egyes sejtjeiben. Ms stratum moleculare; 
P: Purkinje-sejt; Gr: stratum granulosum. 
x 16o.

Inkubáció 6o perc. Aktivitás a
kapillárisok falában található, x lloo.



55. ábra. Kutya-vese. Inkubáció 2o perc. A kefeszegély 
/nyilak/ mutat aktivitást, x 5oo.
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34. ábra. Kutya-máj. Inkubáció 15 perc. Az epekapillá­
risok rendelkeznek enzimaktivitással. x looo.



'

a. Kutya-vékonybél, Inkubáció lo perc.
~ A kutikula aktiv. В: bélbolybok. x 2oo.

r- >

1 L

• é-

36. ábra. Kutya-pankreas. Inkubáció 2o perc. A szekréciós 
kapillárisok /S/,a ductus intercalarisok /I/, 
valamint a nagyobb kivezető csövek /nyil/ mutat­
nak aktivitást, x 2oo.
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37. ábra. Kutya-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc.
A kapillárisok mutatnak reakciót, x 14o.

38, ábra. Kutya-nagyagykéreg. Inkubáció 3o perc. 
x lloo.
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39« ábra. Kutya-szivizom. Inkubáció 4o perc. Aktivitás 
a kapillárisokban, x 7oo.

4ÍÉ
-

4o. ábra. Kutya-szivizom, Inkubáció 4o perc. Vvt: vörös­
vértest a kapilláris lumenében, x 2ooo.
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Mivel pedig a kutikula jelentős foszfatáz-aktivitás- 

sal rendelkezik, a kalciumfoszfát koncentrációja 

gyorsan a kritikus érték fölé emelkedik, s igy a 

kalcium nem cserélődik le kobaltra. Mindez nem ész­

lelhető ezüst alkalmazása esetében. KASTKIKIN /1965/ 

szerint a MOOG-effektus lényege az, hogy a kritikus 

inkubációs idő eltelte után a legmagasabb aktivitá­

sú helyeken, a szokványos reakciómenet esetén /ko­

balt- és szulfid-kezelés után/ nem kapunk reakciót, 

jóllehet interferencia-mikroszkóp segitségével a 

csapadékképződés megfigyelhető. A hatás okait vizs­

gálva megállapította, hogy a reakció folyamán két­

féle csapadék képződésére van lehetőség. Keletkez­

het egyrészt hidroxiapatit /Ca^/PO^/g. Ca/OH/2/» 

másrészt egy, KASTRIKIN által ”rendellenes”-nek ne­

vezett csapadék: Ca^/PO^/g.2CaHP04. A kalciumnak 

kobalttal történő lecserélése csak abban a csapa­

dékban lehetséges, amelyben van olyan kalcium, a- 

mely nincs közvetlen kapcsolatban a foszfáttal. Te­

hát a lecserélés csak a hidroxiapatit csapadékban 

lehetséges, mig a '’rendellenes” csapadékban, ahol

minden kalcium-ion közvetlen kapcsolatban van a fosz- 

kicserélődés nem tud lejátszódni. A re-fáttal, ez a
akció folyamán először hidroxiapatit keletkezik, és 

igy 1~5 percnyi inkubálás után még kapunk festődést
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a kutikulában; az inkubálást tovább folytatva vi­
szont már a "rendellenes" csapadék keletkezik, 

mely rárakódik az elsődlegesen keletkezett hidroxi- 

apatitra, és igy megakadályozza a kalcium lecseré- 

lődését. A "rendellanes", tehát nem apatit jellegű 

csapadék képződését KASTRIKIN valamilyen fermenta­
tiv hatásnak tulajdonitja.

Noha KASTRIKIN nem tesz emlitést arra vonat­

kozóan, hogy a kétféle csapadék hogyan viselkedik 

más nehézfémekkel szemben, valójában az ő eredményei­
ből is az a következtetés vonható le, hogy a MOOG- 
effektus létrejöttéért a kobaltos technika felelős.

a-

Saját vizsgálataink során, amennyiben a ko­
baltos metodikát alkalmaztuk, néhány perces inku- 

bálás után mi is észleltük a MOOG-effektust. Ezzel 
szemben ólom használatakor sem a közvetlen, sem pe­
dig az utokapcsolásos módszereknél nem tapasztal­
tuk a jelenség létrejöttét. A szükségesnél hosszabb 

ideig való inkubálás után is csak a tulinkubálás 

szokványos jelei voltak láthatók. /Az aktiv helye­
ken a reakció felerősödik, a lokalizáció eldurvul, 

az esetleges diffúzió következtében festődhetnek a
Tehát RUYTER vizs-szövetek nem aktiv részei is./ 

gálatai szerint az ezüst, saját megfigyeléseink sze-
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rint pedig az ólom használata esetén kiküszöbölhető 

a MOOG-effektus. Ezeket figyelembe véve, igen nagy 

valószinüsége van azon feltevésnek, hogy a hatás 

létrejöttének oka a köbaltos technika. Ez nem zárja 

ki annak a lehetőségét, hogy a csapadékképződés a 

KASTRIKIN által feltétáLezett módon történik; úgy 

látszik azonban, hogy a Ca++ kicserélhetőségének 

korlátozott volta kizárólag a kobaltra vonatkozik.

Érdekes megfigyelésről számol be BOURNE /1944/, 

aki az alkalikus foszfatáz lokalizációját vizsgálta 

tengerimalac-vékonybélben. Azt tapasztalta, hogy a 

kutikulában a reakcióvégtermék bilamináris elhelyez­
kedést mutat. Később DEANE és DAMPSEY /1945/, HEBERT 

/195о/, МОЕ /1952/, JOHNSON és KUGLER /1953/, vala­
mint JOHNSON /1954/ a különböző emlősállatok vékony­
belének vizsgálatakor hasonló jelenséget észleltek.
A reakcióvégterméknek ilyen jellegű elhelyezkedését 

МОЕ és HEBERT diffúziós tényezőkkel magyarázza. 
JOHNSON /1954/ szerint a bilamináris lokalizáció a 

reakció utolsó lépésében /a szulfidozás alatt/ jön 

létre, és kialakulása az alkalmazott ammóniumpoli- 

szulfid minőségétől függ. Háromféle poliszulfid- 

oldattal végzett kísérleteket, úgymint 1/ frissen 

készített /citromsárga szinü, erősen kénhidrogén- 

szagu-í 2/ régebbi, több napos oldattal /sötétsárga, 

ammónia-szagu/, valamint 5/ mesterségesen "öregitett" 

oldattal. Az első két poliszulfiddal dolgozva, bila­
mináris reakciót kapott. A mesterségesen "öregitett" 

oldattal egységes reakciót kapott a kutikula teljes 

szélességében.
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Vizsgálataink folyamán, amelyeket a kutya, 

macska és patkány vékonybelén végeztünk, soha nem 

észleltünk a kutikulában ilyen jellegű bilaminaris 

lokalizációt. Kísérleteket végeztünk a következő 

minőségű ammoniumpoliszulfid-oldatokkal:
1/ frissen készitett oldat lslo arányban 

higitva,
2/ több hénapos oldat l:lo arányban higitva,
3/ Kipp-készülékből nyert kénhidrogén a met­

szetre közvetlenül ráfuvatva,
4/ Kipp-készülékből nyert kénhidrogén, elnye- 

letve fiziológiás sóoldatban,
5/ Lázár-féle eljárással nyert kénhidrogén, 

elnyeletve fiziológiás sóoldatban,
6/ frissen készült poliszulfid-oldat neutra- 

lizélva ecetsavval,
7/ több hónapos oldat neutralizálva ecetsavval.

Mindegyik oldat alkalmazásakor a kutikula tel­
jes szélességében egyforma intenzitású reakciót kap­
tunk. Az inkubációs idők meghosszabbításával sem 

kaptunk bilamináris reakciót, igy tehát a diffúziós 

faktor is kizárható. Véleményünk szerint a bilaminá­
ris lokalizáció és a MOOG-effektus szoros kapcsolat­
ban van egymással. Mindkét jelenséget a kobaltos 

technika alkalmazásakor észlelték; a bilamináris re­
akciót tehát úgy tekinthetjük, mint a MOOG-effektus 

kezdeti szakaszát. Minthogy saját vizsgálataink so­
rán az ólmos technikát alkalmaztuk, ennek megfele-
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lően nem észleltük sem a MOOG-effektust, sem pedig a 

bilamináris lokalizációt x.

A különböző emlős állatok szöveteinek vizsgá­

latakor csak a macska-pankreas alkalikus foszfatázá- 

nak kimutatásakor kaptunk az irodalomtól eltérő ered­

ményeket. Ezzel a kérdéssel kapcsolatban viszont az 

irodalomban már eddig is vita folyt. GÖMÖRI /1941/, 

valamint GROSSMAN és WANG /1951/ szerint a macska- 

pankreas egyáltalán nem rendelkezik foszfatáz-akti- 

vitással. Ezzel szemben WANG és GROSSMAN /1949/ a 

macska-pankreas kapillárisaiban és a ductus inter- 

calarisokban talált reakciót. Mi a Langerhans-szige- 

tek egyes sejtjeiben találtunk reakciót. Mivel a szi­

get sejtjeinek többsége reagál, feltételezhető, hogy

x A ’’bilamináris reakció" ultra strukturál is szinten 

gyakorlatilag egyáltalán nem értelmezhető. A kuti­
kula mikrovillusai között nem található olyan 

elektronmikroszkópos rétegezettség, mely az inter- 

villosus térben elhelyezkedő alkalikus foszfatáz 

rétegezett reakciójáért felelőssé volna tehető.
A "bilamináris reakciót" tehát minden bizonnyal a 

hisztokémiai artefaktumok csoportjába kell sorol­
nunk.

v
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a beta-sejtek adják a reakciót. További vizsgálatok 

hivatottak tisztázni azt, hogy az alkalikus foszfatáz- 

aktivitás és a beta-sejtek működése hogyan hozható 

kapcsolatba egymással.

6. A nem specifikus alkalikus foszfatáz

elektronmikroszkópos kimutatása

Vizsgálati anyag:
Patkány-vese, máj, nagyagykéreg, szívizom, 
pankreas.

Rögzítés:
Bár fénymikroszkópos vizsgálataink során a 

formalinos és a glutáraldehides rögzités után azo­
nos eredményeket kaptunk, a kétféle rögzítő anyag 

használata nem vezet feltétlenül azonos eredmények­
re szubmikroszkópos szinten. A kérdés tisztázására 

vizsgálatokat végeztünk formaiinban és glutáralde- 

hidben rögzített anyagokon.

a/ 4 %-os foimalin pH 7,4-re beállítva kakodi- 

lát puffer segítségével, 2 óra /41-47» ábra/.

b/ Formaldehid és glutáraldehid keveréke pH 

7,4-re beállítva kakodiláttal, KARNOVSKY 

/1965/ szerint, 2 óra /48-56. ábra/.

Inkubáció; Azonos a fénymikroszkópos módszernél leirt 

módon /57. oldal/.
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A reakció lefolytatása után szokványos módon 

szulfidozott metszeteket kollidines /2,4,6 trimetil- 

piridin/ osmium-oldatban utófixáltuk 3p percig /75 % 

o,2 M-os kollidin, 25 % 2 %-os osmium/. Az utófixált 

anyagokat dehidráltuk, majd Durenpanba ágyaztuk. 

Metszeteket Reáchert-ultramikrotommal készitettunk. 

Kontrasztfestés REYNOLDS /1963/ szerint történt.

Az ultrametszeteket TESLA 242 D asztali elektron- 

mikroszkóp segítségével vizsgáltuk a József Attila 

Tudományegyetem Elektronmikroszkóp-Laboratóriumában 

/41-56. ábra/.

7, Az elektronmikroszkópos kimutatás eredményei

Vizsgálataink alapján kitűnt, hogy a direkt- 

kapcsolásos /ólmos/ módszer alkalmas az elektron­
mikroszkópos megfigyelésekre is. Aspecifikus membrán- 

festődést, amely - irodalmi adatok szerint - az os- 

miumos előfixálás után igen gyakran található, nem 

észleltünk. Az enzim-lokalizációt illetően eredmé­
nyeink azonosak az irodalmi adatokkal.

Elektronhisztokémiai vizsgálati eredményeinket 

összehasonlitva a közvetett kapcsolásos módszerek 

alkalmazása alapján leszűrt irodalmi adatokkal, meg­
állapítható, hogy a közvetlen /direkt kapcsolásos/
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módszer alkalmazása a legtöbb esetben jobb eredmé­
nyekhez vezet. Jelentősnek tartjuk azt a megfigye­
lésünket, hogy az aldehid-rögzités után végzett 

direkt-kapcsolásos módszer esetén nem következik 

a sejtmembránok egyébként /különösen osmium-elő- 

fixálás után/ gyakran észlelhető, műtermék-jellegű 

festődése. A számunkra hozzáférhető irodalom tanú­
sága szerint májszövetben submikroszkóposan még 

nem mutattak ki alkalikus foszfatázt sem direkt, 

sem pedig közvetett kapcsolásos módszerrel /ez való­
színűleg arra vezethető vissza, hogy fénymikroszkó- 

posan sem vezet a kisérlet mindig eredményre/. Mun­
kánk során sikerült a májszövet alkalikus foszfatáz- 

aktivitását elektronmikroszkóposán kimutatni az epe­
kapillárisok falában /a mikrobolyhókban/. Az epeka­
pilláris mikrobolyhai esetében a reakcióvégtermék 

nem a mikrovillusok között, hanem magukban a mikro- 

villusokban foglal helyet, szemben a vese kanyarula- 

tos csatornáinak kefeszegélye, illetve a vékonybél- 

hámsejtek kutikulája esetében észlelhető intervillo- 

sus lokalizációval. Ennek a lokalizációs differen­
ciának nyilván jelentős, funkcionális vonatkozásai 
vannak, amire nézve további vizsgálatok hivatottak 

választ adni.
A lokalizáció pontos meghatározhatósága szem­

pontjából lényeges feladat a reakció kivitelénél az
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alapszerkezet épségének a megtartása. Általánosan 

kezd az a nézet tért hóditani, hogy a glutáralde- 

hides fixáló anyagok használata jobban garantálja 

az alapszerkezet épenmaradását, mint a formalinos 

fixálóké. Az ezzel kapcsolatos vizsgálataink ezt 

a nézetet nem támasztják alá. A kétféle fixálási 
mód után kapott eredmények között sem a lokalizá­
ciót, sem pedig az alapszerkezet megtartottságát 

illetően nem találtunk lényeges különbséget. Úgy 

"szép" alapszerkezet elérése külön­
ben sem csak az alkalmazott rögzítőtől függ, hanem 

abban még jónéhány más tényező is közrejátszik: 

elsősorban a rögzités hőfoka, időtartama, a rög­
zítő oldat pH-ja és iontartalma, valamint nem utol­
só sorban a fagyasztott metszetek készítésének tech­
nikai körülményei. Hogy az ezt követő lépések /az 

inkubáció hőfok- és időtartam-, a szulfidkezelés 

osmotikus és pH-viszonyai, stb/ milyen mértékben be­
folyásolják tovább az előrögzités alkalmával több­
kevesebb sikerrel megőrzött alapszerkezetet, arra 

vonatkozólag értekezésünk egyes fejezeteiben rész­

letesen kitértünk.

véljük, hogy
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41. ábra. Patkány-ve se. Formalin-fixálás. Direkt kap- 
csolásos eljárás. Inkubáció 2o perc. Reakció 
a kefeszegély mikrovillusai között. Mv: mikro- 
villusok. Ms mitochondrium. x 35ooo.



42. ábra. Patkány-máj. Formaiin-rögzités. Direkt 
kapcsolásos módszer. Inkubáció 3o perc. 
Nyilak az epekapilláris mikrobolyhaiban 
elhelyezkedő reakcióvégtermékre mutat­
nak. Mi mitochondrium. L: lipoidcseppek. 
x 15000.



43. ábra. Pa t к ány -nagy agykéreg. Formai in-fixálás .
Közvetlen kapcsolásos módszer. Inkubáció 
3o perc. Reakció az endothelsejt pinocy- 
totikus vesiculurnáiban, amelyekre a nyi­
lak mutatnak. Myj velőshüvelyt! idegrostok. 
Gl: glia. BM: bazális membrán. Es endothel. 
HÍ mitochondrium.



ábra. Patkany-szivizbm. Formalin-fixálás.
vetlen kapcsolás. Inkubáció 3o perc. Nyilak 
a pinocitotikus vesiculumokban lévő reak­
cióra mutatnak. Ms mitochondrium. Mf: myo- 
filamentumok. x 2o,ooo.

44.

45. ábra. U.a., mint a 44. ábra. Ms mitodiondrium. 
Mf: myofilamentumok. x 2otooo.
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46. ábra. Patkány-pankreas. Formalin-fixálás. Direkt 
kapcsolásos eljárás. Inkubáció 2o perc. 
Reakció a pinocitotikus vesiculumokban, a 
nyilak ezekre mutatnak. E: endothel, Ex: 
exokrin mirigysejt. Pc: pericita. x 18ooo.



/endoplasmás reticulum/, x 2o,ooo.



48. ábra. Patkány-vese. Karnovsky-féle rögzités.
Direkt kapcsolásos módszer. Inkubáció 2p 
perc. Reakció a mikrovillusok között. Mv: 
mikrovillusok. Ms mitochondrium. x I6000.
Betét: kefeszegély-részlet. Jól látható a 
reakcióvégtérmék lépesméz-szerii elhelyez­
kedése a mikrovillusok között, x 45000.



49« ábra. Patkány-vese. Módszer^ azonos a 48, ábráéval.
A nyilak az elsőrendű kanyarulatos csatorna 
endoplasmás tubulusaiban lévő reakcióvégjter- 
mékre mutatnak /Jancsó-féle intracellularis 
járatok?/. M: mitochondrium. Ly: lysosoma.
Hs Henle-kacs lumené. II: másodrendű kanya­
rulatos csatorna hámsejtjének basalis része 
a basalis csikolatot alkotó óriás-mito- 
chondriumokkal. x I6000.

i

!

i
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5o. ábra« Patkány-vese. Módszer: u.a
A nyilak az elsőrendű kanyarulatos csatorna 
hámsejtjének endoplasmás tubulusaiban lévő 
reakcióvégtermékre mutatnak. H: Henle-kacs 
lumene. N: sejtmag. K: kivezető-cső. BM: 
basalis membrán, x 15ooo.

mint a 48. ábrán.• f



ábrán. Glomerulus-részlet. Ezen a terüle­
ten reakció nem található. B; Bowman-tok 
lumene. Vvt: vörösvértest a glomerulus ka­
pillárisában. BM: basalis membrán. Ps podo- 
cyta-nyúlványok. N-,; N2 : podocyta-magok. 
x I5000.



52. ábra. Patkány-vese. Módszer: u.a
ábrán. Glomerulus-részlet. B: Bowman-tok 
lumene. P: podocytatrnyulványok. Vvt: vörös­
vértest a glomerulus kapillárisában, x 15ooo.

mint a 48.•»
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53. ábra. Patkány-szivizom. Karnovsky-féle glutáraldehides 
fixálás. Inkubáció 4o perc. Direkt kapcsolásos 
eljárás. A nyilak az endothel cytoplasmájában 
lévő pinocytotikus vesiculumokban helyetfoglaló 
reakcióra mutatnak. N: endothel sejtmag.
M: mitochondrium. Mf: myofilamentumok. 
x 2o,ooo.

\
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54. ábra, Patkány-nagyagykéreg. Karnovsky-féle fixálás.

Közvetlen kapcsolásos módszer. Inkubáció 3o 
perc. Es endothel. My: velőshüvelyü idegrost. 
A: axon. BM: basalis membrán. Gls glia. A 
nyil egy szinapszisra mutat. Reakció a pino- 
cytotikus vesiculumokban. x 2o,ooo.
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55» ábra. Patkány-máj. Karnov sky-féle fixálás. Direkt 
kapcsolásos módszer. Inkubáció 3o perc.
Lí lipoid-cseppek. Ms mitochondrium. Dsdesmo- 
soma. Szaggatott vonallal körülkerítve egy 
epekapilláris, amelynek mikrobolyhaiban lát­
ható a reakció, x I5000.
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mint az 55* ábra. N: májsejt magja. 
Szaggatott vonallal körülkerítve egy epe­
kapilláris, amelynek mikrobolyhalban lát­
ható a reakció. M: mitochondriumok. x I5000.

rf\ > 1
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IV. ÖSSZEFOGLALÁS

Munkámban a nem specifikus alkalikus foszfatáz 

fény- és elektronmikroszkópos kimutatásának egyes 

kérdéseivel foglalkoztam. Olyan módszert igyekeztem 

összeállítani, amely egyaránt alkalmas az alkalikus 

foszfatáz mikroszkópos és szubmikroszkópos szítén 

való kimutat ására.célom elérése érdekében kísérlete­
ket folytattam az enzim-kimutatás minden egyes lépé­
sével kapcsolatban. A kísérleteim alapján összeállí­
tott direkt kapcsolásos módszert először fénymikro- 

szkóposan ellenőriztem kutya, macska és patkány kü­
lönböző szöveteiben. Miután meggyőződtem a módszer 

fénymikroszkópos használhatóságáról, azt változat­
lan formában alkalmaztam elektronmikroszkópos kimu­
tatásra. Kísérleteim alapján a következőket lehet 

megállapítani:

1. Az alkalikus foszfatáz fénymikroszkópos ki­
mutatásakor a fixálás nem elengedhetetlen. Friss­
fagyasztott anyagon, megfelelő inkubációs idők al­

kalmazása esetében, nem keletkeznek diffúziós mű­
termékek. A kémiai fixálás elhagyásával elmarad a



- lol -

különböző fixálók esetleges enzim-kárositó hatása. 

Az úgynevezett fizikai rögzitési eljárások is okoz­

hatnak zavarokat a lokalizációt illetően. Legaján­
latosabb a kriősztát-metszetek használata, amelye­
ket falszárítás nélkül helyezünk az inkubáló oldat­
ba. Maga a felszárit ás is vezethet ugyanis műtermé­
ke khe z.

2. A kémiai fixálószerek közül legelőnyöseb­

bek az aldehid-rögzitők. A formlin- és a glutáralde- 

hid-rögzités után kapott eredmények nem különböznek 

egymástól sem fénymikroszkópos, sem pedig szubmikro- 

szkópos szinten. Gazdaságosság szempontjából célra­
vezetőbb azonban a megfelelően pufferezett formalin- 

oldat használata.

3. A perfúziós és az immerziós fixálás után 

kapott eredmények között nem találtunk különbséget 
sem fény-, sem pedig elektronmikroszkóposán. A per­
fúziós technika körülményes volta miatt, az esetek 

többségében mellőzhető, s csupán olyankor elenged­
hetetlen, amikor a vizsgálandó szövetterület meg­
találása és kivágása hosszabb időt vesz igénybe.

4. Az osmiumos előrögzités mindenképpen kerü­
lendő nemcsak az alkalikus foszfátáz, hanem általá­
ban az enzimhisztokémia vonatkozásában. Az osmium,
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erős oxidáló hatásának következtében, már néhány 

perc után is komoly enzimkárosodást okoz; emellett 

fokozza a membránok affinitását a nehézfémek iránt. 

Az osmium eme hatása különösen a közvetlen kapcso- 

lásos eljárásoknál okoz problémát, minthogy itt a 

szövet az inkubálás egész ideje alatt a nehézfém 

oldatában van, és igy fokozottabb mértékben van le­

hetőség arra, hogy a membránoknak az osmium-okozta 

fokozott affinitása következtében létrejöjjön az 

a spe cifikus membrán-fe stőd é s.

5. A rögzitő oldat pH-jának csak extrém esetek­

ben van hisztokémiailag észlelhető hatása. Bár a máj 

vizsgálatakor a különböző pH mellett rögzitett anya­

gokon más és más eredményt kaptunk, ezeket nem tud­

tuk konzekvensen reprodukálni. /Feltételezhető, hogy 

a különbségeket nem a rögzítők pH-ja okozza, hanem 

azok inkább a máj funkcionális állapotától függenek./ 

Hogy a rögzitő pH-ja egyáltalán befolyásolja-e az 

aktivitás mértékét, az hisztokémiailag nem, kizáró­

lag biokémiai módszerekkel dönthető el.

6. Az alkalikus foszfatáz kimutatására a köz­

vetlen kapcsolásos eljárást tartom legcélravezetőbb­

nek. Ezzel elkerülhető a kalcium és kobalt esetle- 

kvantitativ le cserélődése következtébenges, nem
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létrejövő hibás negativ reakció. Igen nagy a való- 

szinösége továbbá annak, hogy az elsődlegesen bekö­
tődött, optikailag is láthatóvá tehető elektrondenz 

fém-ion kötése stabilisabb, mint a másodlagosan kap­
csolt fémé. Az erősebben kötődött fém-csapadék ered­
ményesebben tud a posztfixálás folyamán az osmium 

dekolorizáló hatásának ellenállni.

7. A fénymikroszkóposan láthatóvá tehető és 

egyben elektrondenzitással is biró fémek közül az 

ólom bizonyult a legalkalmasabbnak. Bár más fémek 

/ezüst, bárium, kobalt/ is rendelkeznek ilyen tulaj­
donságokkal; ezek - mint az a vizsgálatok folyamán 

kiderült - elektronhisztokémiai célokra alkalmatla­

nok.
8. Az inkubáló oldat pH-jának beállításához 

elegendőnek bizonyult a veronál-nátrium alkalmazása.

9. Az inkubáció folyamán nem alkalmaztam akti- 

vátorokat. Kísérletesen bebizonyosodott, hogy azok 

használatakor nem észlelhető változás az eredmények­

ben.

lo. Az osmiumnak az utórögzités folyamán kifej­
tett dekolorizáló hatásának kivédésére igen alkalmas­
nak találtam a kollidines osmium használatát. Maga a 

közvetlen kapcsolás is ad bizonyos mértékű védelmet



- 1о4 -

az osmium "szintelenitő" /hibás negativ reakcióra 

vezető/ hatásával szemben. A direkt kapcsolásos 

módszer alkalmazása és a kollidines osmiumban tör­
ténő utórögzités szinte száz százalékos védelmet 
biztosit az osmium-dekolorizáció ellen.

11. Az ólomfoszfát ólomszulfiddá való átala­

kítása legkönnyebben és legcélszerűbben az ecetsav­
val neutralizált ammoniumpoliszulfid-oldattal tör­
ténhet. Ez a közel neutrális kémhatásu oldat nem 

Jelent veszélyt az alapszerkezetre. Ugyancsak jó 

eredményekre vezet a Lázár-féle eljárással előállí­
tott kénhidrogénes oldat használata is. A két szul- 

fidozási eljárás közül azért esik a választás inkább 

a neutralizált poliszulfid-oldattal történő módszer­
re, mert ennek kivitelezése lényegesen egyszerűbb.

12. Pormalin-vagy glutáraidé hides fixálás, di­

rekt kapcsolásos alapon történő hisztokémiai reak­
ció, kollidines utófixálás és ecetsavval neutrali­
zált ammoniumpoliszulfiddal történő szulfidozás után 

kapott fény- és elektronmikroszkópos hisztokémiai 
eredmények kifogástalanok mind a lokalizációt, mind- 

pedig az alapszerkezet megtartottságát illetően.
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