Minta el6készités fény- és elektronmikroszkopos morfologiai vizsgalatokhoz

Az €16 sejtek és szovetek kozvetlen, Un. vitalis mikroszkopi vizsgélatara csak korlatozott
lehetdségiink van. El6készitd eljaras nélkiil csak az dnmagukban is jol atvilagithato targyak
tanulmanyozhatok (pl. egysejtli é161ények, testfolyadék—, vér—, nyirok— és likvorsejtek, egyes
novényi ¢€s allati szaporitosejtek, bizonyos szovettenyészeti egysejtrétegek, algak, novényi
epidermisz—nyuzat sejtjei stb.). Ez esetekben is elsdsorban kiilonleges mikroszkdpi
eljarasokkal (pl. faziskontraszt—, interferencia mikroszkopia) nyerhetliink csak kielégitd
informaciokat a sejtek struktirajarol és miitkodésérdl. Gyakran alkalmazott modszer a sejtek
vitalis festése. Ez esetben ¢l6 sejtek altal felvehetd szines, vagy ultraibolya fényben
fluoreszkal6 anyagokat (pl. neutral vords, tripankék, akridin—oranzs stb.) alkalmazunk a sejtek
egyes részleteinek lathatova tételére. Kozismert példa erre a papucsallatkak fagocitotikus
anyagfelvételének, és a felvett taplalék sorsanak kongdvords indikator szemesék segitségével
torténd kovetése.

Az esetek tobbségében azonban a vitalis vizsgalatok nem szolgaltatnak elegendd informaciot,
¢s ezért a mikromorfologiai vizsgalatokat tobb 1épésbol alld eldkészitd munka elézi meg,
mely kettds célt szolgal.

1.) Kell6 vékonysagu, az alkalmazott fény—, illetve elektronsugérzassal jol atvilagithato
készitményeket kell eldallitani. Ezek lehetnek fénymikroszkopos (Un. szdvettani) és
elektronmikroszképos (ultravékony) metszetek, kiilonboz6 kenetek (pl. vérkenet,
csontveldpunktatum stb.) és replikak (feliileti mintéak).

2.) Az egyes szovet—, illetve sejtkomponensek eredetileg csekély fénytorés— vagy
elektronszorasbeli kiilonbségeit meg kell ndovelni a prepardtumban, hogy az egyes
alkotorészek jol felismerhetok, egymastol elkiilonithetok legyenek. Ez a cél a
fénymikroszkopidban kiillonbozd szinli festékekkel, az elektronmikroszképidban pedig
nehézfémtartalmi vegyiiletekkel torténd festéssel érhetd el. A fénymikroszképos festés
elvi alapja az, hogy a kiilonb6z0 szinli vegyiiletek meghatarozott sejt—, illetve
szovetkomponensekhez kdtddnek, mégpedig az esetek egy részében specifikusan.

Az elektronmikroszkopos festés pedig azon alapul, hogy az egyes organellumok, illetve
részeik kiilonbozé mértékben kotik (adszorbedljak, sokotést képeznek vagy redukaljak) a
nehézfémionokat, ami viszont elektronszoérasbeli kiilonbségek forméjaban jelentkezik. Az
elektronsugarzassal atvilagitott metszetnek a szcintillacios ernydre vetitett képén ezért az
elektronateresztd anyagot tartalmazé struktarak helye fényleni fog (a rola késziilt fényképen
vilagos vagy fehér lesz), mig az elektronszord strukturdknak megfeleld helyeken nem lesz
felvillanas, az ernyd s6tét marad (a fényképen sotét vagy fekete lesz).

Vagyis az elektronmikroszképi képen a nehézfémek eloszlasa adja az egyes strukturak képe
kozotti kontrasztot. Ezért az elektronmikroszkopidban hasznéalatos “festékanyagokat”
kontrasztozd anyagoknak, magat az eljarast pedig kontrasz-tositasnak nevezziik.

Az el6készitd eljarasok elméleti és gyakorlati tudomanya a mikrotechnika.

A mikrotechnika targykorébe tartoznak mindazon moddszerek, melyek segitségével a
bioldgiai anyag mikroszkopi megfigyelésre alkalmassa tehetd, mégpedig barmikor azonos
eredménnyel megismételhetd (reprodukalhat6) modon.

A mikrotechnikai feldolgozés legfobb célja az, hogy mikroszkopi megfigyelésre alkalmas
preparatumok eldallitdsa kozben az él6 anyag strukturalis (és igen gyakran bizonyos
funkciondlis) sajatsagait Uigy Orizzilk meg, hogy az a lehetd legkevésbé térjen el az ¢lo
allapottol. Vagyis az elokészités okozta torzulasokat a lehetd legalacsonyabb szinten kell
tartanunk, hogy ezaltal a miitermék (artefactum) képzddését elkertiiljiik. Minél jobb optikai



felbontoképességli vizsgalomodszer szamara készitjiik eld a bioldgiai anyagot, annal nagyobb
figyelmet kell forditanunk erre a kovetelményre.

A mikrotechnika eredetileg csak szovettani eljarasokat jelentett. Ma mar azonban kiilon
agazatai alakultak ki. K6zottiik legjelentdsebbek a hiszto— és citokémia, ezen beliil az enzim—
¢s immunhisztokémia, valamint az ultramikrotechnika és ennek specialis agai, mint pl a
fagyasztva toréses— és maratasos replikéacio eljarasai. A klasszikus szdvettani technikaban a
morfologiai szemléletmod uralkodott, vagyis a szerkezet barmi aron térténd megorzése,
gyakran a funkcié terhére is. A mikrotechnika korszeriibb &gazatai ezzel szemben
morfofizioldgiai irdnyzatiak. Ez azt jelenti, hogy a sejtek, szovetek felépitése mellett,
egyidejlileg a benniik végbemend folyamatok vizsgdlatdra is torekedtek, mégpedig
struktirdhoz kototten, legalabb fénymikroszkopos szinten, de egyre novekvd mértékben
ultrastrukturdlisan is. Ennélfogva lehetdség nyilik a leird fény— és elektronmikroszkopos
anatomia, az €lettan, biokémia és a molekuldris biologia eredményeinek dsszehangolasara. A
morfologia ma mar a felvetddott bioldgiai, rendszerint miitkodési probléma megoldasdnak
egyik eszkoze és nem korlatozddik a puszta leirasra.

A mikrotechnika jelentdségét nem nehéz belatni. Az eldzetes preparalé munka a
mikroszkopi megfigyelések dontd tényezdje, mivel megszabja a mikroszkopi vizsgalatok
eredményességét, vagyis azt, hogy a metszetek, illetve prepardtumok milyen mértékben
informalnak a sejtek, szovetek eredeti morfoldgiai, kémiai és élettani allapotardl. Eppen ezért
a vitalis megfigyelések jelentdsége, ott, ahol lehetségesek, dsszehasonlitd szempontbol nem
lebecsiilendd. Megfeleld kortilmények kozott értékes kontroljai lehetnek a mikrotechnikai
uton eldallitott preparatumoknak.

A biologiai anyag elokészitésének altalanos menete

A mikrotechnika alapvetd kdvetelményeibdl kdvetkezik, hogy mind a szdvettani, mind pedig
az ultravékony metszetek eldallitasanak altalanos menete elvileg azonos az allati és novényi
objektumok esetében egyarant. A végsd cél: olyan jol metszheté minta (un. blokk) nyerése,
amelyben a bioldgiai anyag a lehetd legkevesebb torzulast mutatja az élohoz képest.

Az elokészités fobb 1épései a kovetkezok:

1.) Anyagpreparalas és rogzités (fixalas): az €16 anyag strukturalis és kémiai stabilizalésa.
2.) Kimosas: a rogzitdszer eltdvolitisa vizzel, vagy egyéb olddszerrel.

3.) Viztelenités (dehidralas): a szovet viztartalmanak vizelvonodszerekkel torténd kivonasa és
azokkal valo helyettesitése abbdl a célbdl, hogy a bioldgiai anyag a nem vizoldékony,
tobbnyire nagy viszkozitasi bedgyazoanyagokkal, illetve azok szerves oldoszereivel
(=intermedier anyagok) atitathat6 legyen.

4.) Beagyazas: a vizsgalando anyag folyékony beagyazdszerekkel torténd atitatidsa és a
beagyazasra hasznalt kozeg kikeményitése. A kikeményitett, beagyazdszerrrel atitatott és
koriilvett anyagot nevezik blokknak. A blokk mechanikai tulajdonsagai olyanok mar, hogy
beldle megfeleld vékonysagl metszetek nyerhetdk.

5.) Metszetkészités: a blokk felszeletelése a vizsgalat céljabol és az alkalmazott mikroszkop
fajtajatol fliggden a kivant vastagsagban.

6.) A metszetek festése: a szovetelemek fény—, illetve elektronszorasbeli kiilonbségeinek
novelése.

A fenti procedura az elsé 1épést6l az utols6ig kompromisszumok sorozata, mivel a
vizsgalandé anyag mindvégig olyan reagensekkel keriil kozvetlen kontaktusba, melyek nem
kozombosek szamara. Tokéletes, minden kivanalomnak megfeleld rogzit6—, bedgyazo—, ¢€s
viztelenité anyagok nincsenek, ezért a végso cél érdekében az adott reagens néhany hatranyos
tulajdonsagaval mindig meg kell alkudnunk. Ezért a sikeres eredmény elérése érdekében
fontos a nagyszdmu tapasztalati (irodalmi) adat figyelembe vétele.



Az anvagpreparalas és rogzités

Az anyagpreparalas

A rogzités a biologiai anyag makromolekuldinak és néhany egyéb kémiai komponensének
azonnali stabilizaldsat (inszolubilizalasat) jelenti, azok eléfordulési és/vagy miikddési helyén.
A fehérjek rogzitését tekintve az a cél, hogy az ¢l6 struktardban elfoglalt helyiikon gyors
eljarassal gelifikdljuk Oket, hogy megakadalyozzuk az €16 struktura atrendezOdését. Ezért
példaul a névényi anyagot lehetdleg a begytijtéssel egyidejiileg kell a rogzitdbe helyezni, az
allatokbol és az emberbdl nyert anyagot is azonnal rogziteni kell, hogy a sejt reakcioit, majd a
sejthalal utdn bekovetkezd dnemésztési €s bomlési folyamatokat megakadalyozzuk.

Igen fontos a rogzitendd anyag helyes és gyors kipreparalasa, helyes méreteinek
megvalasztdsa, hogy megfeleljen a késobbi eljarasoknak, a vizsgalat céljainak. Vagasra
mindig éles eszkozt kell hasznalni, a csipesszel megfogott és ezért roncsolt részeket pedig ne
vigylk a rogzité folyadékba. A novényi anyagokat hiitott targylemezen preparaljuk, majd
fixaljuk.

A rogzités

A kiilonbozd sejt— és szovetkomponensek eltéré modon viselkednek az egyes
rogzitdszerekkel szemben, vagyis minden célra, minden szdvetféleségre, minden sejttipusra
alkalmas univerzalis rogzit6szer nincs! Az egyes festési eljarasok is tobbnyire csak egy adott
fixaloszer alkalmazasa utdn végezhetdk el sikeresen.
Ezért a fixdloszer megvalasztasakor figyelembe kell venni a vizsgélt célt és a vizsgalat
targyanak mindségét. JO irdnymutatasul szolgalnak erre a kiilonb6zé mikrotechnikai
kézikonyvek, melyekben a fenti kivanalmaknak megfeleld csoportositasban taldlhatok a
kiilonb6z6 rogzitdszerek, szamos empirikusan nyert adat alapjan.
Mivel a rogzités utani strukturanak a lehetd leghtibben kell tiikroznie az ¢16 struktarajat, nem
megfeleld az olyan rogzitdszer, mely az alkalmazott vizsgalati mdodszerrel észlelhetd méret—
vagy alakvaltozast okoz a vizsgalt objektumban: zsugoritja vagy duzzasztja a sejtet vagy az
organellumokat, felszakitja a membranokat stb.
Fontos kovetelmény a rogzitdszerrel szemben az is, hogy ne okozza vagy ne tegye lehetdvé az
organellumok vagy a sejt megOrzendd anyagainak kioldodésat, valamint azt is, hogy a
rogzitett anyag ne valjék tal keménnyé: metszhetd maradjon. Mivel kisebb valtozasokat, sét
esetleg mutermékeket barmely rogzitd okozhat, ajanlatos tobbféle rogzitd kiprobalasa egy—
egy vitatott morfoldgiai eredmény igazolasara.
Ha példaul egy adott struktira elektronmikroszképpal megfigyelheté képe tobb fixalo
alkalmazédsa utan is egyezik, akkor igen valoszinli, hogy a kapott kép a nativ strukturat
tikkrozi. Ehhez aztan mar ujfajta rogzitd hatasat is viszonyitani lehet.
Az idedlis fixaloszer pH, ozmolaritds €s iondsszetétel szempontjabol, a lehetd legélethiibb
rogzités érdekében, pontosan egyezik az €16 szovet vagy sejt természetes kiilsé kornyezetével
(az extracellularis tér testfolyadékaval, illetve a vérplazmaval). Egysejtiiek vagy
szovettenyészetbdl szarmazd sejtek rogzitésekor viszonylag konnyen biztosithatd a
természetes kiilsd kornyezet, ha a fixalo agenst a tenyészet kozegében oldjuk, vagy ha a
tenyészet cseppjét a rogzitdszer gézeiben stabilizaljuk. Ha a megfeleld pH—, ozmolaritas— és
koncentracio—viszonyokat nem tartjuk be, fixalas alatt 1ényeges elvaltozasok jonnek Ilétre.
Ezek rendszerint morfologiai jelleglick, mint pl. a hiper—ozmoézisos fixaloszer hatasara
bekovetkezd zsugorodas. De lehetnek funkciondlisak is, mint pl. a szekrécids granulumok
tartalmanak exocitotikus kitiriilése, enzimdiffuzié vagy enzimaktivitds csokkenés, tovabba a
miofibrillumok kontrakcidja afiziologiis mennyiségii Ca™" ion jelenlétében stb. Altalaban
elmondhat6, hogy a céltol is fliggden a rogzitd kationkoncentracidja lényeges lehet (foként a
K", Na', Ca™, Mg++). Példaul a membrankotott lipidek stabilizalasara kétértékii kationokat
(1-2mM/1 CaCl,) hasznalnak, a formaldehid alapt fixalokban. A Ca ionok jol stabilizaljak a



membranokat, foszfolipideket, magorsdfonalakat. Direkt 6sszefiiggés mutathatéd ki a rogzités
kdzbeni lipidreakcid mértéke és rogzité Ca—ion tartalma kozott.

Az igen alacsony, illetve magas ionerdsségii kozegben ¢16 egy— vagy tobbsejtii
szervezetek, kiillonbozd szovetek, teljes szervek megfeleld rogzitése csak ugy lehetséges, ha a
fixalészer pH—, ozmotikus— ¢és iondsszetételbeli viszonyait az extracellularis uralkodo
viszonyokhoz igazitjuk. Erre szolgalnak az un. hordozo6oldatok (vehiculumok), melyekben a
rogzitészert oldjuk. Ezek a fénymikroszkopidban rendszerint nem dontd tényezdéi a jo
rogzitésnek. Az enzimhiszto— és —citokémiai €s az elektronmikroszkdopos technikéban viszont
elengedhetetlentil fontosak. A hordozdoldatok anyagai kiillonb6z6 pufferkomponensek, néha
NaCl ¢és ozmotikusan aktiv anyagok (pl. szukr6z). Ezek mennyiségi ¢és mindségi
megvalasztasa tapasztalati adatokon alapul, aminek egyik legfobb oka, hogy a rogzitd anyag
elméletileg meg nem josolhatd hatdssal lehet az adott membran permeabilitdsdra. Ennek okat
abban kell keresni, hogy az €16 és a rogzitbe vitt sejtek membranjainak permeabilitasa eltér
egymastol.

A helyes fixalas szempontjabol a rogzitéfolyadék un. effektiv ozmdzisos nyomdsa szamit,
melynek értéke nem azonos a fixalo folyadék teljes, elméleti ozmozisos nyomadsaval. A
fagyaspontcsokkenés alapjan mért teljes ozmolaritds ugyanis a csakis vizet atengedd
féligateresztd hartyara vonatkozd érték, vagyis értéke a hordozooldat és rogzitbanyag

s

komponensei, elsésorban maga a rogzitéadgens rogzités kozben atjutnak a membranokon, az
atjuté komponensek sajat tényleges ozmotikus nyomasa az idében valtozik, és mindenképpen
csak egy tort része a koncentracidja alapjan szamitott vagy mért ozmoézisos nyomasnak. A
rogzitokeverék tényleges ozmolaritasat a membranokon at nem juté anyagokkal allitjuk be a
kivant mértékre.

A melegvért gerinces allatok vérplazmajanak ozmoézisos nyomasa pl. 300-400 mOsmol.
Az ezzel kozel azonos nyomadsértékli 3%—os glutdraldehid tehat vérsejtekre nézve elvileg
izoozmozisosnak lenne tekinthetd, a gyakorlatban azonban 6nmagaban hipoozmotikus, vagyis
duzzaszt. Hordozooldat alkalmazasaval izoozmotikussd téve azonban egymastol eltérd
érhetd el.

Nem lehet teljesen eltekinteni a rogzitOanyag sajat tényleges ozmotikus aktivitasatol sem,
amit minden ozmotikusan aktiv rogzitdszernél bizonyos aranyban az effektiv ozmozisos
nyomasba be kell szamitani (pl. glutaraldehid esetében az ozmotikus koncentracid 1/4—ét).
Felmeriill a kérdés: fontos—e az ozmotikus koncentracid6 olyan fixalokban, melyek
rogzitdanyaga megsziinteti a plazmamembran féligateresztd tulajdonsagat? Ha a sejthartya
ozmotikusan inaktivva valik, akkor a sejten beliili kolloid ozmdzisos nyomds csokken az
eredeti értékhez képest, és latszolag feleslegesek a ozmotikumok. Azonban minden esetben
tobb kevesebb i1d0 telik el a fixadlo 4agens sejtekbe, majd az organellumokba torténd
behatolasig (pl. OsO4 esetében 2—10 perc) igy a gyakorlatban az ilyen r6gzitd ozmolaritasat is
be kell allitani a megfeleld értékre.

A fixalészer pH-ja 6.5 és 8.0 kozott valtozhat. A gyakorlatban rendszerint enyhén lugos
pH-ju (7.2-7.4) fixalokat hasznéalnak. Ilyen hidrogénion koncentracid biztositja ugyanis a
makromolekulak, elsésorban a fehérjék legnagyobb hatasfoki megdrzését. Specialis esetek-
ben, pl. egy adott fehérje eredményes rogzitésére indokolt lehet a kifejezetten lugos vagy
savas kozeg hasznalata, amikor is a fixalé6 pH-janak (megkozelitdleg) egybe kell esnie a
kérdéses fehérje izo—elektromos pontjaval. Példdul a magfehérjék és az osztddasi orsé mikro-
tubulusainak rogzitésére gyengén savas (pH=6) fosztatpufferben oldott OsO4 hasznalatos.

A fixalofolyadék pH-janak stabilizdldsdhoz (valamint az izoozmozis bedllitdsdhoz) stb.
elvileg barmely pufferrendszer hasznalhatd, a gyakorlatban azonban leginkdbb a foszfat— és a
kakodilat—pufferek terjedtek el. Mindkettd kevésbé labilizalja a membranokat.



A rogzités ideje esetenként mas és mas. Az idéoptimum szintén empiridval hatdrozhaté
meg. Fligg a szervdarabka nagysagatol, mindségétol, a rogzitdszer diffuizids tulajdonsagaitol
¢s a homérséklettdl. Kisebb szovetdarabok fixaldsa, jol penetrald rogzitdszerekkel rovidebb
ideig tarthat és forditva. Igen fontos, hogy betartsuk az adott anyag és rogzitdszer egyiittesére
nézve optimalis rogzitési 1d6t. Az optimalisnal rovidebb idejii fixalas utan a késdbbi
Iépésekben miitermékek keletkezhetnek, mig anndl hosszabb ideji rogzités az anyag
tulkeményedését okozza.

A fixalas hémérséklete az altalanos szdvettani gyakorlatban rendszerint “szobahd”. Sok
esetben azonban, foleg az elektronmikroszkopos citokémiai eljarasoknal hidegen (0C° és 4C°
kozott) rogzitiink. Erre a fehérjék oldékonysdganak minimumon tartésa: a diffuzios jelenségek
csokkentése céljabol van sziikség.

A rogzités modja alapvetden kétféle lehet: immerzids és perfizids. Az immerzids eljdras
azt jelenti, hogy a szdvetdarabkat a fixalo folyadék foloslegben 1€vé mennyiségébe meritjiik.
A perfuzioés rogzitésen azt értjlik, hogy a fixaloszert ataramoltatjuk a kérdéses szerven, annak
érrendszerébe iktatott kaniil segitségével. Ezt célszerlien miikodé vérkeringésti, narkotizalt 16
allaton végzik el.

A kétféle eljaras kiilon—kiilon is alkalmazhatd, egymasutani hasznalatuk eredményesebb
(perfuzid utdn immerzid). Ureges szervek immerzios fixalasa elétt célszerii a rogzitdoldatot
elzetesen a szerv liregébe fecskendezni.

A kétfajta eljaras koziil a perfuzids fixalas tekinthetd tokéletesebbnek: a perfundalt szerv az
erek feldl belill is jol fixalodik. A kizardlag immerzidsan rogzitett (barmely kicsiny) biologiai
anyagnak csak a felszini sejtsorai fixalédnak jol, vagy jobban a beljebb eskkel szemben. A
fixaloszerek ugyanis nagyon sok esetben megvaltoztatjak egyrészt a membranok ozmotikus
tulajdonsagait, a rogzitéfolyadékkal legkordbban érintkezd felszini sejtsor ateresztoképes-
ségét, majd fokozatosan a mélyebben fekvokét is.

A fixdland6 anyag egyes, a rogzitdvel kiilonbozd iddben érintkezd részei a kromatografias
eljarasoknal hasznalt adszorbensekhez hasonldan viselkednek a rogzitéfolyadék kiilonbozo
alkotéelemeivel szemben. Igy a mélyen fekvd részek nem ugyanazzal az Osszetételii
rogzitofolyadékkal taldlkoznak eldszor, mint a széli sejtek, és ezért masként fixalodnak.
Fontos tehat, kiillondsen a jo ultrastruktira megoérzése érdekében, minél kisebb méretli mintat
rogziteni.

A rogzitdszerek Osszetételiik szerint lehetnek egyszerli fixalok és rogzitOkeverékek. Az
egyszerti fixalék tobbnyire aldehidek, szerves savak vagy nehézfémsok vizes oldatai. A
rogzitOkeverékek lényegében az egyszerli fixalokbol tevddnek Ossze olyan mindségben és
mennyiségeik olyan aranyaban, hogy hatranyos tulajdonsagaikat kdlcsondsen kiegyenlitsék.

Néhany gyakori egyszerii fixalo

Az ozmiumsav a kristalyos, bomlékony ozmium—tetraoxidnak 1-2%-os vizes oldata. GOzeit is
alkalmazzak izolalt sejtek, kenetek, hartyapreparatumok rogzitésére. A legjobb, legrégebben
hasznalt fénymikroszkdpos rogzitd, azonban relative nagy molekulamérete miatt a difftzios
képessége kicsi. Kovetkezésképpen a nagyobb szovetdarabok belsejében Iényeges strukturalis
valtozasok mennek végbe a teljes rogzités elott. Ezért csak igen kis méretli mintak (0.5—
2.0 mm ¢lhosszusaghiak) rogzitésére alkalmas. Az elektronmikroszkdpi gyakorlatban
altalanosan hasznaljak, elsésorban az aldehidekben torténd rogzitést kovetden, un.
utorogzitdszerként, illetve fixdlokeverékekben. Az aldehides rogzitésre azért van sziikség,
mert az ozmiumsav bizonyos mértékii lipidold6d tulajdonsagandl fogva megsziinteti a
membranok ozmotikus aktivitdsat. Ezt az aldehides rogzités kivédi. Az ozmiumsav a telitetlen
zsirsavlancokkal valé addicios reakcidja, valamint a fehérjék —SH—, hidroxil— és egyéb
oldalcsoportjaihoz torténd kapcsolodasa kozben konnyen redukalddik. Az ennélfogva kivalod
fém ozmium helyben marad és fény, illetve elektronmikroszkoposan is jol feltlinteti
(kontrasztositja) a lipoproteid membranok felszinét.
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Az aldehidek vizaddicionald tulajdonsaguk révén stabilizaljak a fehérjéket (in. dehidratacios
aggregacio), illetve kozvetleniil reakcioba is 1épnek veliik.

A formaldehid (formalin, formol) a legolcsobb, igen jo fixald, diffuzids képessége
legnagyobb az aldehidek kozott. A fehérjéket az aminocsoportjaikkal képezett Schiff-bazis-
szerli termékei révén denaturdlja. 4-10%-os vizes oldatat szokds hasznalni, nemcsak
onmagaban, hanem szdmos rogzitdkeverékben is. A zsirsavakat, lipideket jol megdrzi, melyek
dehidralas alatti vesztesége nagymértékben redukalhaté Ca'" ionok hozzaadasval. Kiterjedten
alkalmazzak citokémiai reakciok el6tt, neutralizalt (pH=7.0) szachar6zzal izoozmotikussa tett
formaban. Minthogy a kozonséges formalin jelentés mennyiségli (11-16%) metanollal
szennyezett, elektronmikroszkdpos eldfixalasra a kristdlyos formaldehidbdl natrium—
hidroxiddal dekondenzalhat6 tiszta formajat hasznaljak.

A glutaraldehid a formaldehidhez hasonl6 tulajdonsaga rogzitd. Mivel lassabban penetral,
hatdsara kisebb mértékben Iépnek fel zsugorodasi jelenségek, mint a formaldehid
hasznalatakor. Viszont gyorsabban reagél a fehérjékkel, és 1évén dialdehid, keresztkotésekkel
eredeti helyiikon rogziti azokat, miel6tt kioldodnénak, vagy diffuzios jelenségek 1épnének fel.
Tehat térhalot 1étrehozva igen jol megdrzi az alapplazma szerkezetét, €s a benne rogzitett
anyagok kimosooldatban hossz ideig (hetekig) eltarthatok barmiféle valtozas nélkiil.
Enzimcitokémiai célokra kivalo, mivel igen sok enzim aktivitdsat megorzi.

Az uranil-acetat taltelitett (kb. 2%-0s) vizes oldatat gyakran hasznaljdk az ozmiumsavas
utorogzitést kovetéen tn. harmadik régzitdszerként, féleg allati eredetli szovetek esetében.
Elésegiti a mag anyagainak jO megtartasat, és tovabbi stabilitast nyujt a foszfolipid tartalmu
strukturaknak, elsésorban a membranoknak. Oxidalé strukturakon fém uranna redukalodik,
melynek a fém ozmiumhoz hasonléan nagy az elektronszoro képessége, igy azzal egyiitt mint
elékontrasztositd anyag is jelentds az uranil-acetat.

A kéliumpermanganat az aldehid alapu fixalok bevezetése elott (1963) kdzkedvelt rogzitd
volt a novényi ultramikrotechnikdban, kivald penetracios készsége €és membranstrukturak
kontrasztos megjelenése miatt. Utdbbi jelenség azonban a membranhoz kotott anyagok
(fehérjék, nukleinsavak, lipidek stb.) fixalds és dehidralas alatti kioldodéasa terhére jon létre.
Ezért ma mar csak elvétve hasznalatos.

Korébban egyszerii fixaloként hasznélatosak voltak még: az etilalkohol, az aceton, az ecet—
¢és triklérecetsav, a pikrinsav, a szublimat (HgCl,), a kaliumbikromat (K,Cr,O;). Ma mar
inkdbb fixalokeverékek komponensei.

Rogzitokeverékek
A fénymikroszkopidban hasznalt egyes rogzitokeverékek Osszetételét és hasznalatat a jegyzet
“Fiiggelek” c. részében ismertetjiik.

Az elektronmikroszkopidban haszndlatos rogzitdkeverékek koziil a legelterjedtebb a
glutaraldehid—paraformaldehid tartalmi Karnowsky—féle fixalo keverék. J6 eredménnyel
alkalmazhaté nagyobb szervdarabkak elérogzitésére is. A formaldehid meggyorsitja a

crer

crer

meggyorsitdsara hasznalatos. A keverék nem stabil, mivel komponensei egymassal is
reagalnak, ezért hasznalat el6tt mindig frissen kell Osszednteni (2.5% GA és 1% OsOq
végkoncentracid), majd jégen kell tartani a fixalads alatt i1s. Kizarolag allati eredeti
objektumok rogzitésére szolgal.

A kimosas
Célja a fixalofolyadék eltavolitdsa a mar rogzitett szervdarabbol. Ez technikailag azt
jelenti, hogy a rogzitészert kimosofolyadékkal cseréljiik fel, ami torténhet egyszerlien ugy,
hogy a fixaloszert elobb ledntjiik az iivegedényben marad6 anyagrol, precizebb munkanal (pl.
elektronmikroszkdpos gyakorlatban) pedig a visszamaradd cseppeket leszivassal (Pasteur—
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pipetta vagy vizlégszivattyu segitségével) tavolitjuk el. A kimoséasra hasznalt folyadék a
fénymikroszkopidban rendszerint csapviz. Pufferelt, izoozmotikus fixalok utan azonban a
rogzitészer nélkiili hordoz6 oldatot kell tartalmaznia. Az ozmotikusan aktiv anyagok
kimosofolyadékba vald bevitele viszont altalaban sziikségtelen olyan fixalok utan, melyek a
plazmamembran ozmotikus aktivitasat megsziintetik. El6fordul az is, hogy a kimoso6folyadék
nem mas, mint a soronkdvetkezd vizelvonoszer, olyan esetekben, ha a rogzitéfolyadék maga
is tartalmazza a kérdéses vizelvond anyagot. Példdul a Carnoy—oldat (Gsszetétele:
6:3:1=abs.etanol:kloroform:ecetsav) kimosasa etanollal torténik.

Viztelenités (dehidralas)
Célja a viznek vagy kimosdpuffernek a szovetekbdl vald eltavolitasa. Erre azért van
sziikség, mert a bedgyazoszerek (kivéve egyes vizoldékony miigyantakat) vizben nem
oldédnak. A dehidralas tehat olyan vizelvonoszerekkel kell, hogy torténjen, melyek jol

crer

sorozataban hasznaljuk, a fokozatossag biztositasa érdekében.

A két legéltalanosabban hasznalt viztelenitd anyag az etanol €s az aceton, mind a fény—,
mind az elektronmikroszkopos technikdban. Az etanol kevésbé erélyes vizelvono hatasanal
fogva kiméletesebb eljarast, jobb megtartast eredményez, vagyis kevésbé zsugorit. A viz
elvonasan kiviil keményiti is az anyagot, amire a j6 metszhetdség érdekében van sziikség. A
viztelenitésre hasznalt un. felszalld alkohol sor tagjai: az 50-, 70-, 80-, 96%-0s és abszolut
etanol. A tokéletesebb hatds érdekében az egyes fokozatokat mindig nagy feleslegben kell
hasznalni és célszerli tobb, legalabb két valtasban cserélni dket. A viztelenités id6optimuma
tapasztalatilag allapithatd meg €s a bioldgiai anyag fajtajatol fliggéen mas és mas. Tul hosszu
1d¢6 alatt az anyag tulkeményedik és metszésre alkalmatlannd valik, metszés kozben toredezik.
A dehidrélds morfoldgiai, kémiai valtozasokat okoz a bioldgiai anyagban, melyekkel, mint
elkeriilhetetlen torzuldsokkal, mindig szamolni kell. E véltozdsok nagyrészben lipidek
kiold6dédsabol szarmaznak. Az etilalkohol (féként 70%-os koncentraci6 felett), az aceton, a
propilénoxid kivalo lipidoldoszerek. Az anyag Osszlipidtartalmanak 95%-at is kivonhatjak a
procedura alatt. A lipidkimutatasokhoz ezért aldehid rogzitést kovetd fagyasztomikrotomiat,
elektronmikroszkopos célra pedig vizoldékony miigyantdba torténd beagyazast kell
alkalmazni.

A fehérjék egy része szintén extrahalédhat. A lipidekkel ellentétben foleg az alacsonyabb

T

propilénoxidban gyakorlatilag nincs proteinveszteség, hiszen ezek maguk is fehérjekicsapd
rogzitészerek.

A lipid és proteinreakcidé minden esetben a szovet, a sejtek és a szubcellularis
komponensek zsugorodasat okozza. A viztelenités alatti valtozasok, hatékony fixalas utan
kismértékiiek, tehat a dehidralé anyag megvalasztasa nem kritikus.

A beagyazas, blokk készités

A dehidralast kovetdéen gyakran kell haszndlni olyan szerves olddszereket, melyek
alkalmasak a bedgyazdszereknek a szOvetmintdba vald bevitelére €s azokkal vald lehetd
legtokéletesebb atitatasara. Ezek a koztes szerepet betoltd un. intermedierek. Elegyednek a
bedgyazasra hasznalt anyagokkal ¢s magukkal a vizelvonoszerekkel is. Emellett
nagymértékben illékonyak, elparolgasuk utdn a tiszta olddszermentes beagyazdszert hagyjak
vissza a szovetben. Hatranyos tulajdonsagaik, hogy goézeik belélegezve mérgezoek,
gyulékonyak ¢€s robbanasveszélyesek. Kezelésiik koriiltekintést igényel. Alkalmazasuk a
fokozatossag elvén alapul, részben a nem kivanatos hatasok (pl. zsugorodas) elkeriilésére,
részben pedig azért, hogy a nagyviszkozitasi bedgyazoszerekkel (pl. miigyantak) 1épésrol—
1épésre telithetd legyen a szovet. A vizsgalandd anyagot elobb a viztelenitd és intermedier
anyagok 1:1 ardnyu keverékével, majd az intermedier anyag és a bedgyazoszer 2:1, 1:1, 1:2




aranyu keverékével, végiil pedig a tiszta intermédiummal itatjuk at. Intermedier anyagok a
fénymikroszkopidban elsdsorban a paraffin oldoszerei: a benzol, metilbenzoat, kloroform,
tovabba xilol, toluol, sztirol stb.

Az ultramikrotechnikaban intermédiumként rendszerint propilénoxidot (1,2—epoxi—propan)
hasznalnak, bar a legtobb miigyanta jol oldhato a dehidrald reagensekben is. A propilénoxid
azonban teljes viztelenitést eredményez, hiszen az epoxidja a minta maradék viztartalmat is
addicionalja. Igy a miigyanta elektronmikroszképos dimenzidkban is jol atitatja az anyagot.

Beédgyazéds alatt a viztelenitett szovetdarabka olyan folyékony bedgyazdanyaggal valo
atitatasat értjiik, amely kelld koriilmények kozott megkeményedve, blokk formajaban jol
Osszetartja az objektumot €s alkalmassa teszi kelld vékonysagl metszetek készitésére.

A beagyazas gyakorlati kivitelezése ugy torténik, hogy a rogzitett és/vagy viztelenitett
anyagot az intermédium és bedgyazoszer megfeleld aranytl keverékébdl kiemeljik (pl.
csipesszel vagy bontotli segitségével) €és azt tiszta bedgyazokozegbe helyezziik, majd azt
kikeményitjiik.

Az idedlis bedgyazdszerrel szemben tamasztott kovetelmények a kdvetkezdk:

—jol kell oldodnia az intermedier anyagban;

— megkeményedve, konnyen metszhetd kell legyen a kivant vastagsag elérése céljabol;

— kémiailag nem valtoztatja meg a szdvetet (nem reagalhat vele, nem extrahalhatja az
anyagait);

— a procedura alatti térfogatvaltozasnak a lehetd legkisebbnek kell lennie, hogy ne okozzon
torzulast a bioldgiai anyagban;

— a beagyazott anyag hosszu ideig eltarthaté legyen benne, hogy barmikor (jabb metszetek
késziilhessenek beldle.

A fénymikroszkopos bedgyazds.beagyazdanyagok.

Legelterjedtebben a paraffint, masodsorban a celloidint (celluloz—dinitrat) hasznaljak. A

paraffin olcsd, kozombos, igen jO bedgyazoszer, Onmagaban rideg, torékeny. A

konnytiparlatoktdl megtisztitott paraffinba ezért 5%-nyi tisztitott méhviaszt (cera alba) kell

keverni, hogy jol metszhetd legyen. Ezutdn 3-500m vastagsagii metszetek is készithetdk

beldle. A paraffinnal tortént atitatast, magas olvadaspontja miatt (op=54—56 C°) termosztatban

kell végezni. A magas héfok viszont mindig tobb—kevesebb zsugorodast idéz eld az

anyagban. Ezért a lazabb szerkezetli szerveket elonyOsebb celloidinbe agyazni. A celloidinbe

agyazott anyagokbol viszont csak viszonylag vastagabb metszetek készithet6k. Az eredeti

paraffin-méhviasz keverék helyett ma mar inkabb szintetikus “viaszokat” haszndlnak (pl.

Paraplast).

A celloidin—paraffin, un. kettdsbeagyazas soran mindkét bedgyazoszer elOnyos
tulajdonsagai érvényre jutnak. Egymds utdn mindkét bedgyazoszerrel atitatva az anyagot, a
zsugorito hatas csokken és relative vékony metszetek készithetok.

A viz, pontosabban a jég is lehet bedgyazokozeg. A mar fixalt vagy rogzitetlen bioldgiai
anyag jégbe agyazott (fagyasztott) blokkjabol késziilnek az Un. fagyasztott metszetek a
hagyomanyos dehidralasi és bedgyazasi procedura, és az altaluk okozott elvéltozasok
kiiktatasaval. Fagyasztott metszetek sziikségesek az enzimek, lipidek stb. kimutatasahoz, de
olyan esetben is, ha strukturdlis és egyéb szempontbol Osszehasonlitdst kivanunk tenni a
sejtek eredeti nativ allapota és a rogzitett, bedgyazott anyag kozott. Ha a fagyasztott anyagbol
mélyhlittt térben (kriosztatban) készitett metszet jégtartalmat szublimaltatjuk, fagyasztva—
szaritott metszetet kapunk. Ezt kiilonosen a lipidek kimutatasaban jelentds modszer.

A fénymikroszkopos bedgyazéds menete.

A viztelenités utdn a minta etanol : intermedier 1:1 aranyu keverékbe, majd a tiszta
intermedierbe (pl. benzolba) keriil, ahonnan az intermedier és a paraffin 1:1 ardnyu
keverékébe vissziik at, rendszerint néhany orara. Ezutan a paraffin aranyat noveljiik (pl. 1:2),
majd egy éjszaka elteltével mintankat olvadt (58 C°) paraffinba helyezziik at, ismét tobb Oras




diffuzios idore. A paraffint ezutan tobbszor tobb orara valtjuk, hogy az oldoszer nyomait is
eltavolitsuk a mintabol. A végsd paraffint alkalmas kiontéforméba ontjiik, majd a mintat
belehelyezve hagyjuk kihiilni és ezaltal megszilardulni. igy megkaptuk a paraffinos blokkot.
Az elektronmikroszképos bedgyazodszerek

Elektronmikroszkopos preparatumok készitésére a paraffinnal joval keményebb ¢€s szivosabb
anyagot kell haszndlni, melyek alkalmasak 100 A-6s nagysagrendii vékonymetszetek
készitésére, tovabba ellendllnak az elektronsugarzasnak ¢és a vele jaré hohatdsoknak. Az
ultramikrotechnikdban hagyomanyosan a miigyantdkat hasznaljdk beagyazoszerként. A
miigyantaknak a szovetek atitatasdra hasznalt monomerjei polimerizacié révén, hd hatasara
katalitikus reakcidval kemény, térhalos blokkot képeznek. A miigyanktdkat a monomerek
kémiai szerkezete és a polimerizacid mechanizmusa szerint csoportositjak. Adott csoportokon
beliil is kiilonboz6 gyari és kereskedelmi neveken keriilnek forgalomba.

A metakrilat alapu poliészter gyantdk ma mar inkdbb csak torténeti jelentdségliek.
Hatranyos tulajdonsagaik (erds lipidkioldd és zsugoritdé hatés, igen kismértékii stabilitds az
elektronsugarral szemben stb.) miatt kiszorultak az altalanos hasznalatb6l. Monomerjei a
metakrilsav metil- és butil-¢észterei. Még leginkabb a vizoldékony véltozatok vannak
hasznalatban.

A poliészter gyantdk tulajdonképpen di—karbonsavak diolokkal alkotott polikondenzacids
termékei (telitetlen poliészterek). Korabban kiterjedten hasznaltdk a Vestopal W ¢és a
Selectron markanevii beagyazoszereket. Ujabban az epoxi—miigyantak ezeket is kiszoritottak.

A vizoldékony miigyantik (pl. a “ glikol-metakrilat” vagy az N,N,dimetilamino—
metakrildt), alkalmasak a dehidralé anyagok helyettesitésére és ezaltal a viztelenités alatt
egyébként kioldodd anyagok (foleg lipidek) megdrzésére. A polimer azonban tobbnyire
rosszul metszhetd. Ezért csak ritkan, specidlis célra alkalmazzak.

Az epoxi—miigyantdk éaltalanosan elterjedt beagyazoszerek. Elonylik, hogy a polimerizacios

térfogatvaltozasuk kicsi. Neviiket a molekuldk lancvégi két szénatomjukon taldlhatd epoxi—
csoportjukrél kaptak. A miigyantdk e csoportjaban a polimerizacié nem kettdés kotések
felszakitasaval torténd Un. etilénikus polimerizacid, mint a metakrilat—, vagy poliészter tipusi
migyantadk esetében. A kiinduldsi anyag (epoxid) itt nagymolekula, mar maga is polimer:
poli—(glicerin—ariléter), melynek lancai két végallasii szénatomjukon viselik az epoxi
csoportot. Az epoxi—csoport reagal minden olyan anyaggal, mely mozgékony hidrogént
tartalmaz (R-OH, R-SH, R—-NH,, R—-COOH). A tovabbi polimerizicidhoz és a térhald
kialakitasahoz két azonos reaktiv csoportot tartalmazé molekuldkat: di—karbonsavakat, di—
aminokat, diolokat ¢s ditiolokat kell hasznalnunk. A reakcié soran az epoxid felszakad, ¢s a
masik reaktiv csoportot addicionalja. A mozgékony hidrogént az epoxid oxigénje veszi fel,
mig a lancvégi szénatomja a reakcidpartner nukleofil szabad gyokével kapcsolodik dssze. Igy
nagy lanchosszusagu polimerek alakulnak ki. A monomerek masik reaktiv csoportja a
hidroxil-gyok. Ezek a monomerek fajtai szerint valtozd szamban taldlhatok a lancmolekula
hossza mentén. Konnyen észtersithetd pl. dikarbonsavanhidridekkel, melyek diészter kotésben
keresztkotéseket alkotva kapcsoljak egymashoz a lancmolekulédkat. Az ilyen adalékanyagokat
térhalositd vagy keményitd anyagoknak nevezik. Ilyen keményité (hardener) példaul a
dodocenil-szukcinil-anhidrid (DDSA) vagy az 1-metil-5-norborén—2,3—dikarbonsav
anhidrid (MNA) vagy mas névvel metil-endometilén—tetrahidroftalsavanhidrid, de lehet a
keményitd diol, ditiol is.
A gyorsitd (accelerator) nevii komponenes rendszerint erds szerves bazis, gyakran tercier—
amin, mint pl. a 2,4,6—trisz—(dimetilaminometil)—fenol (DMP-30) vagy az N-benzil, N,N—
dimetilamin (BDMA). A gyorsitd elsésorban az epoxidvégekkel reagilva a
lanchosszabbitasban szerepel.




A lagyité adalék (flexibilizer, plasticizer) a polimer (blokk) rugalmassagat noveli, a kedvezo
metszési tulajdonsagok kialakitdsa érdekében adagoljuk a keverékhez. Leggyakrabban
dibutilftalatot (DBP) hasznalunk.

A savanhidridek epoxi csoportokkal alkotott észterkotései lugérzékenyek, mely lehetdvé teszi
a migyantanak a metszetb6dl valo részleges kioldasat natrium—hidroxiddal. Ennek tobbféle
elénye lehet: lehetévé tehet citokémiai azonositdsokat az ultravékony metszeteken, valamint
azt, hogy blokkbodl késziilt félvékony metszeteket vizoldékony festékekkel konnyen meg
lehessen festeni. Toluidinkékkel, metilénkékkel, vagy ndvényi anyagoknal savanyu fukszinnal
a laggal nem kezelt félvékony metszeteket is megfesthetjiik. [ly modon fénymikroszkdposan
is tajékozodhatunk anyagunkrdl és a blokkbdl késziilt proba—metszet alapjan jeldljiik ki az
ezutan készitendd ultravékony metszet hatarait. Ujabban a szovettanban is terjed az igen jo
felbontast képet adod félvékony metszetek haszndlata. Az epoxi— miigyantdkat Araldit,
Durcupan ACM, Epon 812, illetve Spurr médium néven hozzék forgalomba.

A kiilonbozd epoxi—miigyantak gyari kiszerelésében megtaldlhatok mindazon kompo-
nensek (monomerek, keményitdk, gyorsitok és lagyitok), melyek a polimer kialakitasdhoz
sziikségesek. Ezeket kell 6sszednteni tapasztalatilag megallapitott aranyban a kivant tulajdon-
sagi polimer eldallitasahoz. Az igy kapott “keverék” hasznalhaté az anyag atitatdsara.
Kezelésére nagy gondot kell forditani: huzamosabb érintkezés a keverékkel bdrgyulladast
okozhat.

Az elektronmikroszkdpos bedgyazas gyakorlati kivitelezése

A viztelenitett minta az intermedier (tObbnyire epoxi—propan) olddszerbdl a vele higitott
beagyazokeverékbe keriil. A bedgyazokeverék altalaban meglehetdsen viszkozus folyadék. A
bioldgiai anyag atitatasat keveréssel, aramoltatassal célszerli segiteni, ami a gyakorlatban egy
egyszerl keverdszerkezettel valdsithaté meg. Ennek kisfordulatszamt szinkron (6ra) motorral
meghajtott ferde helyzetli tengelyére a keverékben 1évé mintakat tartalmazd iivegesék
szamara furatokkal ellatott tarcsat helyeztek el. A ferde sikban forg6 tarcsdban az iivegcesék
aljan 1évé anyag 4allandé mozgasban van. Ez a minta felszinén felkeveri a diffuzids
koncentraciogradienst, ezekkel ndvelve az atitatds sebességét. Az ilivegceséket az Aatitatas
kdzben nyitva kell tartani, hogy az oldoszer gézei szabadon tdvozhassanak.

A bedgyazas utolsd lépéseként a higitatlan bedgyazokeveréket zselatin (gyodgyszeres)
kapszuldkba, vagy kiilon erre a célra készitett szilikongumi formakba, esetleg vastagabb
aluminium f6lidbdl hajtogatott dobozkakba ontjiik. Ezekben helyezziik el, csipesszel (esetleg
plexibdl késziilt eszkozokkel stb.), Ovatosan megfogva a bioldgiai anyagot, mégpedig
kapszuldnként egyesével, vagy a dobozkaba (annak méretétdl fliggden) 6-10 db-ot, egymastol
kb. 5-8 mm tavolsagban; ligyelve arra, hogy az anyag metszendo felszine a blokk kifaragasa
szempontjabol megfeleld irdnyba nézzen.

Az egyes anyagmintdk azonositasara minden egyes minta mell¢ grafitceruzaval irt jelzéssel
ellatott keskeny papircsikot illesztiink.

Ezutan a keveréket melegitoszekrénybe (termosztat) tessziik, a beagyazdszer polimerizacio-
janak hdmérsékletére. Epoxi gyantak esetében a teljes polimerizacio 60 C°-on kb. 2448 ora.
A beagyazas alatt bekovetkez6 morfoldgiai valtozasok mar elhanyagolhaté mértékiiek.

Ha a bedgyazas utolso 1épéséhez kiontéformanak zselatinkapszulat hasznaltunk, akkor csak a
kapszula anyagat kell eltavolitani a felszinrdl, és a kapszula forméjadban polimerizalodott, a
bioldgiai anyagunkat tartalmaz6 miigyanta, méreteinél fogva blokként kezelhetd.

Ugyancsak a kivant alaka blokkot kapjuk, ha a beagyazast szilikongumi sablonban végeztiik.
Az aluminium f6lidbol késziilt dobozkakba dgyazott anyag kozotti miigyanta elflirészelésével
téglatest alaku blokkot alakithatunk ki.

Metszetkészités
A metszetkészités célja a blokknak fény—, illetve elektronsugarral atvilagithatdo vékonysagu
szeletekre (metszetekre) darabolésa.

10



A fénymikroszkdpia igényeit altaldban 3—10, maximalisan 15-307m vastagsagi metszetek
tokéletesen kielégitik.

A biologiai célokra maximum 100 kV gyorsitofesziiltséggel dolgozo elektronmikroszkop
szamara késziilt ultravékony metszetek vastagsdga azonban az elektronsugarak korlatozott
athatoloképessége miatt ¢és a felbontoképesség kihasznalasa érdekében nem haladhatja meg a
100 nm-t (1000 A), de igen kivanatos ennél lényegesen vékonyabb (30—60 nm) metszeteket
késziteni. A metszetkészités eszkozei a mikrotdomok. A fénymikroszkdpia céljait szolgalo
metszeteket precizios eszkozokkel, a kiilonb6zd rendszerti mikrotémokkal, az ultravékony
metszeteket pedig az un. ultramikrotomokkal allitjuk eld.

Mindenfajta mikrotom két {6 funkcids részbdl all: igy mint statikai egységbdl és
metszdszerkezetbdl. A mikrotdmok alapvetd konstrukcios elve, hogy nagy fajsulyu anyagbol
(pl. ontdttvas) késziilt statikai egység nagy stabilitast biztositson a metszdszerkezet szamara.
Kiilondsen fontos ez az ultramikrotomok esetében.

Az alabbiakban ismertetjiik a fénymikroszkopia céljait szolgaléo mikrotomok tipusait.
Szankamikrotom
A paraffinos metszetek készitésére legelterjedtebben hasznalt eszkdz a szankamikrotom.
Mikodésének lényege az, hogy a szankara szerelt befogoba erdsitett kés vizszintes sikban
csusztathat6 a jol rogzitett blokk felett. Az olvasztott paraffinnal fakockakra ragasztott blokk,
a tér mindharom iranyaban orientalhatd blokkbefogoban van elhelyezve, mialtal a kés ¢lének
sikja kozelébe emelhetd, mégpedig ugy, hogy csonkagula alaktra kifaragott blokk feddlapja
¢és egyik ¢le is parhuzamos allasba keriiljon a kés élével (un. kézi vagy durva beallitas).

A targybefogd finom emelését mechanikai attételes emeldszerkezet biztositja. A metszés a
szanka hatulrdl elére huzasakor torténik.

Az emeldszerkezet 1-1 metszet lehtizasa utan, a kés hatso holtpontra valé visszaallitdsakor,
vagy kézzel vagy pedig mechanikus félautomata segitségével. Utobbi esetben az emelést a
késtartonak az emeldszerkezet hatul elhelyezett vezérld eleméhez valo iitkozése biztositja. A
kivant metszetvastagsagot elére be kell allitani a vezérlé elem pm beosztassal ellatott részén.

A metszeteket megnedvesitett ecsettel szedjilk le a késrdl, majd tiszta, zsirtalanitott,
elézetesen tojasfehéje:glicerin=1:1 ardnyu keverékével (ragasztdanyag) bekent €s desztillalt
vizzel lecseppentett targylemezre vissziik at. Ezutan Bunsen—¢g06 felett ovatosan kisimitjuk
Oket a vizfelszinen, tigyelve arra, hogy csak meglagyitsuk a paraffint, de meg ne olvasszuk.
Ezt kdvetden a metszeteket a termosztatban a targylemezre szaritjuk.

A Minot (ejtsd: mino) rendszerti kerekesmikrotom

A szankamikrotomtol vald leglényegesebb eltérése, hogy az all6 helyzetben 1€vé rogzitett
kés eldtt a blokk mozgathatd, mégpedig fliggdleges iranyban le és fel. A blokk mozgatasa egy
oldalt elhelyezett, fogantyuval ellatott kerék forgatasaval torténik. A blokk eldretolasat a
mikrotom kerekének minden egyes korbeforditasa utdn mechanikus félautomatika biztositja, a
kivant és elore beallitott metszetvastagsagnak megfelelden.

A kerekesmikrotom elénye, hogy a kerék folyamatos forgatasa esetén az egymas utan lehuzott
metszetek, szomszédos, parhuzamos széleikkel Osszetapadva, hosszu szalagszeri csikok
formdjaban, Uin. sorozatmetszetként szedhetdk le.

A fagyaszté mikrotomok

Segitségiikkel a rogzitett, de hagyomanyosan be nem dagyazott, illetve sok esetben
rogzitetlen bioldgiai anyagbol készithetok metszetek, melyek kovetkezésképpen mentesek a
kemikalidkkal torténd viztelenités ¢&s bedgyazas okozta valtozdsoktol. A fagyasztd
mikrotomok 4ltaldban a szankamikrotomok elvei szerint muikodnek. Targyasztaluk
mélyhiithetd. Korabban folyékony szén—dioxidos hiitést alkalmaztak, melynek helyét ma mar
a Peltier (ejtsd: peltyi€) elv alapjan torténd termoelektromos hiités vette at. A mikrotom
targyasztalaba egy Peltier elem van beépitve, ami nem mads, mint két, egymashoz illesztett
(rétegdioda rendszerli) félvezetd, amelyek egymastdl csak a szennyezd szilicium vagy
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germanium aranyaban kiilonboznek. A Peltier elem legfontosabb hasznosithaté tulajdonsaga,
hogy egyeniranyitott aramkorbe kapcsolva az elektromossagot hové alakitja, mégpedig ugy,
hogy a félvezetok egyike hiill, a masik pedig egyidejiileg melegszik. A mikrotom
targyasztalanak lapja rendeltetésszertien a lehiilo félvezetd, melynek feliilete krom réteggel
van bevonva, vagy kerdmia boritast. Az alul elhelyezkedd, melegedd félvezetd hofeleslegét
aramlo vizhiitéssel vezetjiik el.

A fagyaszt6 asztal halozatrol maximum 12V fesziiltségli egyenaramot leado tapegységrol
tizemeltethetd. Az aram erdssége 5-20A kozott valtoztathatd, mellyel egyidejlileg a
targyasztal felszinén mérhetd hémérséklet 0— és -30 C° kozott valtozik. Egy adott szerv vagy
szovetféleség optimalis metszési hofoka tapasztalati uton allapithatd meg. A rutinszeriien
hasznalt 10A dramerdsség kb. -14 — -18 C°-nak felel meg.

Az elektromos hiitésli fagyaszté mikrotdm ma mar minden igényesebb (pl. enzimdiag-

nosztikai) eljarasnal nélkiilozhetetlen. Gyorsan és a kornyezet hatéasaitdl fiiggetleniil, stabilan
tartott héfokon hiit. A gyors hiitésnek kdszonhetden a viz iivegszerlien, a folyadékallapothoz
képest kevéssé valtozva fagy meg. Ellenkezo esetben nagyobb, hatszoges jégkristalyok nének,
melyek a sejtek struktirdjat elroncsoljak. Hasonld veszélyt jelent, ha a fagyasztott
szovetminta felenged és 0jbol megfagy.
A kriosztat vagy kriomikrotom részben a kornyezeti hatdsok (hd) kizarasara konstrualt
eszkoz. Lényege egy Minot rendszerli kerekesmikrotom, amely szabalyozhatd hémérsékleti
mélyhtitétérben van elhelyezve. A mikrotdm egy, a mélyhiitétér falan atvezetett tengelyli
kerékkel kiviilr6l mukodtethetd. A mintat rogzitve vagy rogzitetleniil fagyasztjuk a fém
targyasztalra, melyet ezutan a mikrotom targybefogojaba helyeziink. A kriomikrotommal
viszonylag nagyobb, tobb cm? alapteriiletii anyagbol is igen vékony 2-3um-es metszeteket
keszithetiink. Ezeket fed6lemezre szedjiik le. A fed6lemezre “olvadt” metszet tovabbvitele
kényelmes ¢és méreteikbél adéddan gazdasidgos (ido+reagens megtakaritds) is. Ha a
metszeteket a mélyhiitott térben hagyjuk 10-60 percig, jégtartalmuk elszublimdl, és Un.
fagyasztva—széritott met-szeteket kapunk, melyek elénye példaul, hogy viztelenités
(lipidextrakcid) nélkiil végezhetd rajtuk lipidfestés.

Napjainkban igen fontosak a teljesen automatizalt muikddtetésti standard vastagsagu
metszeteket készitd kriomikrotomok, elsdsorban a kvantitativ citokémidban és a citopatologiai
diagnosztikéaban.

Smith és Farquhar féle szovetszeleteld

Teljesen automatizalt, haldzatrol (220V) lizemeltethetd, beépitett tapegységli mikrotdm,
amelynek fiiggdleges sikban mozgd kése 50-200 lecsapas/perc, szabalyozhato frekvenciaval
felszeleteli az aldehidben rogzitett, alvadt zselatinba agyazott szovetdarabkakat. A szeletek
vastagsaga 20-230 um kozott allithato. Ezeket a vastag metszeteket arra haszndljuk, hogy
rajtuk enzimcitokémiai reakciokat végziink, majd ozmiumsavas utérogzités utdn migyantaba
agyazva Oket, ultramikrotdmmal ultravékony metszeteket készitiink beldliik és azt elektron-
mikroszkoppal vizsgaljuk (elektron citokémia). igy elkeriiltiik a fagyasztas elektronmikrosz-
koépos dimenziokban miiterméket eldidézd hatasait.

Az ultramikrotémok

A fénymikroszkdpos metszetek készitésére haszndlt mikrotomok miikddésére jellemzo,
hogy egy metszési cikluson beliil a blokk és a kés két izben taldlkoznak egymassal. Metszés
kizardlag csak az els6 taldlkozas alkalmaval torténik, a masodik taldlkozas a konstrukcios
megoldasokbdl adédik. Egy metszési ciklus alatt azon mozgasok Osszességét kell érteniink,
melyek a blokk, vagy a kés két azonos (felsd, illetve hatsd) holtponti helyzetbe keriilése
kozott torténnek €s egy metszet lenyesését eredményezik. Az ez alatt eltelt id6 az un.
ciklusidd.

Az ultramikrotomok mikddésiiket tekintve, durva megkozelitéssel a Minot rendszeri
mikrotémokhoz hasonlithatok. Az elsd ultramikrotom megfeleléen 4talakitott, acélpengével
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metszd Minot féle kerekesmikrotém volt. A jelenleg hasznélatos tipusokra is jellemzd, hogy a
szorosan befogott kés eldtt mozog a blokk, mégpedig fliggbleges sikban. Azonban a vékony
metszeteket készitdé mikrotdmokkal szemben az ultramikrotomok eltéré konstrukcios
megoldasa az, hogy egy metszési cikluson beliil a blokk és a kés egyszer taldlkoznak
egymassal, mégpedig a metszési szakaszban. A visszatéréskor a kést a blokk elkertili.

A j6 mindségli ultravékony metszetek kinyerésének egyik dontd tényezdje a kés, annak is
elsosorban az éle. Az ultramikrotechnikaban nem alkalmazhatok fém kések, mivel éliikket nem
lehet kelld finomsaggal megmunkalni. Ezért az ultramikrotdémok késeit kristalyracsos
szerkezetli igen kemény anyagbdl készitik (gyémant vagy natron—iiveg). A gyémant kések
igen dragak, de ¢éliik felyjithatd. Lényegesen olcsobbak az tivegkések.

Az livegkések készitése tivegesikokbdl torténik, leggyakrabban erre a célra konstrualt un.
késtord berendezésekkel. A legjobb kések az ontott, rendszerint szabvanyméretii (pl. 28mm
sz¢les, 7mm vastag, 34cm hosszu ) svéd gyartmanyt (LKB) tivegesikokbol készithetok.

Az livegesikokbol eldszor 28x28mm élhossziisagu, 7mm vastagsagu négyzetes hasabokat
képeziink vidia vagy gyémantheggyel torténd karcolds utan. Ezekbdl a négyzetes
tivegdarabokbol torjiik az oldalnézetben hdromszogalaki késeket a kovetkezd modon:
bekarcoljuk 6ket, mégpedig az 4tlos iranytol kissé eltérden, ugy hogy a bekarcolads a négyzet
csucsai eldtt néhany milliméterrel végzddjon. A bekarcolasmentes csucsi részeken az liveg
szabadon (karcolas altal nem irdnyitottan) torik, az atlotol bal felé gorbiilve, €s ennélfogva a
négyzet cslcsai alatt egy—két milliméterrel az {ivegesik eredeti, gyarilag tort (7mm
vastagsagl) felszinén fejez6dik be. gy egy 7mm hossz(i éldarabot kapunk, amely
megkozelitdleg harom zdénara oszlik, ezek balrdl jobbra haladva a kdvetkezdk:

a.) tokéletes éldarab, un. metszoél;
b.) nagyon finom mikrorepedéseket tartalmazé ¢ldarab;
c.) durva repedések, fogazottsag miatt hasznalhatatlan ¢ldarab.

A hasznalhaté metszd¢€l hossza attol fligg, hogy az élben végzddo torés helyzete mennyire
kozeliti meg a kiindulasi iivegnégyzetek csucsat. Idealis esetben ez a tavolsag nem haladja
meg a 0.5—-1 mm-t.

A hasznos éldarab kialakuldsanak helye mindig a torés kezdetének helyét jelzi, itt volt a
legkisebb az iliveg torési sebessége. Innen Un. stresszvonal indul ki (ivalakban balrél jobbra,
lefelé), ezt érte a torési procedura alatt a legkisebb nyomas, és legkisebb a belso fesziiltsége
is. A belsd fesziiltségbdl szdrmazod mikrorepedések szdma és mérete a torési sebesség
novekedésének iranyaban (jobbra) nd.

A kés ¢élének ellendrzése sztereomikroszkop alatt torténik, fekete alapon. A mikrorepe-
dések fényinterferencia alapjan jol felismerhetok a sotét hattérben.

A mikrorepedéseket tartalmazo hibds rész csak fénymikroszkdpos célokat szolgald n. félvas-
tag metszetek eldallitdsara alkalmas, ultravékony metszetekére nem, mivel azokat a kés élére
merdleges, parhuzamos csikokban felszantja és ezaltal vizsgalatra alkalmatlanna teszi.

A kés lényeges tartozéka az Uin. metszetgylijté medence. A kinyert metszetek felfogasara
késziil fémbdl vagy ontapados ragasztdszalagbol. A kés élének magassagaban illesztjiik fel és
az illeszkedési helyeken olvasztott paraffinnal kibélelve tessziik vizet 4t nem eresztové. A
benne 1évd desztillalt viz, illettve a feliileti fesziiltség csokkentésére hasznalt 10%-o0s aceton
vagy dioxan felszinén egymast kovetd metszetek a korabbiakat eldretoljak és szomszédos
parhuzamos széleikkel dsszetapadva szalagszer, jol kihalaszhatd metszetsorozatot alkotnak.

A metszetgylijté medencével ellatott kést a késtartoba fogjuk be. A késtartd a tér harom
sikjaban orientalhato és lehetdvé teszi, hogy a kés metszd¢lét parhuzamos allasba hozzuk a
kifaragott blokkfelszin egyik éldarabjaval.

Az ultramikrotom mozg6 része a blokkbefogd szerkezet, mely harom irdnyba mozdulhat
el.

a.) Elére a kés irdnyaba. Ez az eldtolés;
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b.) A metszési ciklus Uin. metszd iiteme: eredménye a metszet;

c.) Oldalra iv mentén. Ez a ciklus az Un. elkeriild iitem vagy visszatérési mozgas, amely
biztositja, hogy a blokk eredeti helyzetébe (felsé holtpont) vald visszatérése soran ugyanazon
a metszési cikluson beliil nem taldlkozzon ismételten a késsel.

Az elkeriild iitemet egyes miiszerek esetében (pl LKB ULTROTOM ¢és Porter—Blum MT2) a
késtartd szerkezet mechanikus hatrahuzddasa helyettesiti a felsé holtpontba vald visszatérés
alatt.

A blokkbefogd szerkezet visszatérési mozgasara a berezgés elkeriilése érdekében van
sziikség. Ha ugyanis a blokk ¢és a kés egymashoz képest valamilyen okndl fogva rezegni kezd,
olyan metszet keletkezik, amely a rezgés periodusanak megfeleléen a metszdéllel parhuzamos
lefutasu vastagabb és vékonyabb szakaszokat (csikokat, barazdakat, angolul: chatter) tartal-
maz, ami vizsgalatra alkalmatlannd teszi az anyagot. Az egyenetlen hulldmos metszetfelszin a
kontrasztositast is hatranyosan befolyasolja. A kiemelkedd részek jobban, a kozottiik elhe-
lyezkeddk kevésbé vagy egyaltalan nem érintkeznek a kontrasztosité folyadékkal.

A berezgést tobb kiilonbozo tényezd valthatja ki. Elkertilése érdekében nagyon fontos,
hogy a mikrotdém mozgathat6 alkatrészeit (pl. befogott kés vagy blokk stb.) metszés eldtt
gondosan rogzitsiik, betartsuk a blokk kifaragdsanak eldirasait, a keménységének &s
rugalmassdganak megfeleld késszoget €s metszési sebességet hasznaljunk.

A blokkbefogoszerkezet a tér mindharom sikjaban allithatd. Ez tartja a blokkot rogzit6 un.
befogofejet. Az orientalhatosagot, vagy ivalakban meghajlitott, forgathaté acélsinek vagy
pedig kettés gdombesukld biztositja.

A blokkbefogodszerkezetet metszés eldtt ugy kell bedllitani, hogy az eldzetesen kifaragott
¢s benne rogzitett blokk a sajat fels6 és als6 holtponti helyzete kdzott mozogva féliton
taldlkozzon a kés ¢lével. Erre azért van sziikség, mert a metszés a blokk lecsapd mozgasanak
korivéhez tartozo hur felezopontjaba eso érinté—sikban a legmegfelelobb.

Ezenkiviil iigyelni kell arra, hogy a kifaragott blokk hosszabbik éle feltétleniil parhuzamos
helyzetbe keriiljon a kés élével, kiilonben nem kapunk szalagszerii metszetsorokat és nagyobb
a berezgésveszély ha a rovidebb €l talalkozik a kés élével.

A blokk kifaragasa a befogéfejben, sztereomikroszkop alatt torténik, borotvapengével vagy
gyari blokkfarago szerkezettel (pl. LKB gym. Pyramiton, TM—60-as Reichert farago eszkoz).
Faragaskor a bedgyazott anyag kornyezetétol sokszogalaku gulat képezve kell eltavolitani a
miigyantat. A meghagyott bedgyazokozeg igy kelld tdmasztékot ad és ezaltal csokkenti a be-
rezgésveszélyt. A metszésre szant csucsi anyagrészletet idealis esetben trapézalaku
csonkagula form4jura faragjuk, melynek magassaga ¢és feddlapjanak ¢élhosszisdga nem
haladhatja meg az 1-2mm-t. A bioldgiai anyag kivalasztott metszetfelszine a fed6lapon kell,
hogy elhelyezkedjen. Ha a metszendd anyag nem homogén Osszetételii (pl. tobb sejttipusbol
all), akkor a blokkbdl elébb un. félvastag (0.5—1um-es) metszeteket készitiink, azt megfestve
valasztjuk ki a benniinket érdekld részleteket. Ezutan a blokk kifaragasat tigy fejezziik be,
hogy a kivant részlet keriiljon a végleges vékonymetszési felszinre.

A befogott blokk eldtolasat a kiilonbozé gyartmanyu ultramikrotémok kiilonb6zo elveken
valdsitjdk meg. Az Gn. mechanikus el6tolds esetében (pl. a Porter Blum késziilék) a blokk
eldtolasat mechanikus félautomatika biztositja.

A hokitagulasos (termodilatacis) elven miikddé ultramikrotomok esetében az eldtolas
elektromos fltéssel 1étrehozott hétaguldson alapul. A blokkbefogdszerkezetet hordozo tengely
egy megfeleld alakban kiképzett és tekerccsel koriilvett fémrud végéhez illeszkedik. A
tekercset aramkorbe iktatva, a fémrud a tekercsen keresztiilhalad6 aram hatasara melegszik és
kitagul, vagyis a rad hossza megnd. Minthogy a rid az egyik végén rogzitve van, a hékitagu-
las a blokkbefogot hordozo, un. szabad végén érvényesiil, ami a blokk eldtolasat eredményezi.
Az el6tolas sebessége a hokozlés fliggvényében, egy meghatarozott iddintervallumon beliil
konstans. Ily médon azonos vastagsagu metszetek készithetok allando ciklusidé mellett.
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Ujabban kizarolag elektromos meghajtasu ultramikrotomok késziilnek. Ezeknél a motor
fordulatszamanak (ciklusidd), a metszési litem sebességének, és az eldtolasnak az elektromos
szabalyozasaval alakithato ki a sziikséges metszetvastagsag. Azonos eldtolas esetén nagyobb
ciklusid6 vastagabb metszeteket eredményez.

Az el6tolas mértéke a fiitdtekercsen athalado aram erdsségének valtoztatasdval szabalyozhato,
nagyobb dramerdsség (fiités) esetén egy iddegység alatt az eldtolas mértéke nagyobb lesz,
vastagabb metszetek késziilnek ¢és forditva. Az automatizalt ultramikrotdémok Ilehetdséget
adnak arra is, hogy a metszés sebességét a miigyanta keménységéhez igazitsuk. A viszonylag
puhabb polimerek metszésekor ugyanis nagyobb a valoszinlisége a berezgésnek. Mig az
atlagosnal keményebb blokkokat jobban tudjuk nagyobb metszési sebességgel metszeni, a
puhadbbaknal kisebb metszési sebességgel a berezgés gyakorlatilag megsziintethetd, ha
ugyanakkor a kés ddlésszogét is az atlagosndl kisebbre allitjuk. Keményebb blokkoknal
viszont célszerlibb a dolésszog novelése.

Az UM-ok tartozéka egy binokuldris mikroszkop feltét (kiilonbozd nagyitasti objektivekkel)
€s egy nem nagy hot sugarzo és fehér fényl lampa. Ezek segitségével torténik a kés és a
blokkfelszin egymdshoz viszonyitott orientdldsa, a metszetek vastagsaganak ellendrzése,
illetve kihasznalasuk.

A metszetek vastagsagdrol a rajtuk, mint planparalell lemezeken 1étrejové fényinterferencia
jelenség alapjan gy6zdédhetiink meg. Mivel az interferencia szin a metszetvastagsag
fliggvénye, a metszeteket kihaldszasuk el6tt sziniik alapjan szelektalhatjuk. Vizsgélatra csak a
sOtétsziirke (40nm vastagsagot meg nem halado) sziirke (40-50nm), eziist (50—70nm) és
legfeljebb arany (70-90nm) sziniiek alkalmasak. A bibor (90nm), ibolyakék és zold szinii
(150nm-nél vastagabb) metszetek gyakorlatilag hasznalhatatlanok.

Az ultramikrotechnika mai fejlettsége mellett nem ritka a 20nm-nél vékonyabb metszet

sem.

Az ultravékony metszet kezelése.

A metszetek Osszegyljtése ¢és kisimitasa (acetonnal, kloroformmal vagy xilollal atitatott
szlirOpapircsik kozelitésekor keletkezd gbzben) a metszetgylijtd medencében torténik. Innen
halasszuk ki 6ket az elore el6készitett targytarto racsra.

A térgytarté rdcs (mikrorostély, grid) nyilasokkal ellatott szinesfémbdl (altaldban bronz)
fotooptikai fémmaratassal késziilt 2—4mm atméréji korong. Rajta a nyildsok szadma
rendszerint 50, 100, 200, 300, 400 vagy esetleg 50-nél kevesebb is lehet. A nyilasok altaldban
négyzet alaktiak, de téglalap, kor stb. formdkat is haszndlnak. Minél nagyobb a racs
nyitottsaga, annal nagyobb az elektronsugarral atviladgithato része (un. transzmisszids arany)
de egyuttal annal kisebb alatdmasztasi feliiletet biztosit a metszeteknek. Ezért felszintiket
gyakran hordozohartyaval vonjak be.

Legelterjedtebben a viszonylag nagy alatamasztast nyjté és jonak mondhatd transz-
misszios aranyu (75%) 200 nyilassal ellatott mikrorostélyokat hasznaljuk.

A racsokat vékonysaguk, sériillékenységiik miatt igen Ovatosan oOrascsipesszel kell meg-
fogni. Igen fontos tovdbbd, hogy tiszta pormentes helyen taroljuk és hasznalat elott
lipidolddszerrel (pl. kloroform) zsirtalanitsuk oket, hogy megeldzziik az elektronmikroszkop
lencséinek szennyezddését. Az elektronsugéarzas hatdsara ugyanis a felmelegedd rostélyrol az
illékonyabb szennyezddések elg6zolognek és a hidegebb feliileteken lerakddnak.

A hordozohartya a racs felszinének bevondsara készitett 5—10nm filmréteg. A metszetek
elektronsugarzassal szembeni ellenalloképességét, stabilitasat fokozza, a racs ugyanis a su-
garzas hatasara kisebb—nagyobb mértékben felmelegedvén tagul, és kiterjedésekor (kiilondsen
szogletes nyilasuak) magéaval huzza és szétszakithatja, foleg a legvékonyabb, legértékesebb
metszeteket. A hordozohartya anyaga és készitésének mddja rendkiviil valtozatos. Ismertesek
szerves anyag alapu (leggyakrabban 0.1%-0s kloroformban oldott formvarbol vagy
kollodiumbdl késziilt) és kiilonbdzd szervetlen anyagokbdl (C, SiO,, Al-Au stb.) eléallitott
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hordozoéhartyak. Esetenként kétféle anyag kombinacidja is lehetséges (pl. szénnel bevont
formvar film). A legtobb jo tulajdonsaggal a szénhartya rendelkezik: vékony, zavard
strukturaktol mentes, kémiai hatasokkal szemben ellenallo.

A szerves anyag alapu hordozohartya késziilhet a film oldott anyagénak viz felszinére
csoppentésével, vagy ugy, hogy oldataikkal kémiailag kozombos €s sima felszinli anyagot (pl.
tiveg) vonunk be, majd az olddszer elparolgasa utan a viz felszinére isztajuk. A viz felszinén
uszo, barmely modszerrel késziilt filmek a rajuk helyezett mikrorostélyhoz szorosan tapadnak
¢s igy azokkal egyiitt kiemelhetok. A szervetlen anyagbdl allo hartyadkat vakumban torténd
hdszublimaltatassal allitunk eld.

A festés
A fénymikroszkopos festés
Minden sejt vagy szovettani készitményt (leszamitva a pigment tartalmu sejtekét) vizsgalat
elétt, a vizsgalat kivanalmainak megfelelden meg kell festeni. Mivel a mikrotechnikaban
hasznalt festékek tulnyomo tobbsége vizes oldat, a paraffinblokkbol késziilt metszeteket festés
elott elokezelésnek kell aldvetni, festés utdn pedig gondoskodni kell arrél, hogy a festett
preparatum vizsgalatra alkalmas és tarolhato legyen. A festett preparatumot fénnyel szemben
megfeleld torésmutatdji és egyben tartositast is biztositd kozegbe kell vinni.
A paraffinos metszetek elokezelésének elso 1épése a deparaffinalas. A festékoldatokkal nem
elegyedd paraffinnak metszetekbdl vald kiolddsa rendszerint xilollal torténik. Ezutan a
paraffin olddszerének eltavolitasara és a metszetek vizzel torténd atitatdsara van sziikség, amit
etilalkohol) egymds utan torténd cseréjével ériink el, és kozvetleniil festés eldtt desztillalt
vizes Oblitést alkalmazunk. A gyakorlatban ez ugy torténik, hogy a lemezen 1évé metszeteket
vissziik keresztiil az olddszereket tartalmazo festokiivettak sorozatan. A festési idot a
gyakorlatban empiridval kell meghatarozni. Egy adott festékanyaggal vald szinez6dés sok
esetben kizarélagos egy specifikus makromolekulat tartalmazo struktira vagy organellumra
nézve. Egy adott strukturaclem, valamely festékkel torténd specifikus szinezddésének
mechanizmusa lehet kémiailag vagy fizikai alapon jol definialhat6, de lehet kevéssé ismert,
vagy tisztazatlan is. Példaul az Orange G nevl festék a citoplazmaban talalhaté valamennyi
organellumot megfesti.

A sejtek vagy szdvetek savas természetli (hozzaférhetd negativ gyokoket tartalmazo)
komponensei a kationokban gazdag un. bazikus festékekkel (szerves bazisokkal) festddnek. A
bazisos festékekkel szinezddd struktirakat dsszefoglald néven bazofil anyagoknak nevezziik,
a reakcio lathatd, pozitiv eredményét pedig bazofilidnak. A bazofilia fiigg a festékoldat pH-
jatol. Alacsony pH-n (2-3) csak az erdsen savas, magasabb pH (4—5) mellett az 0sszes savas
anyagok, mig semleges és gyengén savas pH mellett sok egyéb anyag is specifikusan
festodik. A legismertebb bazikus festékek a hematoxilin, a toluidinkék és a metilénkék.
Vannak tovabba a szdvetekben acidofil anyagok is, amelyek savas jellegli festékekkel torténd
festddése az acidofilia jelensége. A savas festékek koziil az eozinnal torténd szinezddést kiilon
is szokas megkiilonbdztetni: ez az eozinofilia. Az acidofilia is Ph—fiiggd jelenség. Savas pH
mellett csak a bazikus komponensek, mig lugos pH mellett sokkal tobb anyag festhetd
savanyu festékekkel.

Szovettani festésekhez altaldban nem egyetlen festékoldatot, hanem kett6t—harmat
hasznalunk egymads utan. (in. szukcedan festés). Ilyen a hematoxilin—eozinnal torténd un.
mag—plazma festés. Ez esetben a hematoxilinnal elébb bazofilia festést végziink. Ekkor a
DNS-t és RNS-t tartalmazo sejtkomponensek és ha jelen vannak a savanyu mukopoli-
szacharidok festédnek. Ezutan vizes eozinnal kozel semleges pH mellett altalanos, un.
plazmafestést végziink. A mag ¢és a riboszéma tomegek (pl. durva felszinti ER) a felvett
hematoxilintdl lilasbarnara, mig a tobbi anyagok rézsasziniire (eozin—vordsre) szinezddnek.
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Hasonl6 gyakran hasznalt kombinalt szovettani festés az Azan—festés (Azokarmin—Anilin
kék). Ez esetben elébb az azokarminnal magfestést, majd az Gn. Mallory oldattal (anilin
kék+Orange G) kotdszoveti €s plazmafestést végziink. A magok, a vorosvérsejtek és a nyalka
karminpirosra, a kotdszovet kollagén rostjai kékre vagy sargédra szinezddnek. A Mallory—
festést, mivel kiilonb6zo festékeket egyazon oldatban tartalmazza, a szimultan festések kozé
soroljak.

A legtobb festék a sajat szinével megegyezd sziniire festi a vele kapcsolatba 1épé kom-
ponenseket, amit ortokromatikus szinezédésnek (ortokromdzia) neveziink. Ezzel szemben, ha
a festék sajat szinétl eltérd szinben tiintet fel valamely strukturat a metakromazia
jelenségérdl van sz6. Vannak festékek, melyek bizonyos strukturdkat ortokromatikusan,
masokat viszont metakromatikusan festenek: ilyen pl. a bazikus toluidinkék, amely oldatdnak
pH-jatol fiiggben vagy csak a nukleinsav tartalmi komponenseket szinezi kékre, vagy
magasabb pH-n azokkal egyiitt savas fehérjéket is, viszont a savas proteoglikanokat és sok
mas struktarat pl. a novényi sejtek celluloztartalmi sejtfalat vords ibolya, a fasodott
sejtfalakat viszont zold szinben tiinteti fol. A metakromatikusan festd anyagok koziil
ismertebb még a tionin és az Azur—A. A metakromazias festédés mechanizmusa feltehetéen
az, hogy egyes makromolekulak feliiletiikon festékmolekuldkat adszorbedlnak. Ha a
makromolekuldk feliileti festékkotd helyeinek rendezddése olyan, hogy a festékmolekulak
aggregalodasat is lehetdvé teszik, a festékmolekuldk adszorpcios polimerizalédasa kdvetkezik
be. A metakromadzia tehat bizonyos szabad gyokok periodikus feliileti elrendezddéséhez kotott
jelenség. Fizikai alapja az, hogy a polimerizalt festékmolekula és a monomerek oldatanak
fényabszorpcidos maximuma egymastol eltérd. A toluidinkék esetében a metakromézia foka
fligg a negativ gyokok termé-szetétdl. Legerdsebben a szulfatcsoporttal rendelkezo
vegyliletek (pl. a savas proteoglikanok, mucin, hialuronsav, a porcallomanyban a kondroitin—
szulfat, heparin stb.), majd a foszfat—, karboxil—, végiil a karbometil-csoporttal rendelkezd
vegyiiletek adjak.

A festési modszer progressziv jellegli, ha a metszet altal felvett festék mennyiségét a festés
idejével szabdlyozzuk. Regressziv a festés, ha a metszetet erdsen talfestjiik, majd a felesleget
megfeleld oldattal kivonjuk beldle. Mivel ilyenkor a kiilonbozé sejtalkotokbodl kiilonbozo
mennyiségben oldodik ki a festék, a festék kivonast differencidldsnak nevezziik. Bizonyos
mértékli differencialédas majdnem mindig lezajlik a festést kovetd viztelenités alatt. A leg-
gyakrabban alkalmazott regressziv festékek a Mallory—, az Azan— és a Papanicolau—festés.

A festett fénymikroszkopi preparatumok tartositasa

A festett, vizes preparatum vizsgalatra nem alkalmas, mert térésmutatoja tul alacsony, ezért
valamint tartositasa céljabol kanadabalzsammal (egy fenyo6féle tisztitott gyantaja) kell atitatni
¢s feddlemezzel lefedni. A kanadabalzsam oldasara xilol a legmegfeleldbb. Mivel azonban a
xilol vizzel nem elegyedik, a kanadabalzsamot megeldzi a festett, vizes preparatum felszallo
alkoholsorral tortén6 fokozatos viztelenitése. Ez 70%, 96%-o0s és abszolut etilalkohol
egymasutani kicserélésével torténik. Az alkohol a festékek egy hanyadat is kioldhatja, tehat
differencialhat is. Ezutan kétszer valtott xilol, majd xilolos kanadabalzsam—oldattal torténd
lecseppentés és lefedés kovetkezik. A frissen lefedett metszetek a fénymikroszkop felbonto-
képességét teljesen kihasznalva csak 1-2 napos szaradasi id6 utan vizsgalhatok. A targylemez
¢s a feddlemez kozotti kozeg torésmutatdja csak akkor valik teljesen megfelelévé, ha a xilol
mat teljesen elparolgott és a gyantaoldat livegszeriien megszilardult. Az ilyen prepardtum, ha
az alkoholt tokéletesen eltavolitottuk, évekig elall és vizsgalhat6. Id6vel azonban a némileg
savas kanadabalzsamban a szerves festékek elbomlanak. Ha a kanadabalzsam helyett glicerint
hasznalunk a preparatum azonnal vizsgalhato, de csak kevéssé tartos.

A félvastag metszetek festése

A mugyantaba agyazott biologiai anyagbol készitett félvastag metszetek fénymikroszkdpos
vizsgélata hasznos kontrolja lehet az ultravékony metszeteknek. Példaul képet kaphatunk a
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mitermék jelenlétérdl vagy hianyarol, kivalaszthatjuk az elektronmikroszképos vizsgalatra
szant részleteket.

Ehhez azonban elébb meg kell festeni Oket. A festés leggyakrabban toluidinkékkel vagy
metilénkékkel torténik. Az esetek nagy részében elegendd boraxos toluidinkék—metilinkék
oldattal melegiteni a metszeteket, de szlikségessé valhat a miigyanta lugos (n NaOH) oldattal
vald eldzetes oldasa (duzzasztdsa) is. A félvastag metszetek kanadabalzsammal lefedhetdk.
Az ultravékony metszetek festése: a kontrasztositas
L. Pozitiv kontrasztosités

Az ultravékony metszetek “festése” nehézfémionokat tartalmazo anyagok (pl. uranil—
acetat, 0lom—citrat, 6lom—acetat) segitségével torténik.

Ezek oldataba helyezziikk meghatarozott idore a metszeteket hordoz6 mikrorostélyokat. A
modszer a sejtstruktirdk elektronoptikai kontrasztjat azaltal fokozza, hogy a folyadékkal
érintkez6 metszetfelszinen (és kis részben a metszetbe diffundélva is) a nehézfémet redukalni
képes struktirakon fém valik ki. A metszetfelszinen az 6lomsok esetében a levegd szén—
dioxid tartalma 6lom—karbonatok kicsapodasat okozhatja, ezért a kontrasztositast zart térben,
szilard natrium—hidroxid jelenlétében kell végezni, mely a légtér szén—dioxidjat karbonat for-
majaban megkdti. Az aspecifikus csapadékképzodés elkeriilése céljabol a blokkok kifara-
gasatol kezdve nagy tisztasdgot kell biztositani, mert a metszetek felszinére tapadt szennye-
zéseken is 6lomtartalmu csapadék valhat ki.

Az elektronmikroszkopi metszetrdl késziilt képen a bioldgiai anyag kontrasztja (feketesége,
elektronoptikai stirisége) tehat egyarant ered az ozmium rogzités, az uranil-acetatos uto-
rogzités (blokk kontrasztositds), tovabba az uranil-acetdtos ¢és az 6lomsos metszet kont-rasz-
tositas soran kivalt nehézfémek jelenlététol. A sejt vizes fazisaban 1évo redukalé anyagokban,
valamint lipoproteid membranok, vizes fazisok felé néz6 hatar feliiletein vizben oldott s6ikbol
a fémek kivalnak. Ezért a membranok, és ezzel az egyes organellumok hatarfeliiletei kiraj-
zolddnak ¢és a sejt membranszerkezete feltarul az elektronmikroszkopi képen. Az elek-
tronszord nehézfémet tartalmazd képletek az elektronmikroszkdop ernydjén feketék, itt nincs
elektronbecsapddas, nincs felvillands. A tisztan ozmium rogzitéssel 1étrehozott kontrasztot
(“feketedést”) az illetd anyag struktira ozmiofilidjanak nevezik. Ha kontrasztositisra a
fentemlitett egyéb nehézfémeket is felhasznaljak, akkor a sotét strukturat elektrondenz
(elektronoptikailag siirli) szerkezetnek nevezik.

II. Negativ kontrasztositas

Neve jelzi, hogy alkalmazdsa esetén az egyébként sotét részletek a képen viladgos
struktiraként (és forditva) fognak jelentkezni. Ezt az eljarast hartyara vitt sejtfrakciokon és
fagyasztott anyagbdl (bedgyazéas nélkiil) készitett €s hartyara vitt ultravékony metszeteken
(krioultramikrotomia) vagy makromolekulak, virusok, baktériumok keneteinek vizsgalatara
alkalmazzak. A festendd anyagra rendszerint foszforwolframsav vagy uranil-acetat oldatat
cseppentik, majd leszivjak. A preparatum mélyedéseiben levo oldat beszarad, a kiemelkedd
részek azonban kontrasztanyag-mentesek maradnak. Az ily moddon megfestett &és
elektronszorasa révén sotét hattérbdl kiemelkedd strukturaelemek “negativ kontrasztjuk”
(fehér szinlik) révén jol elStlinnek és igy térbeli alakjukra vonatkozé informéciokat
nyerhetiink roluk a transzmisszids elektronmikroszkdpban. Kovetkezésképpen, a negativ
festés kivald kontrolja lehet az ultravékony metszeteken lathaté sejtalkotoelemek
tanulmanyozasanak, pl. a mitochondrium bels6 membranja, illetve a riboszémék szerkezete
stb. esetében.

A fagyasztva toréses és fagyasztva maratasos technika
Az eljaras lényege az, hogy a lehetd leggyorsabban megfagyasztott bioldgiai anyagot
eltorjiik €s torési felszinérdl platina (Pt) és szén (C) arnyékolt replikat (levonatot) készitiink,
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amely a feliiletr6l levalasztva transzmisszids elektronmikroszkdépban nézhetd. Ezzel a
modszerrel a sejtek belsd, torési felszinei vizsgalhatok.

Az eljaras soran a torés rendszerint a strukturdlisan leggyengébb pontokon (pl. a
membranok belsejében a bimolekularis lipidrétegben kovetkezik be) kovetkezésképpen ezzel
a technikaval a biomembrénok belsejérdl olyan informaciok nyerhetdk, melyeket nehéz, vagy
lehetetlen metszetvizsgélattal nyerni. Ilyen pl. az integralis membranfehérjék (intramembran
részecskék, IMP) lokalizacidjanak feltarasa. A replikardl késziilt kép a vékonymetszetbol
nyerheté 2 dimenzids képpel szemben térhatisi. A modszerrel elvileg él6 allapotban
megfagyasztott anyagbol is lehet replikat késziteni, ennek azonban nehézségei vannak. A
fagyasztassal jard térfogatvaltozasok ugyanis kdnnyen szétroncsoljak a membranokat. Ezért
az livegszerl fagyast (vitrifikacio) eldsegitd krioprotektiv anyaggal (pl. 30%-os glicerin) kell
a bioldgiai anyagot atitatni. A glicerin, kivaltva az €16 sejt reakciojat, az eredeti allapottol
eltérést okoz. Ezért elotte az esetek tobbségében glutaraldehid rogzitést hasznalunk.

Az el6készitést kovetd munka 1épései a kdvetkezok:

1.) Az anyag fagyasztisa folyékony nitrogénnel hitdtt és cseppfolyositott gazban,
leggyakrabban Freon—22-ben torténik. Lényeges a fagyids minél nagyobb sebessége. A
fagyasztds nem torténhet kozvetleniil folyékony nitrogénben, mert a mintatdl felmelegedd
nitrogén a minta felszinét nem nedvesiti kellen és ezért buborékképzddés kozben forrni kezd.
A keletkezd nitrogén—gaz kopeny jelentdsen lelassitja a fagyast. A freonban megfagyasztott
anyagokat folyékony nitrogénben taroljuk.

2.) A torés és maratds. A fém targytartoba elhelyezett bioldgiai anyag a fagyasztva tord
berendezés folyékony nitrogénnel hiitott targyasztaldra keriil, ahol ezutdn zart térben

10° torr nyomast (vakumot) hozunk létre, ami megakadalyozza az anyagfelszin felmele-
gedését, és sziikséges a Pt és C gdzoléséhez. A késziilékbe egy specidlis mikrotom és egy
fém, illetve széngdzologtetd berendezés van beépitve.

A fagyasztott anyag torése a késziilek folyékony N,-nel hiitott késével torténik. A folyamat
nem hagyomanyos értelmi metszés, a fagyott anyag torik, illetve hasad, igy sajatos dom-
borzati viszonyok keletkeznek a feliiletén. Ha errdl a felszinrél azonnal replikéat készitiink,
akkor fagyasztva téréses (freeze fracture) modszerrdl beszéliink, ilyenkor a membranokban
futo lipidfazis torésfeliiletei tarulnak fel. Ha egy membran citoszolhoz vagy a kariolimfahoz
fagyott lemeze marad a minta felszinén, akkor a kapott felszint P—felszinnek nevezziik. Ha ez
a felszin torott le, és az organellum iiregéhez, vagy az extracelluldris térhez fagyott lemez
felszinét szemlélhetjiik, akkor az illeté membran E—felszinérdl beszéliink. Nem szabad elfele;j-
teni, hogy ilyenkor a membran lapjaval parhuzamos hasadasi, tehat nem a valddi, hanem egy
mesterségesen hasitott belsd felszint vizsgalunk.

Ha a felszinrdl 1-5 percig vizet (jeget) hagyunk szublimalni, akkor a torési felszinek mellett a
membranok valodi hatarfeliiletei is feltarulnak. Ez a fagyasztva maratdsos (freeze etching)
modszer. Igy nem csak egyes membranok belsd, hidrofob felszinei, hanem a citoszol, a kario-
limfa vagy az extracelluléris tér, illetve az organellum flirege fel¢ esé felszinei is részben
feltarhatok.

3.) Az arnyékolds. A torést vagy maratast koveten a kérdéses felszinre 45°-0s sz6gbdl jovo
Pt—gbzoket bocsatunk, melyek a hideg felszinen vékony filmmé csapddnak ki. A Pt film,
mivel oldalrél, ferde szog alatt érkezik, a felszin domborzati viszonyaitdl fliggden rakodik le,
nem egyenletes vastagsagban az egész felszinen. A kiemelkedd strukturak ellentétes oldalan
Pt-arnyék, Pt-mentes teriiletek is lesznek. Ezért a Pt—g6z061és utan a felszinre feliilrél, 90°-os
szogben szenet gézoliink egyenletes vastagsagban. Igy a felszinnek megfelelé domborzatu Pt—
C hartyat kapunk. Errdl a replikarol a minta felolvasztasa utan Na—hipoklorittal lemarathat6 a
bioldgiai anyag. A replika ezutdn mikrorostélyra szedhetd és zsirtalanitds utan azonnal
vizsgalhatd. A Pt—arnyékolas miatt az elektronmikroszkopi kép térhatasu.
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HISZTOKEMIAI ES CITOKEMIAI ALAPISMERETEK
Bevezetés

A hisztokémia metodikai segédtudomany. Minddssze par évtizedes multra tekint vissza. A
mikrotechnikébdl 6nallosult. Torténetében az alapkdvet L. Lisson 1936-ban megjelent “Histo-
chemie animale: Methods et problems” c. munkaja jelentette. Kialakulasat majd tovabb-
fejlédését alapvetden két tényezd hatarozta meg. Az egyik a morfologiaban fellépd funk-
cionalis szemléletmodd, a masik az a koriilmény, hogy a sejt— vagy szovethomogenizatumok,
sejtfrakciok biokémiai elemzésébdl nem mindig deriil ki, hogy bizonyos kémiai komponensek
hol és hogyan, milyen sejtalkotorészekhez kotdédve helyezkednek el, tovabba, hogy
eléfordulasuk milyen miikddési folyamatokkal kapcsolatos. A hiszto— vagy szdvetkémia
targya a sejtek, szovetek kémiai felépitésének és az alkotdelemek lokalizaciojanak feltarasa.
Amennyiben ez kizardlag a sejt szintjére vonatkoztatott a cito— vagy sejtkémiai elnevezést
hasznaljuk.

A hiszto— vagy citokémiai munka tulajdonképpen szdvettani—sejttani preparatumokon végzett
olyan kémiai—biokémiai eljarasok alkalmazésat jelenti, melyek egy adott, ismert mechaniz-
musu de legalabbis ismert specifitdsu reakcio alapjan alkalmasak a sejteket és a szoveteket
felépitdé makromolekuldk vagy funkciok azonositdsara, lokalizalasara, azaz kozvetlen vagy
kozvetett Uton lathatova tételére. Az eljarasok rendszerint kvalitativ, ritkdbban kvantitativ
informéciot eredményeznek.

A hisztokémia feladata kettés. Részben az egyes sejtkomponensek kémiai jellemzése és
egymastol vald elkiilonitése, masrészt a kémiailag ismert komponensek in situ lokalizalasa
legalébb sejtes vagy szubmikroszkopikus szinten.

A sziikkebb értelemben vett vagy leiré hisztokémidn a sejtek, szovetek makromolekuldit
(fehérjék, poliszacharidok, nukleinsavak, lipidek), illetve anorganikus alkotoelemeit
kozvetleniil kimutato, direkt eljarasokat értjiik. Funkcionalis hisztokémidn pedig a sejtek és
szovetek mitkddésérdl, a benniik végbemend folyamatokrdl felvilagositast nytjtd, indirekt
eljarasokat. Pl. ha az egyes enzimfehérjék azonositdsdra nincsenek specifikus
fehérjekimutatasi eljarasaink, az enzimreakciok helye azonban termékeik kémiai reakcidival
lathatova teheto.

A hisztokémiai reakcidkat megfelelden ellendrzott koriilmények kozott kell végezniink, és
szamos kisegitd eljarast kell alkalmaznunk, valamely reakcid specifitdsanak ellendrzésére.
Ilyen, 4ltalanosan hasznalt kontrol eljarasok koz¢ tartoznak a kovetkezok:

a.) Bizonyos anyagok szelektiv extrakcidja: ha tobbfajta anyagra specifikus moddszert
alkalmazunk, akkor kiilon—kiilon torténd kioldasukkal ellendrizhetd lokalizéciojuk.

b.) Szelektiv blokkoldsi eljarasok. Ezeket is akkor hasznaljuk, ha az alkalmazott hisztokémiai
eljaras tobbféle anyagra nézve lehet egyidejiileg specifikus, és el kell donteniink, hogy
koziilik melyiket mutattuk ki. Ilyenkor egyes szdbajohetd anyagfajtak reaktiv csoportjait
festés elott kémiailag atalakitjuk nem reagald csoportokka.

c.) Enzimemésztési eljarasok. Ezek 1ényege az, hogy a vizsgalati anyagunkat az adott reakcio
kivitele el6tt, a kimutatandd vegyliletet specifikusan bonté enzimmel kezeljiik. Pl. az RNS
festddés azonositdsdra egy parhuzamos metszeten a festés el6tt RN-az emésztést
alkalmazunk, majd a két metszetet dsszehasonlitjuk.

d.) A szubsztratmentes kdzegben torténd inkubdaldst, valamint a specifikus gatlasok modszerét
enzimaktivitast kimutaté eljarasokban hasznaljak, mint kontrolt.

A hisztokémiai eljarasokat sziikségképpen mindig valamilyen mikrotechnikai eljaras eldzi
meg. A kimutatasokat tobbnyire rogzitett preparatumokon végezziik, de ismeretes egy sor
olyan eljaras is, melyeket elénydsebb fixalatlan anyagbdl késziilt fagyasztott metszeteken
végezni (pl. egyes enzimek: gliikoz—6—foszfatdz, dehidrogenaz, ATP—4z kimutatasa).
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A kovetkezokben, a teljesség igénye nélkiil, néhany kiilonb6z6 tipust makromolekula és
anorganikus sejtkomponens hisztokémiai kimutatdsanak legaltalanosabban hasznalt eljarésait
ismertetjiik.

A nukleoproteidek kimutatasa

A nukeloproteidek fehérjékbdl és nukleinsavakbdl épiilnek fel. A nukleinsavak hisztokémiai
azonositasa részben a cukorkomponensiik, részben pedig a purin és pirimidin bazisok
ibolyantali (UV) fényben mutatott jellegzetes abszorpcidjuk alapjan lehetséges. Fényelnyelési
maximumuk 260nm. Az abszorpcid kvantitativ mérése képezi az alapjat az un. Caspersson
féle UV mikrospektrografias nukleinsav kimutatasi modszernek.

DNS-RNS egyiittes kimutatasa metilzdld—pironin festéssel

A kimutatas elvi alapja az a fizikai tény, hogy a fenti két bazikus festék szelektive kotddik a
nukleinsavakhoz, mégpedig azok eltérd poliemerizaltsagi fokatol fiiggden. A metilzold a
magasabb polimerizaltsigi foki DNS-hez (MT=1-8x10° dalton) kapcsolodik és azt
zo6ldeskékre szinezi, a pironin pedig ibolyaspirosra festi az alacsonyabb polimerizaltsagt foku
RNS-t (MT=10-100x10" dalton). Azok a hatasok tehat, melyek a DNS depolimerizaciojat
okozzak, a DNS tartalmt struktardkat is pironinofilla teszik. A pironin RNS specifitdsanak
ellendérzésére ribonukledz emésztést alkalmazhatunk.

A festés a legtobb fixaldszer hasznalata utan keresztiilviheté, azonban ha ribonuklaz
emésztést akarunk végezni, nem hasznéalhatok nehézfémso (bikromat—, HgH, ozmium-— stb.)
tartalmi fixadlok. Ezek ugyanis az RNS-el ribonukledz—rezisztens komplexet képeznek.
Némileg ellenall a ribonukleaz emésztésnek a formalinban fixalt szovet RNS tartalma is.

Minthogy kontrolalt korilmények kozott (ionmillid, pH, hdémérséklet) a metilzold
sztochiometrikusan kotodik a DNS-hez, a reakcié morfometrias Giton kvantitativva tehetd. Ezt
a lehetdséget azonban ritkan hasznaljak, szemben a Feulgen—reakcié mennyiségi elemzésével.
Dezoxiribonukledz kimutatds Feulgen—reakcidval

Az eljaras (ejtsd: fajlgen) az aldehidek kimutatdsara altalanosan hasznalt Schiff—
reakcionak a dezoxiriboz kimutatdsara alkalmazott valtozata. A Schiff-reakci6 Iényege az,
hogy a kénessavval elszintelenitett fukszin (leukofukszin) amino—csoportjait (R’~NH;) aldo—
csoportokkal (R-CHO) R—CH=N-R’ tipusu Schiff-bazissa kondenzaldédnak, amely ismét
szines (biborszini) vegyiilet.

A Feulgen-reakcid mechanizmusa: enyhe savas hidrolizis (nHCL, 60 C°-on 10-60 perc)
hatdsara a DNS molekular6l a purin bézisok (adenin, guanin) lehasadnak. A maradék
polinukleotid, az apurinsav reagal a Schiff-reagensként hasznalt leukofukszinnal, ugyanis a
purinbazisok levalasa utan az eredetileg gytirlis forméaban (furandz) jelenlévd 2—dezoxiriboz
molekulédk aldehiddé alakulva valnak szabaddé és a szabad aldo—csoportok a leukofukszinnal
szines végterméket képeznek.

A Feulgen-reakcio végeredményeképpen kapott szin intenzitdsa fiigg a hidrolizis idejétdl,
héfokatol, pH-jatol, erélyesebb hidrolizis alatt ugyanis a DNS fokozatosan depolimerizalodik.

A savas hidrolizis hatisara szabadd4 valé aldo—csoportok mas aldehid-reagensekkel (pl.
ezilist-tiikkor-reakcid) is lathatéva tehetok, masrészt az aldehid reakciobeli szerepe aldehid—
blokkolokkal (lasd PAS reakci6 leirasa) igazolhato.

A Feulgen—reakci6, kontrolalt koriilmények kozott specifikus a DNS-re. Az RNS ugyanis
enyhe savas hidrolizis soran nukleozidokra vagy kisebb egységekre bomlik, melyek a festés
soran kioldodnak a metszetekbdl. Az eljaras mikrofotmetrids méréssel kiegészitve alkalmas a
sejtmag DNS tartalmanak viszonylagos mennyiségi meghatarozasara ¢és megfeleld
modositasokkal elektronmikroszkopos citokémiai célokra is.

Az 0n. Feulgen—Schiff—tallium—etilat-os médszer azon alapul, hogy a hidroxilamin és DNS
hidrolizisével feltart aldo—csoportok kapcsolodasakor keletkez6 R—-CH=N—-OH tipusu aldoxim
masodlagosan nagy elektronszoérasu termékké alakithatd, mégpedig az aldoxim szabad —OH
csoportjainak Tallium—etilattal torténd reagaltatdsdval. A reakcid cserebomlas, a tallium az
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aldoxim —OH csoportjaval képez alkoholatot, mig az etanol felszabadul. Az eljaras igen nagy
érzékenységli és specifikus a DNS-re nézve, amit dezoxiribonukledzzal emésztett kontrol
metszetekkel lehet igazolni. Ilyenkor nem kapunk reakcioterméket a DNS helyén.

A DNS elektronmikroszkopos kimutatasanak tovabbi lehetdsége a Feulgen—eziist reakcio.
Ennek soran a savas hidrolizissel nyert szabad aldo—csoprtokat eziist tartalmt aminokkal (pl.
az ezilistnek hexametilén—tetraminnal képzett komplexsze, az Ag-meténamin), illetve
valamilyen protein—fém komplexszel (pl. tioszemikarbazid—eziist proteinat) reagaltatjak. A
keletkezd eziist—tartalmu reakciotermék kontrolalt koriilmények kozott szelektive jeldli a
DNS-t.

A DNS elektronmikroszkopos kimutatdsa el6tt nem szabad ozmiumsavban fixalni a
bioldgiai anyagot, mivel az reakcioba 1€p az aldehidek azonositdsara hasznalt reagensekkel. A
glutdraldehidben torténd fixalast is lehetdleg keriilni kell, mert a fehérjéhez kotddott rogzitd
szabad aldo—csoportjai festodésiiknél fogva aspecifikus reakcidtermékek keletkezését
eredményezik. Ez azonban kontrol eljardsokkal kiszlirhetd. A legmegbizhatobb eredményt a
formalinban régzitett anyagokban kapunk.

A ribonukleinsav kimutatasa

Az RNS fénymikroszkopos hisztokémiai kimutatasara leggyakrabban bazikus festékeket
(pl. toluidinkék, pironin, metilénkék stb.) alkalmaznak. A toluidinkék savas kozegben (pH
2.7-4.5) specifikusan kotédik a nukleinsavakhoz. A pH ndvelésével azonban mas anyagok is
megfestddnek. A bazofilidért tehat az alkalmazott pH-tol fiiggden, vagy az RNS tartalmi
komponensek, vagy pedig savanyu fehérjék, illetve savas proteoglikanok feleldsek.

A reakcio RNS specifitdsanak ellendrzése ribonukledaz emésztéssel torténik. Festés elott a
metszeteket 0.1%-0s RN-4z vizes oldataval cseppentjiik le és 37C°-n 30 percig inkubaljuk. A
ribonukledz emésztés utan az RNS tartalmi komponensek bazofillidja eltiinik, vagy jelentdsen
gyengiil, az egyéb komponensek bazofiliaja pedig valtozatlan marad.

Pironinnal torténd festés utdn az RNS—tartalmi komponensek bazofilidja (pironinfilia)
szintén megsziintethetd ribonukledz emésztéssel.

Tekintve, hogy egy adott sejt citoplazmdjanak bazofilidja egyenes ardnyban all az RNS
tartalommal (riboszémak), a toluidinkékkel vagy pironinnal torténd festés eredményébol
kovetkeztetni lehet a sejttipus fehérjeszintézisének intenzitasara.

A szénhidratok kimutatasa
Az allati szervezetben el6forduld szénhidratok, illetve szénhidrattartalmi anyagok koziil
hisztokémiailag legfontosabbak a poliszacharidok, a glikoproteidek, valamint glikolipidek.

A poliszacharidok féleg tartaléktapanyagok, a ndvényekben pedig a sejtfalak anyagai. Az
allati szervezetben el6forduld legismertebb intracellularis poliszacharid a glikogén, a
ndvényekben pedig a keményito.

A poliszacharidok kiilon csoportjat képezik a nitrogént (aminocukrokat) tartalmazé glikoz-

amino—glikanok, régebbi neviikon mukopolszacharidok. Ezeknek két, kémiai Osszetételiiket
tekintve is eltérd csoportjat szokas megkiilonbdztetni, mégpedig a savanyu, illetve a neutralis
mukopoliszacharidokat. A glikozamino—glikdn oldallancot viseld glikoproteideket nevezik
proteoglikanoknak.
Az éllati sejtek felszinét boritd sejtkdpeny (glycocalyx) glikoproteidjei citokémiai szem-
pontbol igen nagy jelentdséglick. A glycocalyx glikoprotein—komponenseire jellemz6, hogy
molekulatomegiik kicsi, a baktériumokban ¢s az allati sejtekben egyarant el6forduld szialin-
savat (N—acetil neuraminsav) tartalmazza, uronsavak viszont nem taldlhatok benne. A sejtko-
peny tanulmanyozasa méreteinél fogva (1020 nm vastag) kizarolag elektronmikroszkoppal
lehetséges. Az ilyen vizsgalatok jelentdsége egyre nd, mivel a glicocalix tartalmazza a
sejtfelszini receptorokat, melyek a kiilvilag szabalyozé anyagaival (ligandumok: hormonok,
immunanyagok, endocitdzis induktorok stb.) igen specifikus kotést létesitve kozvetitik a
szabalyoz6 hatésait a sejt szamara.
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A glikolipidek zsirsavbol, szfingozinbol és cukrokbol alloé vegyiiletek. Hisztokémiailag
legjelentdsebbek a plazmamembran és a lizoszomak glikolipid komponensei. Legnagyobb
mennyiségben az idegszovetben talalhatok glikolipidek (cerebrozidok).

A PAS (Periodic—Acid—Schiff) reakci6

Alapelve hasonld a Feulgen—reakciohoz: az oxidalassal képzett aldocsoportokat Schiff—
reagenssel tiintetjiik fel.

A reakcioban hasznalt perjodsav (HJO4) szelektive oxidélja az 1,2—glikol—, az 1-hidroxi—
2—amino—, az 1-hidroxi—2—alkilamino és az 1-hidroxi—2—keto csoportokat, tovabba a telitet-
len zsirsavakat. Ezek koziil legfontosabb az 1,2—glikol csoporttal (pl. a heparinban és a porc
alapallomanyanak chondroitin—szulfatjaban.

A perjodsav jelentdsége egyéb oxidaldszerekkel szemben nemcsak specifitasa, hanem az is,
hogy kontrolalt koriilmények kozott a keletkez6 aldo—csoportokat nem oxidalja tovabb, igy
azok aldehid reagenssel (Schiff-reagens) kimutathatok. A perjoédsavval kémiailag reagald
kismolekulaju anyagok, mint pl. aminosavak (szerin, treonin, hidroxiprolin stb.) adenilsav,
ATP stb. a festés alatt kimosddnak, és nem adnak hisztokémiai reakcidt. Nagy résziik
koncentracioja nem is éri el a szovetekben vagy sejtekben a lathatovatételhez sziikséges, un.
hisztokémiai kiiszobértéket. A fehérjékbe beépiilt aminosavak szintén nem adnak PAS-—
reakciot. Pozitiv PAS-reakciét ad6 vegyiiletek a kovetkezok: minden poliszacharid és poli
vagy oligoszacharid—tartalmt vegyiilet, kivéve a savas mukopoliszacharidokat és mukopro-
teineket, egyes telitetlen lipidek: foszfolipidek és lipoproteinek. A PAS—pozitiv reakciot adod
anyagok kémiai azonositasa specifikus kontrol eljarasokkal torténik. Ilyenek lehetnek:

a.) Lipidextrakcid: a PAS-reakcid kivitele el6tt, abbdl a célbol, hogy a lipidtartalmi ve-
gylileteket kizdrjuk a reakciobol. Az extrakcido a parhuzamos metszetek egyikének meta-
nol:kloroform=1:1 aranyu keverékében valo inkubalassal torténik 60C°-on 48 6ra hosszat.

b.) Enzimemésztési eljardsok: valamely hidrolizalhatd6 PAS pozitiv komponensnek a
reakciobdl valo kizarasa céljabol. Példaul a glikogén PAS pozitivtasanak specifitdsa amildz—
emésztéssel ellendrizhetd. A kontrol metszeteket a PAS-reakcio kivitele elétt 0.02 M-os
foszfatpufferben (pH=6.0) oldott 0.1%-o0s amilazzal inkubaljuk 37C°-n 60 percig. Ezalatt a
glikogén vagy keményitd kiolddédik a metszetbdl. Az ezutan is PAS—pozitivnak megmarado
helyek mas anyagot tartalmaznak. A parhuzamosan festett metszeteket 6sszehasonlithatjuk az
emésztésnek alavetettel és az eredményekbdl kovetkeztethetiink a glikogén jelenlétére és
lokalizéciojara.

c.) Blokkolédsi eljardsok alkalmazasa: példaul annak igazolasadra, hogy a perjodsav
specifikusan vicinalis hidroxil—, illetve hidroxil-amino csoportokat oxidal-e vagy mast. A
fenti csoportok acetilalas utan perjodsavval nem reagalnak.

A glikogén PAS-reakcioval torténd kimutatdsanal ¢€s az eredmények kiértékelésénél igen
fontos figyelembe venni a rogzités koriilményeit. A kémiai fixdldszerek szovetekbe valo
behatolasa soran megvaltozhat a glikogén sejteken beliili eloszldsa. A glikogénszemcsék foleg
az alkoholtartalmt rogzitészerek behatolasaval egyiranyban elmozdulhatnak és a sejtek
ellenkezd oldalan Osszecsapzodnak. Ezenkiviil a fixaloszer sejtekbe vald behatolasdig a
glikogenolitikus folyamatok nagy intenzitdsa miatt a rogzitett szervdarabka kozépsé részein a
glikogén bomléasaval kell szamolnunk. Vizes fixaloszer alkalmazasakor fennall a glikogén
kioldoédasanak veszélye is és igy téves negativ reakcidt kaphatunk. Ezért a szamunkra
ismeretlen anyag glikogéntartalmanak és lokalizacidjanak biztos megitéléséhez célszerli a
vizsgalanddé anyagmintat a lehetd leggyorsabban rogzitdbe vinni és egyidejiileg tobbféle
rogzitészert hasznalni, masrészt a vizsgalandé anyagot és valamely, glikogéntartalmara és
megoszlasara nézve mar jol ismert szovetet (pl. maj, izom) parhuzamosan kezelni a fixalas és
a PAS-reakcid kivitelezésekor. A PAS-pozitiv anyag hidnya vagy jelenléte és/vagy
lokalizacioja a kérdéses szOvet sejtjeiben az ismert anyaggal valo Osszehasonlitds alapjan
allapithatd meg. Ha a kontrol metszeteken is negativ eredményt kapunk, akkor a fixalas
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koriilményein kiviil, elsésorban a reakciokoriilményeket kell feliilvizsgalni. (Ilyen és hasonlo
megoldasokon alapul6 eljarasokat alkalmazhatunk barmely hisztokémiai reakcid megbizhatd
értékeléséhez, foleg olyan kimutatasok esetében, melyeknél nagy a hibalehetdségek szama.)
A PAS-—pozitivitas helyes értelmezéséhez megengedhetetlen, hogy a perjodsav akar csak
nyomokban is az anyagunkban maradjon, mert az mint oxidaloszer késdbb visszaszinezheti a
Schiff-reagenst és téves pozitiv reakcidhoz vezet. Ezért a metszeteket a perjodsavas oxidalas
utan alaposan ki kell mosni.
Hasonloan a Feulgen—reakciohoz megfeleld modositasokkal lehetéség van a PAS pozitiv
anyagok elektronmikroszképos kimutatdséara is, amely legelterjedtebben az un. “PA-Silver”
reakcioval torténik. Az eljards soran a perjodsavas fixalassal nyert szabad aldo—csoportokkal
AG—metdnamint reagaltatunk a Schiff-reagens helyett. A metszeteket 3%-os frissen készitett
metanamin + 5%-0s AgNOs3 + 5%-0s Na—tetraborat oldataban “festjiilk” szabad szemmel
barnulasig (40-60 perc). Eldtte legelénydsebb neutralis formalinban fixalni az anyagot.
A poliszacharidok elektronmikroszképos kimutatisa

Kimutatasukra a hozzajuk specifikusan kapcsolodo, nehézfémion tartalmu reagensek egész
sora alkalmas, minthogy a kapcsolddas kovetkeztében 1étrejove termék elektrondenzitasanal
fogva konnyen felismerhetd. Legismertebb altalanos poliszacharid—festd a foszforwolframsav.
Nagy eldnye, hogy csapadékanak szemcsemérete igen kicsi, ezért relative kis mennyiségben
eléforduld poliszacharidok esetében is igen pontos lokalizaciot tesz lehetévé. Emlitésre mélto,
a fénymikroszkdpidban pektinfestoként kézismert, kis moltomegli polikationként viselkedd
vegylilet, a ruténium voOrds, amely elektrosztatikusan nagy specificitassal kotodik a
polianionokhoz, kozéttiik a szialoglikoproteinekhez. Kozismert tovabba a kolloidalis lantan
vegyiiletek (La—Ill—oxid, LA(KMnQy4); stb.) intracellularis tért festd tulajdonsaga. A szoros
sejtkapcsolatok kivételével mindeniitt kotddnek a sejtek felszinét boritd glycocalyx
anyagaihoz, a vele val6 “festddés” mechanizmusa azonban nem ismert.

A szénhidratok metakromazids festése

A metakromazia az a jelenség, amikor egy szinezék valamely struktirat onszinétdl eltérd
szinben fest meg. Ennek mechanizmusa a struktirdban 1évé negativ gyokok periodikus
feliileti elrendez6désén alapul. Metakromdzidban a legkiilonb6z6bb vegyiiletek festédhetnek.
Legintenzivebben a periodikusan szulfat—csoporttal rendelkezé makromolekulak, koztiik pl. a
savas glikozamino—glikdnok adjak a reakciot. A metakromazidsan festddd poliszacharidok
identifikalasara hialuroniddz emésztést alkalmazunk, melynek hatasara depolimerizalodnak és
elvesztik metakromaziajukat.

Lipidek hisztokémiai kimutatasa

A lipidek (lipoidok) a sejten beliil mikroszkdpikus nagysagi cseppek formdjaban, mint Gn.
szabad lipidek, vagy pedig a biomembranok komponenseiként fordulnak eld, mint kotott
lipidek. A kotott lipidek hisztokémiailag nem mutathatok ki, mert vagy diszperzitasuk foka
miatt részecskéik mérete nem haladja meg a fénymikroszkdp felbontoképességét, vagy
fehérjékkel vald kapcsolatuk géatolja a kimutatdsukat. A szabad lipidek tobbsége
fénymikroszkoppal, €16 sejtekben is jol elkiilonithetd a citoplazma egyéb részeitdl, mivel
cseppeket alkot, vagy vakuoladkban halmozddik fel.

Primer lumineszcencias lipidkimutatas
Az eljaras azon alapul, hogy egyes lipidek, mint pl. a lipofuszcin, valamint egyes szteroidok
¢és az A—vitamin autolumineszcenciaval rendelkezik.

Lumineszcensz festékkel torténd lipidkimutatas
A modszer az alkalmazott zsiroldékony lumineszcensz festékek (rhodamin, pironin, phosphin
3R, koffeinos benzinprén stb.), nagy lipidoldékonysaga miatt igen nagy érzékenységii. Igy

24



alkalmazasukkal olyan helyeken is kimutathatok lipidek, ahol mas moédszerekkel nem sikertil.
A kvarckondenzorral ¢és ultraibolya fényforrassal felszerelt lumineszcencias mikroszképban
vizsgalt metszetek (autolumineszcenciaval rendelkezd vagy lumineszkald festékkel festett)
lipidtartalmu részei meghatarozott, a lipid koncentracigjatol fliggd szinben (sargas—fehértdl a
kékes—z0oldig) azonosithatok. Nagyobb koncentracié esetén a szinez0dés a nagyobb
hulldmhosz fel¢ tolodik el. Az eljards alkalmas relativ mennyiségli megéllapitdsok vagy
kovetkeztetések levonasara is.

Lipidkimutatas festékek segitségével

A lipidek hisztokémiai kimutatdsaban rutinszerlien hasznalt médszerek azon alapulnak, hogy
az un. zsirfestd anyagok megoszlasi hanyadosa a festékek oldoszere és a lipidek kozott
kifejezetten az utdbbiak szdmara kedvez. A zsirfestékek alkalmazdsdval azonban nem
kiilonithetok el egymastol a kiilonbozd szerkezetli lipidek, azok festddésében jelentkezd
szinarnyalatbeli kiilonségek csak az oldddasi viszonyok (megoszldsi héanyados) kis
kiilonbségébdl adodnak. gy a szerkezetileg igen kiilonboz6 lipidek festédése azonos is lehet.
A leggyakrabban hasznalt zsirfesték a Szudan—fekete, illetve a Szuddn—vords festékesalad
(Szudan I1.B, IV.B, VIL.B). Zsirfestésre a Szudan festékek 70%-o0s etanolban oldott, telitett
oldatat hasznaljuk. A Szudan—fekete festési skaldja nagyobb, a legtobb lipid kimutatasara
alkalmas, feltiinteti a plazmamembrant is.

A lipidek fixalasara altaldban formalint hasznalunk, ami azonban nem tekinthetd teljesen
kozombosnek, mivel a lipidek egy része foleg a foszfolipidek, formalinban torténd fixalas
alatt is kioldodhatnak a vizsgaland6 anyagbodl. A kioldoédas csokkentésére hasznaljuk az Un.
formalin—kalcium fixalast. A Ca™ —ionok a molekulak kozti hidkotések révén mar igen kicsi
(0.5-1.0%-o0s) koncentracioban is megakadalyozzak a lipidek oldatba menését. Hasonlo
hatastia Cd™" és a Co' —ionok rogzitdszerben valé jelenléte is.

Enzimek hisztokémiai kimutatasa

A hisztokémia fejlédésében kiilon fejezetet nyitott a hidrolitikus enzimek kimutatasara
szolgalo eljarasok felfedezése, amely elsdsorban a magyar Gomori Gyorgy nevéhez fiizodik.
GOmori €s vele egyiddben, de tole fliggetleniil a japan Takamatsu, 1939-ben kozolte a lugos
foszfatazok hisztokémiai azonositasara szolgalo eljarast. (Bizonyos oxidativ enzimek kimu-
tatasanak lehetdségeire mar Lisson 1936-ban megjelent konyvében is talalunk utaldsokat.)

Az enzimcitokémiai eljarasok jellegiiket tekintve indirekt technikdk azaz, az eljardsok soran
nem magukat az enzimfehérjéket mutatjuk ki, hanem azok aktivitasdbol kovetkeztetiink eld-
fordulasukra. A kimutatdsok célja valamely struktirdhoz kotott mikodésre  vald
kovetkeztetés. Minthogy az enzimcitokémiai reakciokat a sejt egy bizonyos specifikus
struktarajara (pl. egyes organellumra, plazmamembranra stb.) vonatkoztatjuk, vagyis az
enzimek ¢€l0 sejtekben 1évé hovatartozasanak, elrendezddésének (lokalizacidjuknak)
legmegbizhatobb megitélésére toreksziink, azt mondjuk, hogy specifikus cito—topobiokémiai
reakciokat végziink.

Az enzimek kimutatasanak alapjai

Az enzimcitokémia alapja az, hogy az adott enzimreakci6 termékei vagy azok egyike olyan
reakcioba vihetdk, hogy beldliik a keletkezésiik, vagyis az enzim aktivitdsanak a helyén,
azonnal keletkezzen oldhatatlan és lehetdleg fény—, illetve elektronmikroszkopban lathato
csapadék.

A szubsztratbol keletkezé termék dnmagaban, keletkezési formdjdban is lehet oldhatatlan
vegyiilet, mas esetekben az un. lecsapd reagenssel képez csapadékot. Ez utobbi vagy maga a
végterméek, vagy pedig olyan koztes termék, amely tovabbi reakcidkkal tehetd fény— vagy
elektronmikroszkopban észlelhetd végtermékke.
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Amennyiben a végtermék nehézfémionokat tartalmaz, az enzimaktivitds vizsgalata
egyuttal elektronmikroszkoposan is lehetséges.

Az enzimkimutatashoz az enzimmiikddés szamara mesterségesen biztositunk megfeleld
kozeget (inkubald oldatot), mely az enzim szubsztratumat, a megfeleld pH-t biztositd
pufferoldatot, az enzimreakcidhoz sziikséges anyagokat (pl. ionok, koenzimek), valamint ha
sziikséges, a kicsaporeagenst tartalmazza. Az enzimreakcido hémérsékleti optimumén tartott
inkubal6 oldatba helyezziik a vizsgdlanddé anyag fagyasztott—, fagyasztva szaritott— vagy
szovetszeletelovel készitett metszeteit. A reakcid optimalis idejét szervenként empiriaval
hatarozzuk meg.

Az enzimek kimutatasahoz sziikséges, hogy azok a sziikséges minimalis mennyiségben, a

hisztokémiai kiiszobérték feletti koncentracidban legyenek jelen a sejtben. Ez alatt az a leg-
kisebb enzimaktivitds értendd, amely az alkalmazott eljarassal mikroszkopikusan érzékelhetd
mennyiségii terméket hoz létre.
A mindennapos gyakorlatban ez azt jelenti, hogy enzimmiikodés kovetkeztében a citokémiai
reakcid sordn létrejott reakciotermék (csapadék) szemcsemérete eléri az alkalmazott
mikroszkopfajta felbontoképességét. A csapadék szemcsemérete viszont molekuldinak egyedi
atmérojétdl, a molekuldk Osszmennyiségétol €s egy teriiletegységre esé szamatdl figg. A
citokémiai kiiszobértéket az enzimaktivitas termékének diffizidja is befolydsolja. A kedvezd
kiiszobérték eléréséhez sziikséges, hogy az enzim altal atalakitott szubsztrat termékei
keletkezési helyiikon azonnal oldhatatlan csapadékot képezzenek. Ezokbdl a lecsaporeagenst
mindig nagy feleslegben kell alkalmazni. Tovabba kovetelmény az is, hogy az adott enzim se
diffundaljon vagy inaktivalodjon a kimutatasi eljaras alatt.

A fentiek alapjan konnyen belathato, hogy az enzimkimutatési eljarasok reakciokoriilmé-
nyeinek és a miitermékek képzddési lehetdségeinek ismerete igen fontos. Hogy megbizhatéan
meghatarozhassuk azt, hogy a kapott reakciotermék eloszlasa mennyiben felel meg a vizsgalt
enzim ¢l6 sejten beliili lokalizacidjanak, minden esetben kiegészitd, kontrol eljarasokat kell
végezni.

Az enzimcitokémiai eljardsok és a miitermékképzddés

A legtobb hamis eredményt a fixalatlan vagy elégteleniil rogzitett anyagokban torténd
kimutataskor kapjuk. A fixalds tehat alapvetd fontossagu. Rogzitéskor az enzimfehérjéket
aktiv, strukturahoz kotott allapotban kell megdrizniink. A rogzitdszernek tehat biztositani kell
az enzimek azonnali irreverzibilis immobilizacidjat, de nem szabad Oket inaktivalnia. A fixalt
anyagok enzimaktivitasa a rogzitést kovetd eljarasok alatt rendszerint csokken. Ez a csok-
kenés az enzimfehérjék oldhatd funkcidjanak kiold6dasabol vagy részleges inaktivaciojabol
adodik. A veszteség mértéke fligg az adott faj, sejttipus, illetve a fixaloéreagens sajatsagaitol.

Enzimkimutatasi reakciok elott rogzitdszerként legelterjedtebben aldehidek hasznalatosak
(formaldehid, glutaraldehid), mégpedig semleges pH-ra pufferelt oldatok forméjéban. Az
enzimmolekuldk azonnali immobilizalasa érdekében fontos, hogy a fixaloészer gyorsan
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gyorsitani. A fixalds ideje minden esetben a rogzitendd szervdarabka mindségének ¢&s
méreteinek, valamint a rogzitd anyagénak fliggvénye. A fixalasi id6 ndvekedésével azonban
az enzimek aktivitdsa csdkkenhet. Egy—két ords rogzitéssel altaldban még nem okoznak
lényeges aktivitasbeli veszteséget, az id0 tovabbi ndvelésével viszont rendszerint egyenes
aranyban n0 az enzimveszteség, kb. 2448 oraig.

A tapasztalatok szerint, ha a fixalast kovetden megfeleld Osszetételli gumiarabicum—
szacharoz tartalmu vagy mas kimosooldatban tartjuk az anyagot megfeleld ideig, bizonyos
enzimek fokozatosan reaktivalodnak. Ez esetekben néhany oras vagy néhany napos kimosast
kell alkalmazni.
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Az enzimcitokémiai eljarasok eredményét a mikrotechnikai eljarasok is befolyasoljak. Ha pl.
a fagyasztott blokkban nagy jégkristalyok keletkeznek, ezek roncsoljak az organellaris
membranokat, s6t a plazmamembrant is. Ez pedig ahhoz vezet, hogy az eredetileg membran
altal koriilvett térben 1évé enzimek eldiffundalnak és rendellenes helyen lesznek
kimutathatok, azaz miitermék keletkezik. Ezért Iényeges, hogy az anyag igen gyorsan fagyjon
meg, és metszés kozben ne legyen kitéve ismételt felengedésnek és megfagyasnak. Ezért a
gyorsfagyasztd termoelektromos, esetleg kriosztitos eljardsokat célszeri alkalmazni az
enzimcitokémidban. Teljesen elkeriilhetd a fagyasztias a szovetszeleteld alkalmazéasaval. Ezt
azonban csak elektron—citokémiai célbol hasznalhatjuk, mivel az igy késziilt szeletek tul
vastagok  fénymikroszképi  célra, viszont —miigyantdba 4dgyazds utan  kivald
elektronmikroszkopi metszetek készithetk beloliik.

Az indukalo6 kozeg pH-jadnak a kimutatandd enzim pH—optimumaval megegyezdnek vagy
azonosnak, stabilnak kell lennie az inkubalas egész ideje alatt. A pH—eltolodas megvaltoztatja
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hamis eredményre vezet. Az inkubal6 oldatnak az enzimmiikddés homérsékleti optimuman
tartdsa igen fontos. Nem megfeleld homérsékleti viszonyok mellett az enzimaktivitas
csokken, a reakci6 idoben elhtizodik és az enzimmolekuldk vagy pedig a termékek diffuzioja
kovetkezik be.

A szubsztratumnak az adott enzimfehérjére nézve specifikusnak kell lennie és nem szabad
spontan lebomlania. A szubsztratum spontdn hidrolizise aspecifikus csapadék kialakulasahoz
vezet.

A reakcidtermékekkel szemben fontos kivanalom, hogy a keletkezési helyén azonnal
oldhatatlan csapadék formajaban valjon ki, az 6sszes utdkezelés soran Orizze meg stabilitdsat,
vagyis ne diffundéaljon, vizben és szerves olddszerekben oldhatatlan maradjon, az elek-
tronmikroszkopos kimutatasok esetében pedig ellendlld legyen a lugos vegyhatasu kontrasz-
tositdo anyagok és az elektronsugarak hatdsanak. A reakcié koztes— vagy végtermékének ezen
kiviil nem lehetnek olyan polaros csoportjai, melyek mas strukturaclemhez specifikusan
kotddhetnek. Minden ellenkezd esetben téves lesz az eredmény.

Az enzimreakciok specificitasdnak ellendrzése

A kontrol eljarasok szdmos fajtdja ismeretes:
a.) szubsztrdtum-mentes kézegben vald inkubdlds az enzim szubsztratum specificitdsanak
ellendrzésére;
b.) az enzimfehérjék hdvel torténd denaturdcidja, mégpedig az inkubalas eldtt, az
enzimaktivitastdl fiiggetlen specifikus reakciok kizarasara;
c.) specifikus gatlasi eljarasok az enzimspecificitas igazoldsara. Példaul a savas foszfatdzok
citokémiai azonositasakor NaF-dal torténd elékezelés. A NaF a lizoszomalis savas foszfataz
erds specifikus inhibitora, mig a ligos foszfatdzok NaF rezisztensek. A lugos foszfatazok
azonositadsa viszont az ¢ specifikus inhibitoraikkal (cisztein, alfa—fenil-alanin stb.) vagy
KCN-dal torténd eldinkubaléssal, illetve az inhibitorok egyikének az inkubald keverékhez
vald hozziadasaval lehetséges. Ha a specifikus inhibitorral tortént inkubalds utan is kapunk
citokémiai aktivitast, akkor az mas enzimtol ered.

Az enzimek hisztokémiai jelentdséggel rendelkezd csoportjai
I.) A hidroldzok: hidrolitikus reakcidkat katalizalnak. Szubsztratum—specificitasuk alapjan a
kovetkezOképpen osztalyozzuk a hidrolazokat.:
A.) Eszterazok: észterkotéseket hidrolitikus uton hasito enzimek. Az észteresitd savgyok
szerint osztalyozzuk oOket.

1.) Acetil-észterazok: az ecetsav €sztereit (acetatokat) bontd enzimek. Az acetatészterazok
hisztokémiailag elkiilonithetd csoportjai:

a.) alkilészterazok: N—mentes alkoholok acetatjait hasitd enzimek;
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b.) kolinészterdazok: melyek szubsztraitumai a kolin észterei. Ide tartoznak az
acetilkolint specifikusan bontdé un. specifikus kolinészteraz és az egyéb kolinésztereket
hidrolizal6 nem specifikus kolinészterazok.

2.) Zsirsavészterazok (lipazok): az 5-nél nagyobb szénatomszamu zsirsavak észtereinek
hasitoi;

3.) Foszfatazok vagy foszfoészterazok: a foszforsav észtereit bontd enzimek.

— foszfomonoészterazok, melyeknek fontosabb hisztokémiai csoportjai pH—
optimumuk alapjan a kovetkezok:

a.) lugos foszfatazok, pl. a hexdz—2—foszfataz;

b.) neutralis foszfatazok, pl. a glikoz—6—foszfataz;

c.) savas foszfatazok, pl. a mononukleotidokat bontd nukleozid—5’—foszfatdz vagy a
foszfoproteinek foszfat—észter—kotéseit hidrolizald savas foszfoprotein—foszfataz stb.

A kémbhatasra vonatkoz6 megjel6lés mindig az enzimreakcid pH—optimumara vonatkozik.

— foszfo—di—észterdzok, pl. RN—-az, DN-az;

— pirofoszfatdzok, pl. a Golgi komplexum cisz membranjaira jellemzd tiamin—
pirofoszfatdz vagy ATP-az;

4.) Szulfatazok, a kénsav észtereinek hidrolizaléi, pl. aril-szulfatdz; fenol-szulfatokat bont.

5.) Hialuronidazok, specifikusan a hialuronsav észtereit hasité enzimek;

6.) Glikozidazok: a glikozidos kotéseket hidrolizald enzimek, pl. amilaz, alfa—glikozidaz,
N-acetil-gliilkoz—aminidaz stb.

B.) Mas kotéseket, pl. peptidkotéseket bontd hidrolazok (peptidazok proteinazok)
hisztokémiailag kevésbé jelentdsek.
C.) A hidrolazok kimutatdsanak kémiai alapjai

A hidrolitikus enzimek kimutatidsara szolgdlo eljarasok két formdja ismeretes. Vagy a
szubsztratumrol enzimatikusan lehasitott savmaradék ionokat tessziik lathatova, vagy pedig
szubsztratum—maradékot, amely leggyakrabban alkohol vagy fenol tipust vegyiilet. A kétféle
eljaras lényegét a foszfatdzok kimutatasara hasznalt reakciok alapjan ismertetjiik.

A Gomori—féle nehézfémsods modszerek a szubsztratumrol lahasitott foszfat— vagy szulfat—
ionok lathatovatételén alapulnak. Pl. a lugos és savas foszfatdz kimutatdsi eljarasokhoz
rendszerint Na—béta—glicerofoszfatot hasznalunk szubsztratumként.

a.) Lugos foszfatdz kimutatdsa Gomdri—féle modszerrel

Az eljards lényege az, hogy az enzim hatdsira lehasadd foszfationok az inkubald

keverékben jelenlévé Ca'™ ionok (lecsapdreagens) hatasara CaHPO, formajaban valnak ki:

/OH enzim
R-O-P=0 +Ca""———— R-OH + CaHPO,
N OH szintelen !

A keletkezett CaHPO4-ot a tovabbiakban mikroszkdpban lathatd termékké alakitjuk. Ebbol a
célbol a metszeteket valamilyen Co—II so oldataval, majd (NH4),S-dal kezeljiik (oldhatosagi
kiilonbségen alapul6 cserebomldsok zajlanak le):

CaHPO,! + Co'"———— CoHPO, + Ca™"
szintelen

CoHPO4!+S —— CoS! + HPO,
fekete

Az enzim aktivitasdnak helyein tehat végeredményben kékes—fekete szini CoS csapadék
képzddik. Egy masik lehetdség szerint a CaHPO, eziistfoszfatta alakithatd, majd az utdbbi
reakcid utjan fémeziistté. A CoS nehézfémion tartalmanal fogva EM-os kimutatdsra is
alkalmas. Figyelembe kell azonban venni, hogy a CoS kismértékben ozmiumsavban oldodik,
ezért kontrolként ozmiumsavas utofixalas nélkiili preparatumot is kell hasznalni.
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b.) A savas foszfatdzok Gomdéri—mddszerrel torténd kimutatasa abban kiilonbozik a fentiektol,
hogy a lehasitott foszforsav—maradékot Pb—-ionokkal kotjik meg. A keletkezett
o0lomhidrogénfoszfat fénymikroszkopos lathatova tétele ugyancsak (NH4),S-dal torténik, a
reakcid végtermékeként pedig sotétbarna vagy barndsfekete szinti PbS csapadékot kapunk.
Elektronmikroszkopos kimutatds esetén az (NHy),S-dal torténd atalakitas értelemszertien
elmaradhat, hiszen a PbHNO; is elektronszorod csapadék. A savas foszfatazok Gomori—féle
reakcioval torténd kimutatasa alkalmas a lizoszoma—enzimek fény— és eletronmikroszkdpos
lokalizalaséara egyarant.

c.) Gliikkéz—6—foszfatdz kimutatdsa Gomori—féle mddszerrel. A kimutatas azon alapul, hogy a
szubsztratumrol lehasitott foszfat ionokat az inkubalé médiumba vitt Pb(NOs), fémionjai
csapjak ki, mégpedig oOlomhidrogénfoszfat keletkezése kozben. A fénymikroszkopos
lathatovatétel az olomfoszfat (NH4),S-dal torténd reagdltatdsdra alapul. A kialakuldo PbS
csapadékA fénymikroszkopos lathatova tétel az dlomfoszfat (NHy),S-dal torténd reagaltatdsan
alapul, mégpedig olom-hidrogén—foszfat keletkezése kozben. A kialakulo Pb csapadék
sOtétbarna, barnds—fekete szine jelzi az enzimaktivitas helyeit. A modszer alkalmas az enzim
elektronmikroszkdpos kimutatasara is. A gliikoz—6—foszfatdz reakcid, szemben a savas és
lugos foszfatazok kimutatdsaval, csakis fixalatlan anyagbol késziilt metszeteken mutathat6 ki.
Az enzimet még az igen kiméletes hatdsu aldehid—fixalok is teljesen inaktivaljak. Az inku-
balas pH optimuma 7.6.

A szubsztritmaradék lathatovatételén alapuld enzimkimutatdsi eljarasokat az un. azofestékes
modszerek példajan keresztiil ismertetjiik.

Ezekben az eljardsokban fenolos hidroxilok észtereit (pl. Na—alfa—naftil-foszfat) hasznaljuk
szubsztratumnak, és igy enzimreakcidban a sav mellett az észterbdl fenol tipust termék
(példankban az alfa—naftol) keletkezik. Ezt a fenol tipust vegyiiletet az inkubald oldatba vitt
diazonium séval (pl. orto—aminotoluol—diazonium—klorid=Fast Garnet) azofestékké alakitjuk.
A reakci0 elvi alapja az, hogy a fenolos hidroxilt tartalmazo vegyiiletek (miként a magban
szubsztitualt aminok is) diazonium sokkal kapcsolasi reakcidba vihetdk. A reakcid vég-
terméke a savanyu azofesték, amely rossz vizoldékonysagéanal fogva az enzim aktivitdsanak
helyét jelzi, élénk szinénél fogva pedig jo fénymikroszkopos azonositast tesz lehetdévé. o

Cl)H
O—1|3=O OH
@@ O—Na foszfataz 7
+ HOH + NaH,PO
= - ~ e
Na—a-—naftil-foszfat o—naftol
OH OH
4 _
Q0 - O — oy e
< Cl XN NF
o—naftol diazénium klorid azofesték

A kimutatasnal figyelembe kell venni, hogy altaldban minden diazénium sé vagy
bomlasterméke bizonyos mértékig gatolja a legtobb enzim miikodését. A reakcid
hasznalhatosdga fligg az aromas mag szubsztituenseitdl is, ezek befolyasoljak a kapcsolasi
reakcid sebességét, a hasitdsi és végtermékek oldhatdsdgi viszonyait, ezért kontrolként
tobbféle szubsztratumot (naftol-AS—tipusu vegyiiletek), illetve hasonld okokbdl tobbféle
diazéniumsot (Fast—Blue B, Fast Red, hexazotizalt para—rozanilin stb.) célszerii hasznalni.

Az azofestékes modszereket tobb szempontbol elénydsebbnek tartjak a Gomori tipustnal. A
szubsztratum bontasa gyors, a keletkezd azofesték adott koriilmények kozott oldahatatlanabb,
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mint a CaHPO,. Ennélfogva az inkubaladsi id6 rovid, csak néhany perc, és a diffuzios
hibalehetdségek kisebbek, a lokalizacio biztosabb.
Az azofestékes eljardsok utan a biologiai anyag altal megkdtott, de el nem reagalt
diazoniumsok lassan bomlanak. A bomldas nitrogéngéz keletkezésével jar. Ezért az inkubalas
utan kimosott metszeteket a targylemezen, glicerinbe helyezve néhany oraig lefedetleniil kell
tarolni, hogy a gazbuborékok tavozhassanak beldle. Ellenkezd esetben a feddlemez alatt
felgyiil6 nitrogénbuborékok a mikroszkdpi vizsgalatot zavarjak.
Egyes enzimek, példaul a lugos foszfataz azofestékes kimutatasat kiterjedten alkalmazzék az
enzimhez kotott antitest modszeren alapuld immuncitokémiai reakciokban (lasd ott).
II. Az oxidoreduktdzok koziil hisztokémiai szempontbol az alabbi csoportok a jelentdsebbek:

A.) Dehidrogenazok, olyan enzimek, melyek a protonatvitelt katalizaljak valamely
szubsztratumrol egy masik organikus vegytiletre;

B.) Oxigendzok, melyek H —acceptora a molekularis oxigén;

C.) Peroxidazok, a protonokat peroxidokra atvivé enzimek; citokémiai kimutatasuk az igen
stirtin alkalmazott médszerek koz¢ tartozik.
A kimutatas azon alapul, hogy a szubsztratum (3,3—di—amino—benzidin—tetrahidroklorid vagy
DAB) az enzim hatasara és H,O, jelenlétében oxidalédik, az oxidalt termék pedig szines
csapadék. Fénymikroszkopos célokra formalinban fixalt anyag fagyasztott metszeteit telitett
DAB 1.0%-o0s hidrogénperoxidot tartalmazo oldatdban inkubaljuk. A DAB, mint az aromas
aminok altalaban, oxidativ polimerizacié révén oldahatatlan termékké alakul (benzidin—kék),
amely szinénél fogva jol azonosithaté. A reakcid alkalmazhatoé elektronmikroszkdpos
kimutatdsra is, ugyanis a benzidin—kék erdsen ozmiofil, igy az ozmiumsavban torténd
utéfixalas soran elektronszorova valik. A reakcidtermék ozmiofilidja a molekulaiban 1évo
szabad amino (—NH;) csoportoknak kdszonhetd.

oxidacios
NH, NH, lepesek :QEQ:

NH, NH,

di—amino—benzidin ozmiofil polimer (“benzidin-kék’)

A peroxiddzt konnyli kimutathatésagdnal fogva maés specifikus molekuldk, illetve
sejtfunkciok jelolésére is felhasznaljak. Példaul a tormabol eldallitott peroxidazt az
endocitdzis elektronmikroszkdpi kovetésére lehet felhaszndlni. A torma—peroxiddzt mint
fehérjét a vizsgalt sejthez adjak, mely endocitozissal felveszi azt. A tovabbiakban a peroxidaz
aktivitds kimutatisa segitségével azonosithatok az endoszomadk, illetve kdvethetd sorsuk a
sejten beliil. Gyakran alkalmazott modszer, hogy a peroxidaz molekulat kémiailag, példaul
glutdraldehid keresztkotéssel egy madsik specifikus fehérjemolekuldhoz kotik, és az igy
létrehozott komplexet a vizsgalandd sejtekhez adjak. Miutan a komplex az illetd
fehérjemolekula specifikus receptoraihoz kotddott, rogzitik a sejteket, és a peroxidaz
citokémiai kimutatdsa segitségével teszik lathatova, illetve jeldlik meg a sejtfelszini
receptorokat. Hasonld elven alapul a peroxiddz felhasznaldsa az immuncitokémiaban (lasd
ott).

Anorganikus sejtkomponensek kimutatasa

Az €16 sejtben csaknem valamennyi makro— €s mikroelem eléfordul. Ezek koziil citokémiai
jelentésége elsésorban a kalciumnak, a vasnak, valamint a cinkcsoport elemeinek van. Az
anorganikus elemek sejten beliili el6fordulasa kotott vagy szabad, diffuzibilis forméju lehet.
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Az elobbiek kimutatasat éppen kotott voltuk, leggyakrabban fehérjéhez vald kapcsolodasuk
neheziti, a szabadon el6fordulok esetében viszont éppen a diffuzibilitas teszi lehetetlenné a
citokémiai kimutatast. A lokalizacidt az is neheziti, hogy az anorganikus ionok koncentracioja
csak ritkdn éri el a kimutatdsukhoz sziikséges Un. hisztokémiai kiiszobértéket, vagy ha igen,
akkor az eljaras alatt vagy valtozik a helyzetiik vagy pedig teljesen kioldédhatnak.

Ca"" ionok kimutatdsa
Fe ™" (ferri)—ionok kimutatdsa Perls—féle berlini—kék reakciéval

Perls 1867 oOta hasznalt eljarasaval a sejtekben kotott formaban organikus molekuldkba
¢épiilve eléforduld ferri ionok sarga vérlugsdval (kalium—hexacianoferrat-II, berlini—kéket,
vas—III-hexaciano—ferrat) képezve reagalnak. A ferri ionok kimutathatdésaganak eléfeltétele,
hogy azokat a reakcidba vitel eldtt fel kell szabaditanunk szerves kotéseikbdl. Erre a célra
leggyakrabban a metszeteket 10%-0s HCl-ben eldkezeljiik.

Immuncitokémiai eljarasok

Az utobbi 25-30 évben egyre nagyobb teret hoditd immuncitokémiai eljarasok bevezetése
Pepe (1961) nevéhez fiiz6dik. A modszer rendkiviil nagy jelentéségét az adja meg, hogy
segitségével egyes specifikus fehérjemolekuldk struktaran beliili helye adhaté meg normalis
vagy kisérletes koriilmények kozott. Az eljardsok soran az immunologiai— és hagyomanyos
szovettani moédszereket kombinaljuk. A jol ismert antigén—antitest reakcid elvén alapul,
melynek a citokémidban val6 felhasznalasat az teszi lehetévé, hogy az antitesthez fény— vagy
elektronmikroszkoppal, illetve esetenként mindkettovel is észlelhetd anyag kapcsolhato.

Els6 1épésként a kimutatando fehérjét kell tiszta allapotban eldallitani. Ezt, mint antigént egy
masik allatfaj szervezetébe juttatjak be, ahol specifikus ellenanyag (antitest) termelddik veliik
szemben. Az antitestekhez, kinyerésiikk utan fény— vagy elektronmikroszkoposan lathatd
anyagokat kapcsolnak kémiai Uton, igy kapjuk az Un. jelzett antitesteket, melyekkel a
vizsgalandd objektumokat reagéltatjuk. A reakcid eredményeképpen a jelzett antitestek
specifikus antigénjeikre kotddnek, helyiik egyuttal a kérdéses fehérje lokalizaciojatt jelzi.

Az antitestek jelzésére a fénymikroszkopidban altaldban fluoreszkalod festékeket (pl.
fluorescens izotiocianat—FITC) az elektronmikroszkdpos vizsgéalatokhoz pedig legelterjed-
tebben kolloidalis aranyszemcséket (korabban pedig ferrintint) hasznalnak, de egy sor mas,
elektronszord anyagot tartalmazo vegyiilet alkalmazasa is lehetséges.

Gyakori kiilonb6z6 enzimeknek az ellenanyaghoz valo kotése is, ilyenek pl. torma—peroxidaz
vagy foszfatazok. Ez esetben az enzimmel konjugalt antitest kotddése utan peroxidaz, illetve
savas foszfataz kimutatést kell végezni, és ennek reakcidterméke jelzi az antigén helyét.

Az immuncitokémiai modszer jelentésége rendkiviil nagy. Segitségével olyan specifikus
fehérjék mutathatok ki, melyek vizsgalatara mas modszerek nem kinalkoznak. Ujabban mar
az enzim—fehérjék kimutatdsaban is egyre terjed az immuncitokémia, lassan kiszoritva a
klasszikus enzim—citokémiai mddszereket.

Az eljaras igen nagy érzékenységli. Egy adott sejtben vagy organellumban rendkiviil kis
mennyiségben eléforduldé makromolekuldkat nagy biztonsaggal, specifikusan lehet
lokalizalni.

A moddszer alkalmazasanak feltétele, hogy az antigén reakcidképes allapotban hozzaférhetd
legyen az antitest szamara. Ezért a céltol fliggéen tobbféle mikrotechnikai eljarast is
alkalmazhatunk az enzimcitokémidban. Az antitestet sikeresen adhatjdk nativ vagy aldehid
rogzitett anyagbol, de egyes esetekben kozonséges epoxi—gyantdba agyazott blokkbol
készitett metszethez is. Més eljaras szerint az aldehidben rdgzitett szervdarabkahoz adjak a
ferrintinhez vagy aranyszolrészecskéhez kotott antitestet, majd az anyagot epoxigyantaba
agyazzak és metszik.
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MIKROSZKOPOS MORFOMETRIA SZTEREOLOGIAI MODSZEREKKEL
Bevezetés

Azzal Osszhangban, hogy a morfoldgiai kutatdsok egyre inkabb funkcionalis célokat
szolgalnak, allanddan novekszik a morfologiai kép mennyiségi kiértékelésének jelentdsége is.
A sejt kiilonb6z0 allapotaiban, példaul a sejtdifferencialodasi vagy leépiilési, tovabba koros és
kisérletesen eldidézett valtozasok soran valtozhat az egyes organellumok részesedése a sejt
térfogatabol. Ez torténhet az illetd organellum térfogatanak, alakjanak, szdmanak valtoza-
sdval, amit az egységnyi sejttérfogatba foglalt specifikus organellaris membranmennyiség
(feliilet) valtozasa kisérhet. Az ilyen kérdések megvalaszolasahoz sziikséges adatokat a sejtek
metszeteirdl késziilt képekrdl kell nyerniink.

Azt a gondolatot, hogy a kétdimenzids metszeteken megjelend struktarak (komponensek)
mennyiségi viszonyai tiikrozik a térbeli viszonyokat, a mult szdzad kozepén Delesse (ejtsd:
dolesz) francia geologus fogalmazta meg eldszor. A réla elnevezett Delesse—elv szerint egy
adott szilard test és a benne levo strukturalisan elkiillonithet6 randomeloszlasa
komponens térfogataranya megegyezik a megfelelé teriiletek aranyaval az anyagbol
késziilt sikmetszet feliiletén.

A haromdimenzids szerkezetnek, a térbeli viszonyoknak a kétdimenzids kép alapjan
torténd rekonstrukcidjaval a sztereoldgia foglalkozik. A morfometria a morfologiai aranyok
¢s valtozasok mennyiségi adatokkal vald jellemzése. A sztereoldgiai modszerek alapjan
torténd morfometriai analizisre mind fény—, mind elektronmikroszkdpos metszetek esetében
lehetdség van.

A mikroszképos, els@sorban transzmisszios elektronmikroszkoppal végzett morfometria
altalanosan elfogadott modszere a 60-as évek végére alakult ki. Ennek elsé széles korben
hasznalt 6sszefoglalasat E.R. Weibel svijci kutato tette kozzEé 1969-ben. Részben ennek az
Osszefoglald cikknek koszonhetd, hogy a nemzetkozi irodalomban egységesen hasznalt
definici6 és jelolésrendszer terjedt el, amelyet mi is kovetiink.

Ugyanannak a szerkezetnek a térben és sikban valé megjelenését és a hozza tartozd
paraméterek jelolését az d&bra mutatja. Az . tibldzat tartalmazza a morfometridban
hasznalatos 0sszes paraméter definicigjat, jelolését és dimenziojat.

A Delesse—elv sejtekre vonatkozd megfogalmazasat a kdvetkezo kifejezés adja meg:

1.

V, A
v =BG
VT AT
vagy ha At valtozo
2.
Ve _E(Ad),
Vi E(Ap)’

ahol: V¢: a vizsgalando komponens térfogata;
Vr: a térfogat, amelyben a vizsgéaland6 térfogat elhelyezkedik;
Ac: a vizsgaland6 komponens altal elfoglalt teriilet a metszeten;
Ar: a vizsgalando komponenst tartalmazé térfogatnak a metszeten elfoglalt teriilete;
E: elméleti atlag;

A fenti 0sszefliggést a gyakorlatban a kovetkezd képletekkel kozelitjiik meg:

3)
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VC AC

v, ” (A—T);
vagy ha At valtozo
4.

Ve Ac

v A

A fenti kifejezések egy adott komponensnek egy egységnyi térfogatban -elfoglalt
térfogataranyat (Vy) adjak meg. A késébbiekben latni fogjuk, hogy viszonylag egyszerii
modon lehetéség van annak mérésére ¢€s kiszamitdsara is, hogy egységnyi térfogatban
mekkora egy komponens hatarolofeliiletének nagysaga (Sy), vagy egy fonalas szerkezetnek a
hossza (Ly). A komponensek egységnyi térfogatban mért szamanak meghatdrozasa meglepd
moddon igen bonyolult, még egyféle méretli és gdmb alaku struktirak esetében is.

A minta elokészitésével kapcsolatos feladatok

Az elokészités legfontosabb 1épései transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok
esetén a kovetkezok: rogzités, bedgyazas, metszés, fénykép készitése.

A rogzités és beagyazas soran el kell érni a kielégité megtartast, azaz, hogy a vizsgalando
jelenség szempontjabdl ne torténjék zavard miitermékképzddés. Maximalisan ki kell zarni a
térfogatvaltozasok lehetOségét és biztositani kell azt, hogy az anyagnak jo legyen a
kontrasztja, vagyis a vildgos és sotét részek, a membranok ¢és membrannal hatarolt
organellumok hatarozottan elkiilonithetok legyenek.

Jo mindségli, egyenletes és minél vékonyobb metszetekre van sziikségiink. A metszet
vastagsagahoz (40—100 nm) kozelalld6 méretii objektumok esetében fellép az un. Holmes—
hatas.

A Holmes—hatds mértéke a részecske atméréje (D) és a metszetvastagsag (t) aranyatol
fiigg. Tokéletes kontraszt esetén, ha D<15t a tulbecslés tobb mint 12%, ha D<8t a tulbecslés
nagyobb mint 20%. Ilyen esetekben feltétleniil korrigalni kell. A korrekciohoz ismerni kell a
D és t értekét. Mivel a kontraszt altalaban nem tokéletes, a Holmes—hatas az esetek nagy
részében csokken, vagy kiegyenlitodik.

A metszetekrél az elektronmikroszkopban céljainknak megfeleld nagyitastt képet
(negativ), majd pozitiv képet készitiink. Ekdzben szigortan iigyelniink kell a nagyitasi
aranyok pontos betartdsara. A folyamat soran a fotéanyagban is teriiletvaltozas, pl.
zsugorodas 1éphet fel, amit, ha a pontossag igényli, korrigalni kell.

A mintavétel modszere

Elektronmikroszkopos vizsgélatok esetében az egyes szerveknek altaldban csak egy kicsi
része vizsgalhatd, ezért fontos, hogy a minta reprezentativ legyen. A javasolt mintavételi
eljaras in vivo kisérletek esetén a kovetkezo:
1.) a 3-6 allatbol vett szovetmintat egyenként 68, 2—-3 mm széles, 5-8 mm hosszu csikra
vagjuk;
2.) az allatonként 68 szovetszeletbdl 3—6 csikot rogzités utan bedgyazunk;
3.) véletlenszertien kivalasztunk allatonként 1-3 blokkot;
4.) minden blokkbdl 1-1 sorozat metszetet készitiink;
5.) minden sorozat metszetbdl talalomra egy metszetet kivalasztunk;
6.) a kivalasztott metszetrél adott szamu, pl. 6-8 fényképet készitiink oly modon, hogy a
fényképen szerepld szovetrészletet véletlenszeriien (“random’) modon valasztjuk ki.
A fenti eljaras kielégité eredményt ad a legtobb nem réteges felépitésii, in. parenchimalis
szerv esetében. Iranyitott mintavételre van sziikség, ha a vizsgalt szovetben a sejtek hatarozott
rétegekben helyezkednek el, vagy erésen polarizalt, egyik irdnyban megnyult felépitésiiek.
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Ebben az esetben specialis eldvizsgalatok ¢és korrekcid nélkiill a kapott adatok nem
vonatkoztathatok mennyiségileg az egész szdvetre.
Térfogataranyok (volumenfrakci6:Vy) meghatirozésa

A (3) ¢és (4) Osszefiiggés értelmében a térfogataranyok meghatarozasahoz a szoban forgo
struktarak altal a metszeten elfoglalt teriiletek mérésére van sziikség. Egyszerli modszer a
kérdéses teriiletek koriilrajzoldsa és kivagasa. Az igy kapott profilok stlya ardnyos az altaluk
elfoglalt teriilettel. Korhoz kozelalld profilok teriiletét jo pontossdggal mérhetjiilk az un.
polaris planiméter segitségével. Miutan a szerkezet kovetpontjat koriilvezettik a
szobanforgd profil keriiletén a terliletre vonatkozd adat a miiszer szamlald szerkezetén
leolvashato.

A teriiletek mérésére széleskorben elterjedt modszer az analizdlandd fényképre helyezett
tesztpontok, tesztvonalak rendszerének alkalmazasa. A mérés pontossaga fiigg az alkalmazott
tesztrendszer tulajdonsagaitdl. Kiillonboz6 feladatok megoldasahoz més és mas tesztrendszer
lehet a legalkalmasabb. Igy a leginkabb elterjedt egyszerii—, vonal— és négyzethalorendszer
mellett alkalmazzak pl. a szabalyosan elhelyezked6 pontok rendszerét.

A kiilonleges megkozelitést nem igényld mérések esetében legelterjedtebb modszer a
kettos négyzethalo alkalmazasa. A négyzethald metszéspontjai szabalyos pontrendszert alkot-
nak. A teriilet mérése a mérendd struktura metszet felszinére esé metszéspontok megszam-
lalasaval torténik. A munkét jelentésen meggyorsitja, hogy a nagyobb méreti strukturak (pl.
sejtmag) méréséhez elegendd a nagyobb osztds metszéspontjainak megszamlalasa.

A (4) 6sszefiiggésnek megfelelden
5)

Ha az egyenletes ponteloszlasu tesztrendszer (négyzethdld) segitségével végzett pontszam-
lalasos teriiletmérést alkalmazzuk, akkor
6)
Vy, = &;
PT

Vv tehat dimenzi6 nélkiili szam. A szemléletesség kedvéért gyakran a mm’/mm’ dimenziét
tiintetjiik fel, ami természetesen éppugy lehetne km®/km’ is. Gyakoribb, hogy szazalék, vagy
ezrelék (mm’/mm’) szézszoros vagy ezerszeres szorzatat jelenti.

A négyzethaldo méretét (osztasat), kettdés halozat esetén a kétféle osztas aranyat a vizs-
galando objektum tulajdonsagai szabjak meg.
Altalanos kovetelmény, hogy a mérendd legkisebb struktirara is legalabb egy pont essék.
Erdekes, hogy a végsé eredmény pontossagat nem noveli, ha az egyes strukturakat igen pon-
tosan mérjiik meg, tehat osztasnak ezen tilmend finomitasa folosleges. A fényképre helyezhe-
to teszthalozat eldallitasa egyszerii. A céljainknak megfeleld osztasu négyzethalot kinagyitott
formaban, vagy ha az osztas elég nagy (pl 810 mm), akkor eredeti nagysagban lerajzoljuk,
lefényképezziik és megfeleld méretii diaképet készitiink réla, avagy fénymasoldval megfeleld
irasvetité foliara masoljuk.

A sziikséges mérések szamanak meghatarozasa

Ha az eddig felsorolt kovetelmények alapjan tisztaztuk azt, hogy melyik a mérés elvégzése
szempontjabol optimalis végsd nagyitds, milyen a teszthdl6zatunk legkedvezObb osztésa,
elkészitettiik halozatunkat, ratérhetiink az eldvizsgélatok utolsé 1épésére. Ennek célja, hogy
megallapitsuk, hany fénykép adatainak lemérésére van sziikség ahhoz, hogy a kapott érték
megbizhatdan pl. £10% hataron beliil maradjon.

Az erre alkalmazhato leginkabb szemléletes és egyszeri mddszer az Un. progressziv
atlagértékek kiszamitdsa. Ehhez egy vérhatéan kozepes értéket adod kisérlet mintaibol
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lemérjiik, mondjuk 50 fénykép adatait. Kiszamitjuk Vy,, Vi 55 e Vy,.5o adatainak

szamtani kozépértékét. A V, ,, értékét 100%-nak véve az egyes progressziv atlagértékeket

(Vyia s Vyis oo Vyrso ) az utolso érték %-aban grafikusan abrazoljuk. Az abradhoz hasonlo
eredményt kapunk, ahol kdnnyen megéllapithato, hogy a progressziv atlagérték milyen szamu
fénykép kiértékelése utan marad tartdosan pl. +£10% eltérést jelentd értékeke kozott. Ha 50
fénykép adatainak lemérése utan ez nem torténik meg, akkor a mérések szamat a sziikséges
mennyiségig noveljik.

Adott térfogatban 1évo (Sv) feliilet meghatarozasa.

A membran ¢és egyéb hatarfeliiletek aranyainak vizsgélatakor a legtobb esetben kellden
kicsi a nagyitds ahhoz, hogy a metszeteinket vonalként kezelhessiik. Ez ad lehetdséget arra,
hogy a feliiletaranyok meghatarozasat vonalhosszak mérésére vezessiikk vissza. A vonal-
hosszusdgok mérésére hasznalhato a térképészeti kerék. A késziiléket a vonalon végigvezetve
(guritva) a konnyen atalakithato skalardl a pontos nagyitas ismeretében kdzvetleniil a pm-ben
mért hosszlisag leolvashato.

Elterjedt modszer, hogy a képre helyezett szabalyos rovid tesztvonalak rendszerét, vagy az
egész képen athtzddo szabalyos vonalrendszert haszndlunk. Ez utobbi célra jol alkalmazhato
az el6z0 fejezetben ismertetett kettds négyzethal6 vizszintes vonalrendszere.

Sy meghatarozasahoz a kovetkezo képletbodl indulunk ki:
(7)
4m
w
ahol m a szobanforgo teriiletet hatarold vonal egységnyi teszteriiletre es6 hossza.
Az m kiszamitdsa az egész képen athuizodoé parhuzamos vonalrendszer hasznalata esetén a
kovetkezd képlet alapjan torténik:

(8)
I 2
m=——mm/mm"” fényké
ahol Lt a fényképre (tesztteriiletre) esé teljes tesztvonal hossza, 1 a tesztvonalak és a
szobanforgod objektum kontlrjara esé metszéspontjainak szama.
A fénykép nagyitasat figyelembe véve

9)
I nagyitas 5
m=_————pum/mm
2L, 1000
vagyis
(10)
21 nagyitas 5
v =T~ ——um/mm
L. 1000
Adott osztasu négyzethalo esetén:
(11)
L.,=P.f

ahol Pr a fényképre (tesztteriiletre) esd tesztpontok szdma, az f faktor segitségével pedig a
tesztvonalak hosszat szamitjuk 4t mm-re, tehat f értéke azonos a két szomszédos tesztpont
kozott mm-ben kifejezett tdvolsaggal.

A térfogati arany meghatarozasanal leirtakhoz hasonldan a feliiletek mérésekor is meg kell
tervezniink és el kell késziteniink a méréshez a teszthalozatot €s el kell végezniink a sziikséges
mintak szdmanak meghatarozasat.

Adott térfogatban 1évé struktira hosszanak (L) meghatarozasa
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Ahhoz, hogy ez a feladat elvégezhetd legyen, teljesiilnie kell annak a feltételnek, hogy a
vizsgaland6 fonalas szerkezet a metszeten jol azonosithatd legyen mindenfajta metszési
sikban. A kiilonb6z0 lefutasu szerkezetek kiilonbozé sikban torténd metszése mas—mas képet
adhat, a rajtuk mért adatok pedig mas—mas eredményhez vezethetnek, ezért 1ényeges, hogy a
metszeteket hasonld6 modon orientaljuk.

Ly meghatarozasahoz meg kell szamolnunk a mérendd struktiira metszeteinek szdmat (Nc)
az adott tesztteriileten beliil. Ha az eddigi példankban hasznalt négyzethalos tesztrendszert
alkalmazzuk, akkor a szamités (10) kifejezéshez hasnol6 képlet alapjan jutunk.

(12)
_ 2NC nagyitas Jum’
vTopr 1000 MM
Természetesen ez esetben is el kell készitenlink az alkalmas osztast teszthaldézatunkat és meg
kell hataroznunk a sziikséges mintak szamat.

Az objektum méretére és az egységnyi térfogatban 1évo objektumok
szamanak (Ny) meghatarozasa

A metszet vastagsaganal nagyobb objektumok méretének meghatdrozasa nem konnyti
feladat. JO kozelitéssel elfogadhatd sztereologiai—-morfometria modszer jelenleg csak gdomb
alaku testek esetében all rendelkezésre.

Gombok véletlenszerli metszésének eredményeképpen korprofilok sorzatat kapjuk. A
metszetek méreteloszlasat (gyakorisagi hisztogram) egyféle méretli gomb esetében a abra
mutatja. Ha D a gdmb atmérdje, akkor a profilok 86.6%-anak atmérdje nagyobb, mig 13.4%-
anak atmérdje kisebb, mint 0.5 D.

Az egyszerli hisztogram méreteloszldsanak ismeretében lehetdség nyilik komplex
hisztogramok analizisére is. Minimalisan 1500-2000 profil atmérdjének lemérése utan hisz-
togramot készitiink. A hisztogram jobb szélén elhelyezkedd legnagyobb méretli profilokbol
kiindulva rekonstrudlhaté az ezen atmérdjii granulumok eloszlasa. Az igy kapott adatokat a
mért adatokbol kivonva megkapjuk azt a hisztogramot, amely mar nem tartalmazza a
legnagyobb méretli granulumokat és igy tovabb. Az eljarast az abra szemlélteti.

Ha a populacié egyforma atmérdjii (D) gdmbokbdl all, akkor
(13)

H_dd
Tl:z

ahol a gdmbmetszetek atlagos atmérdje d. Ezt a metszeten mért profilatmérdk (d;, da, ... dn)
atlaga adja meg. A (13) kifejezésben egyre kevésbé egyforma a részecskék mérete. Ilyen
esetben a kovetkez6 formula ad segiséget.

(14)
p=f*__ N
21 1 1
dl d2 dN

crer

profilok szama. Az egységnyi testeriiletre esé profilok atlagos szama (Na) nemcsak a vizsgalt
objektumnak egy adott térfogatban mért szamatdl (Ny), hanem az objektumok méretétdl és
alakjatol is fligg.

Véletlenszeritien elhelyezkedd gomb, vagy kozel gomb alaki objektum esetében:

(15)

N '
V' D
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Amennyiben ismerjiik egy adott objektum atlagos térfogatat (V) a térfogati arany (Vy) segit-
ségével kiszamithatjuk egységnyi térfogatban mért szamat.

(16)

Az adatok statisztikai Kkiértékelése

A kiértékelés modszerének megvalasztasat dontdéen befolydsolja, hogy adataink milyen
eloszlast kovetnek. Igen sok citologiai paraméter normal (Gauss), vagy kozel normal eloszlést
mutat. Més paraméterek (kiilondsen ritkdn eléforduld strukturdk) inkabb a Poisson (ejtsd:
poasszon) eloszlast kovetik.

A kiértékelés elott célszerli felvenni az adatok gyakorisagi eloszlasat (hisztogram) és
megallapitani az eloszlas jellegét. Vy, Sy, Ly és Ny meghatarozasakor legcélszeriibb ha az
egyedi adatnak (x) az egy fényképrdl szarmazo értékét tekintjik.

Legalabb 30 (n) adatbol kiindulva, normal eloszlas esetében az alabbi kiértékelési eljarast
alkalmazhatjuk. Kiszamitjuk az atlag:

(17)
- 2X
===
n
a szorasnégyzet
(18)
2 = I(x-x)’
n-1

a standard deviacid

(19)
B /(x-§)2
5T n-1

¢és a standard hiba
(20)

S.E.=—
Jn
értékét.
A mintdk kozotti kiilonbségek szignifikancidjanak vizsgélatara Student—féle “t” probat
alkalmazunk. Ennek értelmében:

(21
{= X - X1
1 1
S.|—+—
n, n,
ahol
(22)

 T1(x-x)?+22/x-x)
n, +, -2

SZ
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I. tablazat
A sztereoldgiaban hasznalatos jelolések

Jel Definicid Dimenzi6
P Pontszam -

Pp Az 0sszes pontok egy adott struktirara es6 hanyada —

PPL  Egységnyi tesztvonal hosszra esé metszéspontok szdma —

Pa Egységnyi tesztteriiletre es6 pontok szama pm !

Py Egységnyi teszttérfogatban 1év6 pontok szama pm >

L Egy adott elem vagy tesztvonal hossza um

Lp Egy adott elemre esd tesztvonalhossz egységnyi pm/pm

tesztvonalhosszra szamitva
La Linearis elemek hossza egységnyi tesztteriiletre szamitva pm/pm’

Ly Linearis elemek hossza egységnyi teszttérfogatban um/pm?’

A Elem vagy teszt—area teriilete um?

S Felszin vagy hatarfeliilet teriilete um?

Aa  Area ardny, azaz egy adott struktura metszetének pm?/pm’
terlilete egységnyi tesztteriiltere vonatkoztatva

Sv Felszin egységnyi tesztteriiletre vonatkoztatva pm?/pm’

A% Haromdimenzids objektumok térfogat vagy teszttérfogat pm?

Vy  Térfogatarany, egy adott struktura térfogata egységnyi  pm’/um’
térfogatra vonatkoztatva

N Adott objektumok szdma —

No A tesztvonal metszéspontjainak szama egy adott um
objektummal, egységnyi tesztvonal hosszra szamitva

Na  Egy adott obkjektum sikmetszeteinek szdma egységnyi pm
teszt—areara vonatkoztatva

Ny  Egy adott objektumszam egységnyi teszttérfogatban um’
L A tesztvonal adott profilra esd atlaghossza (Li/Np) pum
A Atlagos profilteriilet (As/N,) um?’
S Atlagos felszin—tertilet (Sv/Ny) umz
A% Atlagos térfogat (Vy/Ny) um’
D Atlagos 4tmérd (pl. egy granulum populécié tagjaié) pm
d Egy profil-populécio atlagos atméréje um
v Sejt vagy organellum étlagos térfogata um’
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AZ ELEKTRONSUGARZAS ALKALMAZASA ANYAGVIZSGALATRA
(BEVEZETES AZ ELEKTRONMIKROSZKOPOS MODSZEREKHEZ)

Bevezetés

Az elektronoptikai anyagvizsgalé miiszerek kifejlesztésével és a biologiai kutatdsokba tortént
bevezetésével lehetove valt, hogy a vizsgalt objektumok szerkezetérdl és anyagi 6sszetételérdl
lényegesen részletesebb — jobb felbontdsu — informacidkat nyerhessiink, mint a fényoptikai
miszerek segitségével.

A felbontoképesség (d) az a legkisebb tavolsdg, melyen beliil az adott optikai berendezés
altal produkalt képen két egyedi szerkezeti részlet még kiilonalld pontként latszik. Az Abbe
altal levezetett 6sszefliggés szerint az optikai felbontas (=feloldas), diszkriminacio:

A

n sino
ahol A az alkalmazott sugarzas hulldmhossza, n a targy és az objektiv kozotti kozeg
torésmutatoja, o pedig az objektiv félnyilasszdge (a targypontbol a targylencse atmérdjének
két végpontjahoz huzott egyenesek altal bezart szog fele).

A kozonséges fénymikroszkop felbontoképessége elvileg nem lehet jobb, mint d=200 nm.
Ugyanis sin o novelésének technikai akadalyai vannak. Ha pedig a fény hullimhosszat
csokkentjiik, és ibolyantali fényt haszndlunk, akkor 200 nm hullamhosszig hasznéalhatok a
(ritkén igénybevett) kvarcmikroszkopok. A spektrumban a kisebb hullamhosszak felé haladva
a rontgen (0.016 nm—60 nm), majd a y sugarzas kovetkezik. Ezeknek a sugarzasoknak az
optikai kezelése egyre bonyolultabb és igényesebb technikailag (lasd rontgen analizisrél sz616
részt). Ezért hulldmhossz csokkentések céljara az Un. korpuszkuléris sugarzdsok koziil
mindenekel6tt a konnyen kezelhetd elektronsugarzas latszott a legmegfelelobbnek. Ez az
alapgondolat vezetett az elektronoptikai anyagvizsgdlo miiszerek kifejlesztéséhez.

h
}\’:_
mv

De Broglie mutatta ki, hogy minden m tomegli és v sebességli anyagi részecskéhez A
hulldamhosszsagih mozgas tartozik, ahol h a Planck—f¢éle allandd. Ez azt jelenti, hogy a mozgd
részecskéhez tartozd hullamhossz a részecske sebességével csokken. Nagysebességi
elektronsugarzéassal dolgozé miiszerekben a sugarzéds hullimhossza jelentdsen csokkenthetd a
fényoptikai mtiszerekben alkalmazott sugarzasokhoz képest.

Ha az elektronok sebessége 107, 10%, 10° vagy 10" cm/s akkor a megfelelé hullamhossz
értékek 7.26x1077, 7.26x10°°, 7.26x10°°, 6.85x10'° cm. Ezzel szemben a lathato fény kozepes
hullamhossza 5x10° cm, az ultraibolya fényé pedig 2.5x10° cm. Az elektronoptikai
muszerekben alkalmazott elektronsugarzds hullimhossza tehat a lathatdo fény hulldm-
hosszanak 50-100 ezred része, specidlis fizikai célokra hasznélt elektronmikroszkopok
esetében pedig egymilliomod része is lehet. A modern elektronoptikai miiszerek felbontasa
gyakorlati okobol ma még nem javult ilyen ardnyban, de koriilbeliil ezerszer jobb (d=0.2
nm=2A) lehet, mint a fénymikroszképoké. Ilyen felbontds mellett mar bizonyos nagyobb
méretli molekuldk is elkiilonithetok egymastol. A bioldgiai anyagok vizsgalatdhoz altalaban
nincsen sziikség ennél jobb felbontasra.

d=

Az elektronoptikai késziilékek miikodési alapelve

Az elektronsugarzassal mikodo kiilonbozé késziilékek 1ényegében mind katodsugarcsovek-
nek tekinthetdk, melyekben az elektronsugar—forrasbol szarmazoé elektronsugér utjat és strd-
ségét (A/em®) a térerbsség elektrosztatikus vagy elektromagneses valtoztatasaval sza-
balyozzak. Az elektronsugéarzashoz sziikséges szabad elektronok 1étrehozasa az un. elektron—

I3 4

agyuval torténik, amely az elektronforrasbol (katdd), a vezérldracsbol (Wehnelt—henger) €s a
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pozitiv p6lusbdl (anod) all. Minden korszerti elektronmikroszkép izz6 katdéddal mikodik.
Ezekben wolfram 6tvozetekbdl késziilt vékony huzalt melegitenek 2600-2700 K
hémérsékletre, amikoris elektronok 1épnek ki a huzalbol, ami koriil ezért tértdltés alakul ki
(termoelektromos hatds). A fiités allando értékii egyenarammal torténik. A katdd és az anod
kozott a miiszer fajtajatol és a céltdl fiiggben 5-100 kV-1 MV potencialkiilonbséget, Un.
gyorsitofesziiltséget tartunk fenn. Elektronmikroszkopban ez a potencialkiilonbség tgy jon
létre, hogy a katdd a negativ pdlus, mig az andd ¢és a targyasztal foldpotencialon van. Az
anod, amely a katod kozelében van, egy furattal van ellatva, hogy a gyorsulo elektronok
atjuthassanak a targyasztal felé.

Ez az elektronnyaldb az, melyet az anyagvizsgalatokhoz hasznositunk. A nyaldbban halado
elektronok sebessége a gyorsitofesziiltség ndvekedtével nd, tehat a hullamhossz ennek meg-
felelden a gyorsitofesziiltség emelkedtével csokken. Ez azt jelenti, hogy a késziilék elméleti
felbontoképessége (a felbontas—d—reciproka) a gyorsitdfesziiltség novelésével szintén no.

Az elektronmikroszkoépokban és az elektron—mikroanalizdtorokban kiilonb6z6 okokbol
rendkiviil kis atmérdjli iranyitott sugarnyalab sziikséges. A katddszalat hajti— vagy hurok-
alakura hajlitjak, illetve v—alakl katdédot képeznek, és tugy helyezik el, hogy a lehetd
legkisebb feliiletli hegye a lemezalakli anod kozepén 1évo koralaku furat kozepére mutasson.
A kilépd sugarnyaldb atmérdjét igy elsd pillanatban a katédszal hegyének feliilete,
pontszeriisége hatdrozza meg. A katodot teljesen koriilveszi a Wehnelt—henger, amelyben a
centralis helyzetli furat és néhany szaz volt negativ eléfesziiltség van a katodhoz képest. A
katodot, a Wehnelt-henger furatat és az anddfuratot igen pontosan kdzpontositani (centralni)
kell egymashoz képest, vagyis a katéd hegye ¢és a két koralakt furat kozéppontja egy
egyenesbe kell, hogy essék.

A katdd és az andd kozotti gyorsitd tér athatol a Wehnelt-henger furatdn is, és atszivja a
fiitdszal csucsan kilépd, illetve a szal korili tértoltést képezd elektronokat. Amikor a
Wehnelt-hengeren a katdodhoz képest noveljiik a negativ eléfesziiltséget, kevesebb “pozitiv
erdvonal” jut at rajta, és az izz6 katod kisebb szakaszara hat a gyorsitotér. A Wehnelt-henger
bizonyos negativ fesziiltségen teljesen le is zarhatja az elektronok utjat, tehat ugy mikodik,
mint egy vezérloracs az elektroncsdvekben (pl. a triodakban). Vezérli a sugararam intenzitasat
és a sugarnyaldb keresztmetszetében mérhetd aramstirtisséget (A/cm?). Az elektronagyt tehat
lényegében egy tridda rendszer, amely, amennyiben a fénymikroszkdép megvilagité rendsze-
réhez hasonlithatjuk, akkor a fényforras, kollektorlencse és a kollektorblende szerepét jatsza
az elektronoptikai miiszerekben. Az elektrondgytbol kilépd sugarzas forgas—szimmetrikus
nyalabot alkot, mely az anddfuraton tortént atlépése utan azonnal kezd kupszeriien széttartani.
A Wehnelt-henger megfeleld alaki formainak tervezésével olyan elektronagyukat is el6-
allitanak, amelyekbdl a kilépd elektronsugar egy tavolabbi fokuszpontig haladva Osszetart, €s
az elektronok csak az itt torténd keresztezddés utan tartanak szét. Ezek az Un. tavfokuszald
lencsék.

Az anodfuraton atlépett sugarnyalab tovabbi kezelése, fokuszalasa, sziikitése és tagitasa is
forgas—szimmetrikus térben torténik, Gigy, hogy e tér belsejében szabalyozzuk a térerdsséget
un. elektronoptikai lencsékkel. Ezek elektrosztatikus vagy elektromagneses alapon miikodnek.
Ko6z06s jellemzdjiik, hogy 1ényegében gytirti alaktiak a vasmagjaik, melyeknek forgasszimmet-
rikus belso terében valtoztatjuk a térerOsséget.

Anyagvizsgalat elektronsugar segitségével

Az elektronforras és az elektronoptikai rendszer segitségével eldallitott elektronsugarat a
fénymikroszkophoz hasonléan hasznalhatjuk bioldgiai prepardtumok vizsgdlatahoz,
ultravékony metszetek vagy replikdk készitése €s azok megfeleld elokészitése utan (lasd ott).
Ezt a mddszert nevezziik transzmisszids elektronmikroszkdpianak (TEM), ennek részletesebb
ismertetése kiilon fejezetben talalhato.
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Elektronsugarzas alkalmazéasaval azonban tobb, U lehetdséget is kapunk az anyag
behatobb vizsgalatara. Ha ugyanis anyagmintakat fokuszalt elektronsugarral “bombazunk”,
akkor a besugarzas hatasara fellépé masodlagos jelenségek (anyagi valaszok) segitségével a
minta anyagi 0sszetételérdl, anyagainak eloszlasarol, kristalyszerkezetérdl, kémiai kotésérdl
stb. kaphatunk ismereteket. E masodlagos jelenségek az elektron— és rontgen—jelenségek,
valamint egyéb analitikai lehetdségek.

Elektron—jelenségek

a.) A visszaszort (reflektalt) elektronok

A vizsgalt anyagmintdba iitk6z0 elektronok egy része annak atomjaival rugalmasan iitkozve
visszaverddik. Ez nemcsak a feliileti atomokrol torténhet meg, hanem olyan sz6rodo
elektronok is kijuthatnak az anyagbol, melyek annak egy bizonyos, kis mélységében iitkdztek
atomokkal. A visszaszort elektronok tehat az anyag jellemzd vastagsagh feliileti rétegébdl
szarmaznak. Mennyiségilk a becsapodasi feliillet elemi Osszetételébdl, azaz atomjainak
effektiv tomegszamatol fiigg. A legnehezebb elemekbdl allo feliiletek a beléjiik csapodod
elektronok 50%-—at is visszaverik, mig a legkonnyebb elemek atomjain csak igen kis mértékii
a szOorodas.

A visszaszort elektronok mennyisége és haladasi irdnya erdsen Osszefligg a becsapddasi
felillet domborzati viszonyaitol is. Energidjuk viszonylag nagy, a becsapddé elektronokéhoz
kozelallo, a rugalmas iitkdzés ugyanis kismértékii energiavesztéssel jar.

b.) A masodlagos elektronok

A becsapodo (elsddleges) elektronok altal vizsgalt felszin atomjaibol kilizott elektronok,
melyek a targyat elhagyjak. Ezek mennyisége nem all egyszerti dsszefiiggésben a vizsgalt
feliiletet alkotd atomok tomegszamaval. Kilépési iranyuk és mennyiségiik erdsen fiigg a
vizsgalt feliilet topografidjaval. Energidjuk a becsapodo elektronokéhoz viszonyitva kicsi.
Ezért csak sokkal kisebb mélységbdl tudnak a felszinre jutni és kilépni az anyagmintabol,
mint a visszaszort elektronok. A mésodlagos elektronok kozé tartoznak az Auger (ejtsd: 0zsé)
elektronok is (lasd rontgen analizis).

¢.) Az adszorbealt elektronok

A becsapddo elektronok egy hanyada olyan mélyre hatolt és lelassult, valamint a méasodlagos
elektronok egy része olyan mélyen fekvd atomokbdl keletkezett, hogy nem képes a targyat
elhagyni, abban felgyiilemlik, a tdrgy a negativ toltését ndveli, és az un. adszorbedlt dram
formajaban (V/A méréssel mérhetd, vagy az elektron adszorpcié mértéke igy az iddben is
kovethetd, regisztralhatd. Ha a vizsgalt anyag nem j6 elektromos vezetd vagy félvezetd, akkor
az elektronbecsapodasok a negativ toltések egyenetlen eloszlasat eredményezik a felszinén.
Ez az eloszlas jellemzé az anyagi Osszetételre (vezetOk ¢és rosszabb vezetokbdl allo
inhomogenitasra), a feliileti rétegek anyagi mindségére, az anyag elektromos kapcsolataira,
homérsekletére és a félvezetok esetén annak tipusara is. Mivel a feliilet toltésviszonyai
befolyasoljak az onnan eredd visszaszort €s masodlagos elektronok szédmat is, ezek
segitségével a feliileti toltéseloszlas is vizsgalhato.

d.) Az athatolt (transzmittalt) elektronok

Ha a vizsgalt anyag eléggé vékony, akkor a becsapodoé elektronok egy része athatolt rajta. A
transzmittalt elektrondram forditottan ardnyos a vizsgalt anyag vastagsdgaval és atomjainak
effektiv tomegszamaval. A nagyobb tomegszamu elemek atomjait tartalmazé rétegek elektron
denzitasa nagyobb: tobb elektront szoérnak vissza, és kevesebbet engednek at, mint a kisebb
tomegszamu elemek atomjait tartalmazd azonos vastagsagu rétegek.

A transzmittalt elektronokat a transzmisszids elektronmikroszkdpidban és a pésztazo
elektronmikroszkopiaban egyarant felhasznaljak metszetek €s egyéb vékony rétegek elektron
denzitas—eloszlasanak képi megejelenitésére (részletesebben lasd a megfeleld fejezetet).

Rontgen (X)-sugarzasi jelenségek
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A mintaba csapodoé elektronok, amennyiben nem verddnek vissza, akkor a minta atomjaival,
molekuldival Osszetettebb kolcsonhatasba 1épnek. Ennek egyik kovetkezményeként a
mintabol rontgensugarak Iépnek ki: folyamatos ¢€s karakterisztikus rontgen sugarzast
¢szlelhetiink.

a.) Folyamatos réntgen sugarzds

Ha az elektronok nem {itkbznek is a minta atomjaival (elektronburkaval), azok
elektromégneses tere hat rajuk. Mint minden elektromos toltés, mely valtozé elektromagneses
térben mozog (Maxwell), az elektronok is veszitenek mozgéasi energidjukbol, és ez a
vesztes€g folytonos elektromagneses sugarzasként jelenik meg (fékezési sugarzas).

Az igy kisugérzott foton hulldmhossza az alkalmazott néhany kV gyorsitofesziiltséggel
elérhetd sebességeknél a rontgen tartomanyba esik. Ebbol kdvetkezik, hogy a becsapodo
elektronok energidja az a maximalis energia, amelyre a rontgen foton szert tehet, ez egyben a
sugarzas minimalis hullamhosszat is megszabja (un. rovidhullamu hatar). A folytonos rontgen
sugarzas (kontinuus) spektrumanak jellegzetessége, hogy a révidhullamu hatéastél kezdve az
intenzitds fokozatosan novekszik, majd (lassabb iitemben) nulldhoz tart. A folytonos
spektrumban a fékezd anyagtdl fliiggd hulldmhossz (energia) diszkrét értéknél intenzités
maximumok un. karakterisztikus cstcsok jelennek meg. A folyamatos sugérzas Osszes
intenzitdsa (a gorbe integralja) a becsapodd elektronok szamdéval és a minta atomjainak
effektiv megtoltésével ndvekszik. A spektrum rovidhulldmu hatara (az energia maximuma) a
beesd elektronok energidjaval (gyorsitofesziiltség novelésével) novekszik.

b.) Karakterisztikus rontgen sugarzas

Amennyiben a becsapddé elektronok “eltalaljak” a minta atomjainak elektronburkat, akkor
onnan elektront (elektronokat) IShetnek ki. Ezeket mint masodlagos elektronokat
detektalhatjuk. Ha az elektronok a belsd (K vagy L) héjrol 16kddnek ki, helyettiik valamelyik
kiilsé palyarol ugrik le elektron. A két palyaenergia kiilonbsége rontgenfotononként
kisugéarzodik. Ez a karakterisztikus rontgen sugarzéas, amelynek energidja (hullimhossza) a
kibocsatd atomra jellemzo, intenzitasa pedig a koncentracioval aranyos. A karakterisztikus
sugrazas energia vagy hullamhossz szerinti analizise alapjan a minta mennyiségi és mindségi
Osszetétele meghatarozhato (lasd SEM rontgen mikroanalizis).

Egyéb analitikai lehetoségek

Ha a becsap6do elektron nem a legbelsd (K, L) héjrdl taszit ki elektront, hanem kiilsdbbrol,
annak poétlasa és a pdlyaenergiakiilonbségek kisugdrzasa éppugy megtorténik, mint a
karakterisztikus rontgensugarzas keletkezésekor, de ebben az esetben az energidk kiilonbsége
(a keletkezd foton hulldmhossza) az UV vagy lathatd fény tartoméanyéba esik. Ez esetben
katdd lumineszcenciarol beszéliink.

Alkalmas detektorral a keletkez6 UV vagy lathaté fény analizalhatd. Tovabbi lehetdségeket
jelent, hogy mind az elektron, mind a rontgen sugarzas alkalmas diffrakcios vizsgélatokra, ez
azonban inkabb specialis késziiléken vizsgalhato.

A szamos lehetOség koziil végezetiil a vizsgalt targyban keletkezd aramot, fesziiltséget stb.
hasznositdé modszereket emlitjik meg. A targyban keletkezd adszorbealt elektronok, ha
folyamatos elvezetésiikrol gondoskodunk, a letapogatas alatt folyamatosan mérhetok, és
képalkotasra is felhasznalhatok. Az adatok a targy vezetOképességét, e szempontbol valod
homogenitasat jellemzik. A pésztazd elektronmikroszkopban az is vizsgalhaté, hogy a
tulajdonsagok hogyan alakulnak példdul hokozlés, mechanikai behatdsok vagy pl. miikddés
(félvezetdk vizsgalata stb.) hatasara.

A pasztazo elektronmikroszkop
A pasztdzo vagy letapogatonyaldbos elektronmikroszkdp a vizsgalt targy felszinén mozgatott
elektronprébaval miikodd késziilékek csoportjaba tartozik. Angol neve Scanning Electron
Microscope (a tovabbiakban SEM) sz6 szerint pasztaz6 elektronmikroszkdpot jelent.
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A SEM miukodésének elvi tervezését M. Knoll végezte el 1935-ben. Az elsé mikodod
késziiléket M. von Ardenne ¢épitette Németorszagban. A SEM tovabbi, habort utdni
fejlesztése elsdsorban angol kutatok érdeme. 1995-ben C.W. Oatley (esjtsd: otli) ¢és
munkatarsai készitették Cambridge-ben az elsd sorozatban gyartott késziiléket.

Az elektronagyubol kilépd fokuszalt elektronsugarzas (elsddleges vagy primer elektronok)

egy, az elektronmikroszkdp oszlopdban elhelyezett eltérittekercs miikodésének eredmé-
nyeképp végigpasztazza, mas szoval letapogatja a vizsgalt targy felszinét.
A targybol kilépd szignalok az érzékeldegységbe (detektor), majd a tovabb erdsitett és
feldolgozott videojelek végil egy képcsdbe keriilnek. Ebben szintén van egy eltéritdtekercs,
melynek miikddése az oszlopban 1évdvel szinkronizalt. Az eltéritétekercsek mitkodését egy
kozos eltéritd (scan—) generator szabalyozza. A csO sajat elektronsugara tehat ugyanugy
pasztdzza végig a katddsugarcsd fluoreszkdldo ernydjét, mint ahogyan a letapogatd
elektronnyalab a preparatumot.

A detektorbdl érkezd jelek modositjak az ernyd sajat sugardnak egyébként egyenletes
intenzitasat, igy a kép egymas ala rajzolt vonalakbol és egy—egy vonalon beliil hol sotétebb,
hol vilagosabb szakaszokbol tevddik Gssze. A vonalakon beliil a kiilonb6zd vilagossagl és
vastagsagu szakaszok aszerint valtoznak, hogy a targy szigndlemisszidja (pl. masodlagos
elektron vagy rontgen kibocsajtas) az adott teriileten milyen mérvii volt.

A SEM segitségével a vizsgalt targyak felszinérél igen nagy mélységélességii, erésen
térhatasu kép keletkezik.

A jobb késziilékek felbontoképessége ma mar eléri 3 nm-t is. Az elérhetd nagyitds felsé hatara
200 000-szeres. Jo mindségt, ¢éles kép készitése fligg a prepardtum mindségétdl, tisztasagatol
¢s a SEM beszabalyozhatosagatol.

A SEM nagyobb szerkezeti egységei

A SEM tobb részbdl allo, Osszetett miiszer. Els6 latdsra is megkiilonboztethetd része a
rezgésmentesen rogzitett oszlop a hozza futd nagyfesziiltségli kabellel. Az oszlop felsd
részében van az elektrondgyu, majd lejjebb az elektromédgneses lencsék, az eltéritétekercsek
¢s a targykamra. Ez utobbin latjuk kiviilrél a targyasztal mozgathatd csavarjait és a kamra
oldalaba épitett érzékeldegységeket. Az érzékeldegységbdl kilépd jelek erdsitésehez €s képpé
formalasahoz sziikséges elektronikus appardtust és egyéb segédberendezéseket, tovabba a
kijelz6 (képalkotd) képcsoveket rendszerint az oszlop eldtt és két oldalan kialakitott pulton,
illetve az alatta 1év0 szekrényekben helyezték el. A vakumrendszer tagjai koziil az un.
eldvakumot 1étrehozo rotacios szivattytukat a rezgésveszély miatt tobbnyire nem épitik egybe
a mikroszkoppal, a végleges nagyvakumot (néhanyszor 107 torr) el6allito diffuzids szivattyik
¢és egyeb vakumtechnikai eszk6zok az oszlop alatti térben vannak elhelyezve.

A gyorsitéfesziiltség értéke altalaban 0-50 kV-ig folyamatosan valtoztathat. Novelésével
egy hatarig javul a felbontoképesség, bar ez a vizsgalt anyagtol is nagymértékben fiigg. A
megnodvekedett athatoloképességli, nagyobb energidji elektronok ugyanis egyre vastagabb
rétegbdl indukélnak elektronemissziot, ami fokozatosan a kép élességének rovasara megy. Az
elektronforrast elhagyo sugérzas fokozatosan szétteriil, Gjrafékuszalasa a lencsék feladata. Az
elektronnyalab eldszor a kondenzor lencsén Iép at, majd Osszesziikiilve az eltrérito-
tekercsekhez jut. Itt a tekercseken atjutd d&ram novelésével nd az elektronokra haté eltéritd erd,
¢s ezzel aranyosan nagyobb lesz a letapogatott feliilet is. A tekercseken atfolyd aram csok-
kentésével a letapogatott teriilet egyre kisebb.

Az eltéritotekercsekbdl kilépd sugarkévét az objektiv és az objektivblende sziikiti le a
végleges méretre. Tagabb furat blendét hasznalva a mélységélesség ¢és a feloldas csokken, a
kép fényerdssége nd. Sziikkebb furatii blendét alkalmazva a mélységélesség nagyobb, a kép
részletdisabb lesz, a jeleket viszont jobban kell erdsiteni. Bizonyos foku erdsités utan a
késziilék un. hattérrajza mar zavarja a kép felbontésat.
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A vizsgaland6 anyagok a megfeleld eldkészités utan (lasd kiilon) egy zsilipelt nyilason at
keriilnek a minden iranyban forgathaté és donthetd targyasztalra, hogy a mar evakualt
oszlopba ne keriiljon nagy mennyiségti levegd. A zsilipkamra elézetesen az lizemi vakumra
szivhato.

A SEM képalkotasa

A szekunder elektron—detektornak a sugarzas utjaba esé belsé tagja a kollektorracs. A
kollektorracs fesziiltsége a foldeléshez képest lehet pozitiv és negativ is. Ha a pozitiv
fesziiltséget noveljik, a negativ toltésti elektronok egyre nagyobb szamban keriilnek a
mogotte elhelyezkedd szcintillatorba. A fesziiltség csokkentésével, illetve negativ
fesziiltséggel a kisebb energidju szekunder elektronok nem képesek eljutni a szcintillatorba,
sz€lsdséges esetben tehat nem kapunk képet.

Az els6sorban szekunder elektronokbol felépiilé kép részletdus, szinte arny nélkiili. A kép

jellege olyan, mintha feliilr6l megvildgitott mintat szemlélnénk, annak ellenére, hogy a
detektor egy bizonyos szogbdl, oldalrdl gytijti a minta feliiletérdl az elektronokat. Ennek oka
az, hogy a masodlagos elektronok (viszonylag kis energidjiiak) a pozitiv kollektor—fesziiltség
hatasara konnyen elhajlanak, és igy a detektor az egy pontbdl szairmazo6 valamennyi elektront
begytjti. Tehat azokat is, amelyek eredeti haladasi irdnyuknal fogva, vagy a mintafelszinen
levé akadalyok miatt nem juthatnanak el a detektorhoz. Vagyis az elektronok a detektor
“szem”’pontjabol be nem lathato helyekrdl is bejutnak a detektorba.
A visszaszort elektronok detektalasat két egymassal szemben elhelyezett szcintillacios
detektor végzi. A két detektorbdl érkezd jel a SEM elektronikdja segitségével sokrétii
informaciot nyujt. A visszaszért elektronok energidja nagy, megkozeliti a becsapodo
elektronok energidjat. Ha csak egy detektort alkalmaznank, a kapott kép “kemény”, til ¢éles
kontiru lenne, mintha pontszeri fényforras vilagitana meg a mintat, amelyet a fényforras
oldalarél néziink. Két detektor esetében azonban, ha a két jelet elektronikusan kivonjuk
egymasbdl, a minta felszini egyenetlenségei élesebben tlinnek eld, ugyanakkor arnyaltabb,
részletdusabb képet kapunk. Ez az Un. topografids iizemmodd. Mindkét iizemmoddban a
detektorokbol kapott jelek erdsités utan keriilnek a képernydre.

Képmadosito eljarasok és kiilonleges iizemmodok

A SEM-ben keletkezd kép mindsége €és paraméterei tobbféleképpen moddosithatok, igy egy
targyfelszinrdl eltérd informaciokat nyerhetiink.

1.) Az Y—modulacioés egység bekapcsoldsakor video—erdsitobdl kilépd jelek a katddsugarcsd
sugarat a fliggdleges (Y) tengelynek megfelelden modulaljak. Ez azt jelenti, hogy a kép az
eddigi egymast kovetd egyenes, de hol sotétebb, hol vilagosabb vonalszakaszok helyett
azonos fényességli, de valtakozd magassagu gorbékbol all.

Egy—egy gorbe a letapogatott vonal elektronmikroszkopos grafikonja. A targy letapogatasabol
szarmazo6 sok—sok ilyen vonal egyiittese a szintvonalas térképhez hasonlithatéan allitja 6ssze
az erdsen térhatasti képet. Az eljaras igen jol haszndlhato kis kiemelkedésekkel tagolt
felszinek domborzatanak hangsulyosabba tételére.

2.) Sztereoképparok készitése: a primer sugarzas beesési szogének valtoztatasaval
sztereoszkopban vizsgalhato és mérhetd képparok készithetdk, segitségiikkel haromdimenzios
modelleket készithetiink.

3.) Sztroboszkopos felvételek: a primer sugarzas kiilonbozd frekvenciaval torténd szaggatasa
gyorsan lejatszodo folyamatok fényképezéséhez hasznalhato (pl. az elektronsugarzas altal
okozott karosoddsok megfigyelése).

4.) Hutés, fiités, egyéb behatasok: a SEM-ben a vizsgalt targyak homérséklete a vizsgalat alatt
is valtoztathato, kb. —100 C°~to6l +1500 C°-ig. A modszer lehet6vé teszi fagyasi, olvadasi és
egyeb homérsékletfiiggd folyamatoknak a nyomon kovetését. A készitmény a targykamraban
mechanikai hatasoknak is kitehetd (nyomas, hizés, csavaras stb.).
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5.) A transzmisszios pasztazo elektronmikroszkopban a detektor a targy alatt talalhato, mely,
minthogy az elektonoknak 4t kell haladniuk rajta, nem lehet vastagabb, mint kb. 1000 A. A
SEM tehat metszetek vizsgalatara is hasznalhato.

Rontgen sugar mikroanalizis

A nagyenergiaju elektronsugar altal letapogatott mintabol kilépd karakterisztikus rontgen
sugarak energidjuk vagy hullamhosszuk alapjan analizélhatok, ennek megfelelden energia,
illetve hullamhossz diszperziv rendszerrdl beszéliink. Fontos megjegyezni, hogy mindkét
moddszer megvalosithato akar transzmisszios akar scanning elektronmikroszkoppal.
A hulldmhossz ¢és energiadiszperziv modszer kozotti gyakorlati kiilonbség az, hogy az
energiadiszperziv kisebb energidju elektronsugarzast igényel, viszont a hullamhosszdiszperziv
modszer analitikailag pontosabb.
a.) Energiadiszperziv réntgenanalizis
A mintabol kilépd rontgen sugarakat Un. félvezetd detektor érzékeli, amelyhez sokcsatornas
analizator kapcsolddik. Mivel a detektor a becsap6do rontgen foton energidjaval aranyos jelet
ad, az analizatorban a teljes (vizsgalt) energiatartomdny gyakorisdga taroloédik, onnan
el6hivhato, a teljes rontgen spektrum megjelenitheto.
b.) Hullamhossz diszperziv rontgenanalizis
Ebben az esetben a rontgen sugarak detektalasat megelézi hullamhossz szerinti
szétvalasztasuk. Ezt az Gn. analizatorkristaly végzi, amely nem mds mint egy rontgenoptikai
racs. Ha a minta (rontgen forras), az analizatorkristaly €s a detektor egy koron helyezkedik el
(in. Rowland—kor), akkor az analizatorkristaly helyzetének valtoztatdsaval valtozik a
detektorra bocsatott hulliamhossz is. Alkalmasan valasztott racsallandoju kristaly segitségével
felvehetd a spektrum. A leggyakrabban hasznalt detektor a proporcidlis szamlalo, amely a
becsapddd rontgen foton energidjaval €s intenzitasaval aranyos elektromos jelet ad. Ez
megfeleld erdsités utdn a SEM rovid és hosszu utanvilagitasu ernydin képként megjelenithetd,
vagy ha a mintdnak egy adott pontjat vizsgaljuk, akkor beiitésszdmot kaphatunk ered-
ményként. A minta vizsgalatara tobb lehetdségiink van.
1.) Pontanalizis. Az elektronsugarat egy pontra fokuszaljuk. Ha az analizatorkristalyt
mozgatjuk, akkor ebben az esetben a minta adott pontjanak rontgen spektrumat
detektalhatjuk. Ha az analizatorkristdlyt egy adott elem karakterisztikus hulldmhosszara
allitjuk, akkor mennyiségi analizist végziink.
2.) Vonal menti analizis. A fokuszalt elektronsugar ekkor a minta feliiletének egy altalunk
beallitott (egyenes) vonalan halad végig. Adott elemnek a mintan beliili eloszlasat mutatja
meg, igy foként inhomogén mintaknal érdemes haszndlni.
3.) Pasztdzo6 rontgen analizis. A fokuszalt elektronsugar a scanning tizemmoddhoz hasonldan a
minta feliiletének egy teriiletét tapogatja le. Az analizatorkristaly beéllitdsanak megfelelden a
keresett elem feliileti eloszlasa jelenitheté meg a képernydkon.
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A CENTRIFUGALIS ULEPITESSEL TORTENO FRAKCIONALAS ELMELETI
ALAPJAI

A diszperz rendszerek részecskéinek mozgasait dontden két tényezd ereddjének tekinthetjiik.
A részecskék ki vannak téve a nehézségi erdtér hatasanak, €s ezért stiriségiiknek megfeleléen
vagy lilepednek (szedimentacid), vagy pedig a diszperzié felszinére igyekezve f6l6z6dnek
(flotacid). A gravitacios erd hatasara torténd mozgasok ellen hat a részecskék hémozgésa,
amely haladd6 mozgasbdl (transzlacios difftzid) és forgd mozgasbol (rotacids diffuzid)
tevodik Ossze. A nem-légiires kozegben iilepedd (nem szabadesd) testre hatd tényleges
nehézségi erd (Fg) kiszamitdsanal a felhajtderdt is figyelembe kell venni, vagyis az tilepedd
test tomegét (my=vp) az altala kiszoritott kozeg tomegével csokkenteni kell (Archimedész
torvénye). Ezért

F, =v(p,-py)g=vApg; (1)

ahol v =arészecske térfogata;
ps= a részecske stirlisége;
po = a kozeg slirisége;
Ap = ps—po;

A fenti 0sszefliggésbdl vilagos, hogy a diszpergalt részecskék Ap pozitiv értékei esetén a
nehézsségi erd irdnydba mozogva iilepedni, mig negativ értékei esetén azzal ellentétes irdnyba
emelkedve f616z0dni fognak.

Ha pedig Ap = 0, azaz a részecske ¢és a kozeg siirlisége egyenld, akkor a részecske a kozegben
lebegve legfoljebb hdémozgast végezhet.

A részecskék iilepedés (szedimentdcio) vagy f616z6dés (flotacid) kozben surlodd kozegben
mozognak, és ezért a surlodasi erd (Fy) is hat rajuk, a gravitacidos mozgasuk ellenében:

dx
E=f—; 2
f 0 dt ( )
ahol: fp = a surlodasi (frikcios) allando;
X =azut;
t = az ido;
dx

m = a gravitaciés mozgas sebessége.

A surlodasi egyiitthatot (f) vizes kdzegre és gomb alaka idedlis részecskékre vonatkoztatva
Stokes (1856) definialta az aldbbiak szerint:
fo=6m 107 ; 3)
ahol: n = a kdzeg belsd surlodasa;
1o = a részecske sugara.
A részecskék akkor végeznek egyenes vonall, egyenletes gravitdcids mozgast, ha a rajuk
vonatkozo surlodasi €s gravitacios er6 egyensulyba jutott (F=F,), azaz

dx
f, m = vApg ; ahonnan (4)
dx vAp
— =, 5
i f, 8 (5)
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A (3)-at, valamint a részecske térfogatat (v=4/37mr’) az (5)-be helyettesitve az alabbi
Osszefiiggést kapjuk:

dx 25 Ap
dt 9 g ©)

Ezt az egyenletet az idedlistol eltérd, nem gdmb alaka részecskék iilepedésére is alkalmazni
lehet, ha bevezetjiik az Gn. sztérikus faktort vagy surlédasi aranyt:

0="f/f,; (7)
dx 2 Ap

—=——9; 8
dt oo ° ®)

ahol: ro= az lilepedd részecske térfogataval egyenld gdmbtérfogat sugara
© =iilepedd részecske surldodasi egyiitthatdjanak az azonos térfogata

gombalaku részecske surlodasi egyiitthatdjahoz viszonyitott aranya.
A © ¢értékeit forgasellipszoidokra vonatkozdan Svedberg és Pedersen (1946) tablazatokba
foglaltak. Ezek koziil néhany értéket megadunk az I. tablazatban, ahol a strlddasi aranyt a
forgastengely felének (r;) €s az ellipszoid egyenlitéi sugardnak (r;) fiiggvényében taldljuk
meg.
Az iilepedés sebessége a (8) szerint tehat aranyos a részecskeméret négyzetével, a részecske
¢s kozeg stirliségének kiilonbségével, és forditottan ardnyos a kdzeg bels6 surlédasaval. Ez az
un. Stokes—féle egyenlet vizes kdzegben iilepedd vagy f616z6d0d, 1 um-nél nagyobb sugara,
tehat fénymikroszkopikus vagy nagyobb méretii, sima felszinii részecskék iilepedésére
érvényes, ha nem hatnak rajuk egyéb erok. A sejtszervecskék és toredékeik méretei azonban a
kolloid részecskék mérettartomanyaba tartoznak (atmérdjiik: 1 nm—0.5 um).
Az ilyen szubmikroszkdpikus részecskék gravitdcids mozgasanak sebessége még viszonylag
nagy stirliségkiilonbség esetén is nagyon csekély, tovabba az 1-2um és ennél kisebb atmérdju
részecskék mar hdmozgast is mutatnak, mely részben a gravitacids mozgés ellen hat. Ezért az
tilepedési (f6l6z0dési) sebességet centrifugalis erdtér alkalmazasaval kell megnovelni. Ez
esetben a Stokes—egyenletbe (8) a nehézségi allando (g) helyébe a centrifugalis gyorsulas (y)
értékét (9) kell behelyettesiteni.

vy=0°x  és 9)
o = 27n; (10)

ahol: ® = a szOgsebesség;
x= a forgastengelytdl mért aktudlis tavolsag;
n= a masodpercenkénti fordulatszam.

dx 2r;Ap 3 2r02Apa)2X 87t Ap
& 9y 7 op o
A kozegnél nagyobb striiségi (iilepedd) részecskék centrifugalis, mig a kozegnél kisebb
stirliségli (f616z6d6) részecskék ezzel ellentétes iranyu centripetdlis mozgast végeznek.
Tekintve, hogy a gyakorlatban alkalmazott centrifugalis gyorsulasok a gravitacids allando
10%-5x10°-szerese kozé esnek, a hémozgas és a gravitacios mozgasok iilepités vagy f616z6dés
ellen haté komponenseit szdmitasainkban elhanyagolhatjuk.
Az Osszefiiggésbdl lathatd, hogy e mozgasok sebessége egyenes aranyban nd a forgas-
tengelytdl mért tdvolsdggal, tovadbba a szogsebesség, illetve a fordulatszdm négyzetével.

n°x; (11)

A centrifugalis tilepités itt kozolt sszefliggéseinek a kdvetkezdk az idedlis koriilményei:
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— a részecske sugara 50 nm koriili;
— a kozeg siirlisége 1g/cm’ koriili;
— a kozeg viszkozitasa 1 centipoise korili.
E feltételnek leginkabb a 20 C° hdmérsékletii vizben iilepedé gémb alaki részecskékbdl allo
szuszpenziok felelnek meg. Ha (9) szamu egyenlet szOgsebességet tartalmazo alakjat
atrendezziik ugy, hogy az anyagi mindségre jellemzd konstansok az egyik, a dinamikai adatok
a masik oldalra keriiljenek:

2;Ap  dx/dt

9n ®°X

akkor lathatjuk, hogy centrifugdlis iilepitésnek kitett rendszer fontos jellemzdje az iilepedd
(f616z0do) részecske egységnyi szoggyorsulasiara vonatkoztatott {iilepedési (f6l6z6dési)
sebessége is, amit ezért az illetd részecske adott kozegben mért lilepedési egyiitthatéjanak
(szedimentacios koefficiensének) neveznek. Jele s, dimenzidja szekundum (s). Az s értékének
nagysagrendje vizben oldott makromolekulak esetében 107" s, amit kényelmi okokbol 10"-
nal megszorzott formajaban Svedbergekben (S) szokés kifejezni. Eszerint tehat S=10"s.
A Svedberg egységeket elsdsorban a nagyobb méretli részecskék jellemzésére szokas
hasznalni.
Példaul a 80S-el jelzett eukariota riboszoma iilepedési egyiitthatdja s=8x10'2, az tn. 5S RNS-
¢ pedig 5x10"°. Ha Svedbergekben megadott iilepedési egyiitthatét hasznaljuk, akkor az
egyenletekben a 10" szorzétényez6nek is szerepelnie kell.
i—T:gOZX:SIO_BO)ZX; (13)
A (12) sz. egyenlet alapjan lathatd, hogy s értéke egyarant fiigg a kozeg suirliségétol, a
részecske méretétdl és alakjatol. A szedimentacids koefficiens részben tehat fiigg a kozeg
kémiai Osszetételétol. A szedimentacids egyenletek érvényességének fontos elofeltétele
azonban, hogy az iilepedd részecske mérete és alakja ne fliggjon a kozeg természetétdl. Abbol
a célbol, hogy a kiilonboz6 rendszerekben mért értékei Osszehasonlithatdéak legyenek, s
értekét egy egyezményes T homérsékletre és M kozegre (médiumra) vonatkoztatva adjuk
meg: stu. A gyakorlatban a 20 C°-os vizben torténd tilepitésre vonatkoztatott s, értékeket

hasznaljuk. Ha az ismert iilepedési egyiitthatoju részecskéket ettdl eltéré T homérsékleten és
M médiumban {iilepitjiik, akkor mivel a (12) és (13)-bol:

=8; (12)

d

d_)t(:§TM(D2X; (14)
¢és mert

Stm _ ApTM y MNao,v . (15)

Sy0v N APy
az lilepedés sebességét az alabbi egyenlet adja meg:

A
dX S pTMﬂZO,v a)ZX; (16)

e ™ UTMAPZO,V
ahol 20,v indexet tartalmazo allandok 20 C°-os vizben, a TM indexet tartalmazok pedig az
aktualis médiumban T hémérsékleten mért értékek. Ha az egyenletben szerepld sioy-t,
valamint a slrliségi és viszkozitdsi adatokat legaldbb hozzavetdlegesen ismerjik, az
Osszefiiggés alapjan kiszamithato, vagy becsiilhetd a részecske iilepedési sebessége.

A leirt Osszefiiggések alapjan ismert koriilmények kozott torténd ultracentrifugéalassal
meghatarozhatok az iilepedd részecske anyagi jellemzd6i, legkdonnyebben iilepedési
egyiitthatdja.
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A (13) szamu egyenletbdl s integralt alakja:
ln;cz-lnxl; (17)
o (t,-t))

ahol x; és x, az lilepitéskor az iilepedd részecskékbdl képzodott koncetracidgradiens

maximumanak tadvolsaga a forgastengelytdl t;, illetve t, idépontban. Az iilepedési koefficiens

ismeretében az un. részecskemolekulatomeg is kiszdmithato Svedberg (1940) egyenlete
alapjan:

§:

_RTs ~ RT(n x,-1n x,) (18)
D(1-vp,) Dw’(l-vr,) (t,-t,)

ahol:
M= a részecskemolekulatomeg;
R= az altaldnos gazallando;
T= az abszolut homérséklet;
D= a diffuzids allando;

1
v = arészecske parcialis fajtérfogata (—)

Ha a centrifugéalast anyagi jellemzdk (M, ps, részecsketomeg v, 1o, s stb.) meghatdrozéasara

hasznaljuk, akkor analitikai ultracentrifugaldsrél beszéliink. Az analitikai ultracentrifugak
kozos alapelve az, hogy miiszaki megoldasaik lehetévé teszik, a részecskék, vagy
makromolekuldk tilepedésének folyamatos optikai kdvetését a centrifugalas kdzben. Ennek
leggyakrabban hasznalt modszere az un. mozg6 hatar, vagy masnéven a siillyedé meniszkusz
modszere. Ha ugyanis a centrifugalis erétér elég nagy, az adott makromolekuldktol vagy
részecskéktdl mentes olddszerréteg keletkezik, a cella forgdstengelyhez kozeli végében. A
molekuldkat tartalmazo réteg, és a tiszta olddszer kozott egy optikailag detektalhatd hatar
(meniszkusz) van. Ez a hatdr fokozatosan halad centrifugalis iranyban. E meniszkusz
siillyedési sebességét mérve lényegében a (17) és (18) sz. egyenlet szerint szamitjak az
ilepedési egyiitthatdt, illetve a részecskemolekulatomeget. E mellett még un. kis sebességii
egyensulyi centrifugdlasi modszert is kifejlesztettek. Az analitikai centrifugéalas elméletének
¢s gyakorlatdnak részletesebb ismertetése a kolloidikai és biokémiai kutatdsmodszertan
feladata. Megjegyzendd, hogy a centrifugdldsos molekulatomeg meghatarozasi modszer
egyéb biokémiai és molekularis biologiai modszerek kialakuldsdval ma mar teljesen hattérbe
szorult.

Megfelel6 technikai megoldasokat alkalmazva (lasd késobb) a centrifugéalas alkalmas arra is,
hogy egy diszperz rendszer részecskéit a kozegbdl kiiilepitsiik, illetve, hogy egy heterogén
diszperz rendszer kiilonb6zd sebességgel iilepedd részecskéit egymastol elkiilonitsiik és
tovabbi vizsgalatok céljara a tobbi részecskétdl megtisztitsuk. Az ilyen eljarasokat preparativ
centrifugéldsnak nevezziik, amit a preparativ kémidban, biokémiaban és az iparban is
sz¢leskorlien alkalmaznak.

A legdifferencialtabb preparativ {lepitési moddszerek a sejtfrakcionaldsi eljarasokban
hasznalatosak. Ezek 1ényege az, hogy a szoveteket, sejteket, valamely eljarassal 6sszetorve és
felhigitva homogenizatumot allitanak eld, és ebbdl preparaljak, majd tisztitjadk a kiilonboz6
sejtalkotokat, illetve azok toredékeit.

A kiilonbo6z6 sejttipusok egyes organellumainak mérete nagyon kiilonbozhet, és a specifikus
membranjaik Osszetételében, kovetkezésképpen a striiségeikben is lehetnek kiilonbségek,
melyeket nem mindig ismeriink. Ezért a centrifugalds paramétereit (fordulatszam, idd) a
gyakorlatban nem a Stokes egyenlet alapjan torténd szamitassal, hanem empirikus
probalkozasokkal hatdrozzuk meg. Egy adott centrifuga és forgofej esetében a centrifugalas
idejét ¢és a fordulatszdmot varidlhatjuk. Mivel azonban az {ilepedési sebesség a
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forgastengelytdl mért tdvolsagtol fligg (azzal egyenes aranyban nd) ezzel a fordulatszammal
csak az adott geometriaju forgofejben jellemezhetjiik az iilepitési folyamatot. Belathato, hogy
egy bizonyos centrifugalis gyorsulasi érték rendkiviil kiilonb6zd fordulatszamu porgetéssel
¢érhetd el, attol fliggden, hogy az e szempontbdl vizsgalt pont milyen radilis (x) tdvolsdgban
van a forgastengelytdl. Annak érdekében, hogy az egyik bizonyos centrifugaval kapott
eredmények egy masfajta késziilékkel is reprodukalhatéak legyenek, a centrifugalas idejét és
a centrifugacsd valamely pontjan érvényes centrifugélis gyorsulés értékeit szoktdk megadni.
Ugyanis a (9) és a (13) alapjan a centrifugalis iilepités egyenlete az alabbi, egyszerii formaban
is felirhato:
dx

e (19)
A centrifugalis gyorsulas a (19) és a (10) sz. egyenletekbdl:
Y =(2mn)’x; (20)

Az egyenletben a masodpercenkénti fordulatszamot, a gyakorlatban azonban a percenkénti

fordulatszamot hasznaljuk. Ennek jele: RPM (revolutiones pro minutum).

2nRPM
60

Az igy szamitott helyett a nehézségi gyorsuldsra vonatkoztatott Un. relativ centrifugalis erétér

(RCE, az angolnyelvii irodalomban RCF: relative centrifugal force) fogalmat vezették be.
Ez annak mértéke, hogy a centrifugélis gyorsulds hanyszorosa a nehézségi gyorsulas (g =

v =( )x; 21)

981 53) értékének, tehat:
S
2nRPM , 1 2x,1
RCE = ()2 —x = () —=RPM?x ; 22)
60 g 60" ¢

Mivel a sejtfrakcionalas gyakorlatdban nem ritka a 10*-10° nagysagrendbe tartozod
percenkénti fordulatszamok alkalmazasa, a fenti képletet kezesebbé teszi, ha ezresével
szamoljuk a fordulatszdmokat:

2710° . 1 RPM
RCE = 2 — ’X 23

Ezutan az éllandok értékeit behelyettesitve és elvégezve a szamtani miiveleteket az
Osszefiiggés az alabbira egyszeriisodik:
RPM

10° )X (24)
Ez megadja, hogy a forgastengelyt6l mért x tavolsagban az adott RPM mellett a gravitacids
allando hanyszorosat teszi ki (hany g) a centrifugdlis gyorsulés.
A gyakorlatban a centrifugélas idejét percekben (vagy orakban) és az RCE értékét “g”-ben
adjak meg (pl. 60 perc centrifugalds 100 ezer g-vel). Tudni kell azonban, hogy a megadott
érték mit jelent pontosan. Egy adott centrifugalt térfogatnak (az edénynek, csonek stb.) a
forgastengelyhez legkozelebbi pontjan az RCE értéke minimalis (gmin), a legtavolabbi pontjan
az RCE értéke maximalis (gmax), mig a kettd kozotti féluton atlagos (gsu). Lelkiismeretes
adatkdzl6 mindig jelzi, hogy melyik “g—értéket” adja meg altalaban az utdbbi kettd koziil.
A gyakorlat megkonnyitése céljabol egyes centrifugagyartd cégek olyan un. rotordiagramokat
is csatolnak a forgoéfejekhez, melyekrdl leolvashatok az alkalmazott fordulatszamhoz tartozo
RCE . értékek. Olyan megoldasok is vannak, hogy RCE értékeit egyidejlileg leolvashatjuk
az adott fordulatszdm mellett x fliggvényében is.

RCE=11.18(
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M¢ég egyszer hangsulyoznunk kell, hogy bar a RCE ¢és a centrifugalds percekben megadott
idejének alapjan a centrifugalas koriilményei pontosan reprodukalhatok, igazan hasznosan
csak a sejtfrakciondldsos moddszer empirikus kidolgozasaban hasznélhatok. Az {ilepedési
sebesség, 1d6 ¢és egyéb jellemz6 adatok a Stokes egyenlet alapjan szdmithatok ki.

A differencialis centrifugalas

E moddszer segitségével a diszpergalt részecskék kiilonbozo fizikai tulajdonsagu frakcidit
nyerhetjiik. Az eljarasban a kozeg stirlisége és viszkozitasa nem valtozik az iilepedd részecske
utvonala mentén, tehat a részecskét egy adott kozegbdl, vagy esetleg egy adott slirliségii
folyadékrétegen at ilepitjiik ki.

Ha a heterogén diszperz rendszer részecskéi kozott nagy a strtiségkiilonbség, akkor az s
értékeik, illetve iilepedési sebességeik kozott szamottevd kiillonbség lesz, ami elsdsorban a
stirtiségkiilonbségbdl szarmazik. Kiilondsképpen nyilvanvald ez, ha a slriiségviszonyok
olyanok, hogy egyfajta részecske iilepedd, mig egy masfajta pedig f616z6d6 mozgast végez.
Ha biologiai anyagbol késziilt homogenizatumot vizben vagy annal kevéssel stirtibb kozegben
centrifugdlunk, akkor elsésorban csak a raktarozott zsirnemili anyagok, és egyes specialis
részecskek, pl. a majsejtek szekrécids lipoproteideket tartalmazo valadékszemcséi f616z6dnek.
A tobbi sejt— és szovetalkotorész iilepedni fog. A sejtalkotok, illetve a homogenizalaskor
beldliik keletkezett toredékek kozotti stirtiségkiilonbség nem nagy érték, hiszen striiségiik
1,13-1,40 g/em’ kozé esik. Ilyen esetben a részecskék kozott 1étezé térfogat— és esetleg
alakbeli eltérések valhatnak az s—értékbeli kiilonbségek dontd tényezdivé. A abran jol

érzékelhetd, hogy patkany majbol késziilt homogenizatumban az endoplazmatikus halézat, a
peroxiszomak, a lizoszomak, a mitochondriumok, a plazmamembran és a vordsvértestek
stirlisége egyarant az 1.133-1.22 g/em’ siirliségtartomanyba esik, ugyanakkor Svedbergekben
kifejezett iilepedési egyiitthatojuk 10'-10° S-ig terjed. Az 6t nagysagrendet is elérd eltéréseket
a részecskeméret (radiusz) eltérések okozzdk. Az abran vilagosan lathato, hogy a plazma-
membran méret szempontjabodl igen kiilonbozd toredékei, bar azonos stirliségli, de igen széles
hatarokon beliil valtozo s értékekkel jellemezhetd részecske populaciot alkotnak.

Belathatd, hogy az ilyen kicsiny stirtiségkiilonbség ellenére a kiillonb6zé méretli részecskék
adott kozegben, adott centrifugélis fordulatszdm mellett is igen kiilonb6z6 sebességgel fognak
tilepedni. Mivel az s—értékbeli kiilonbségekért dontden a részecskék méretkiillonbségei

felelosek, azt mondhatjuk, hogy a differencidlis centrifugdldssal a részecskéket térfogatuk
szerint frakciondlhatjuk.
A feladat rendszerint az, hogy a homogenizatumbol egy vagy tobb, esetleg az Osszes
lehetséges sejtfrakciot allitsuk eld. A homogenizatum kiilonbozé térfogath részecskékbdl allo
heterogén szuszpenzionak tekinthetd. A centrifugéléssal el6bb a legnagyobb, majd az RCE ¢és
1d6 fokozatos novelésével az egyre kisebb részecskéket egymas utan kiilonitjik el a
médiumbol.
Ha a kitilepiteni szandékozott részecske iilepedési egyiitthatojat eléggé pontosan ismerjiik, a
teljes kiiilepitéshez sziikséges szedimentacids idot a Stokes egyenlet integralt alakja (17)
alapjan szamithatjuk ki:
lInx,-Inx,

t2 t1 s 0)2 (25 )
ahol X;=Xmin, vagyis a centrifugdlt szuszpenzi®6 meniszkuszanak ¢€s X;=Xmax, Vvagyis a
centrifugélt szuszpenziot tartalmazd edény fenekének tavolsiga a forgastengelytdl. x,—x
pedig egyenl6 azzal az uttal, amelyet a t; idépontban a meniszkuszban tartézkodo részecskénk
t, idOpontig megtesz az edény fenekéig. Tehat to—t,=t; szedimentaciods idével.
Ha az egyenletbe w percenkénti fordulatszamokbol kifejezett értékét behelyettesitjiik (20), és
a fordulatszdmokkal 1 000 RPM egységekben szamolunk:
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B l Inx_ -Inx_. 1 Inx_ -Inx_ .

PTS RREM T 2n0, RPM S 0
60 60 10°
Ebbdl a konstansokat kiemelve és a szamitasokat elvégezve:
B 1 Inx, -Inx . 7
%= 1096.58 5 RPM, 7)
Cror )

Egy adott centrifuga adott forgdfeje esetében Xmax €s Xmin €rtékei is adottak, és jellemzd a
forgofejre egy technikai okokbol eldirt maximalis fordulatszam is. A forgéfej ezen allandod
értékeit is az egyiitthatoba bevonva a (27) 0sszefiiggésbol

K

t = max; 28
s(min) S ( )

ahol K,,x az Gn. rotor—konstans, amit egyes centrifugagyartd cégek tdblazatban adnak meg
forgofejeikre vonatkozdan.

A (28) egyenlettel tehat az szamithaté ki a K-faktor ismeretében, hogy s iilepedési
egyltthatoji részecskénk a maximalis megengedett sebességével porgetett forgdfejben
mennyi id6 alatt lilepszik ki a meniszkusztdl az edény fenekére. Evidens, hogy ezalatt az id6
alatt a szuszpenzié minden s iilepedési egylitthatoju részecskéje kitilepszik. Ez a tymin/ 1d6 az

s részecske K rotorban torténd Kkiiilepitéséhez sziikséges minimalis id6, mert ha a

megengedett maximalisnal kisebb fordulatszamot hasznalunk, akkor mivel a (27)-bdl
értelemszeriien:
Inx,  -Inx .

K= RPM ; (29)
1096.58(———™*)?
10°
és
RPM?

K=K, . ﬁ; (30)

ezért
K K__RPM? RPM?
ts = ? = m;i({PMz = 1:s,(rnin) RPI\/F;X 5 (31)

az egyenletekben RPM,,, a forgdfej maximalis megengedett fordulatszdma, Kp.x a
rotorkonstans, K az aktudlis fordulatszdm RPM mellett érvényes rotorallando, t; pedig az s

részecske szedimentacios ideje RPM aktudlis fordulatszam mellett.

Egy viszonylag egynemii szdvetbdl, pl. majbol készitett homogenizatumban, ha a sejtek
megfeleld mértékig Osszetort (fragmentalt) allapotban vannak, a sejtmagok a legnagyobb
térfogata részecskék. A centrifugalas idejét ugy valasztjuk meg, hogy adott centrifugan
kivalasztott fordulatszam mellett az 6sszes sejtmag az iiledékbe jusson, és az lilepités e ponton
fejez6djek be. Ezzel a 1épéssel két sejtfrakcidhoz jutottunk.

Az iiledék (szedimentum) az un. nyers sejtmag (nukledris) frakcidé kvantitative tartalmazza a
sejtmagokat, azonban azoknal kisebb részecskékkel szennyezett. Ez a kovetkezokkel
magyarazhat6. A centrifugélds elétt a homogenizatumban a kiillonb6zé méretli részecskék
eloszlasa elvileg egyenletes. Centrifugalasi idonek azt az id6tartamot valasztottuk ki, ami alatt
azok a sejtmagok is elérik az iiledék felszinét, amelyek eredetileg a centrifugacsének a
forgastengelyhez legkozelebb esé pontjan voltak. Ez alatt az id6 alatt elérik a szedimentum
térfogatat azok a részecskék is, amelyek olyan kozelrdél indultak, hogy kisebb sebességiik
ellenére is bejuthattak az iiledékbe. A nyers frakciobol a kisebb részecskéket az iiledék 1;j
médiumban torténd tobbszori reszuszpendalasaval és ujracentrifugalassal lehet kimosni. Ha a
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szedimentumot a homogenizatum kiindulasi térfogatara Gjra felszuszpendaljuk, akkor a kapott
szuszpenzié sejtmag—koncentracidja ugyanakkora lesz, mint a homogenatumé volt, a kisebb
részecskéké azonban annak csak az a hanyada, amelyik a szedimentumba jutott. EzErt minden
egyes Ujrafelszuszpendalas utani ultracentrifugalas soran a kiinduldsival azonos mennyiségii
sejtmag keriil a szedimentumba, a kisebb részecskékbdl azonban egyre kevesebb. Harom—hat
ilyen mosas utan mar megkapjuk az un. tisztitott sejtmag frakciot.

A centrifugdlds utdn az iiledék folott maradd szuszpenzidt feliiluszonak (szupernatans)
nevezziik. A magfrakcio feletti feliilusz6 neve: poszt—nuklearis szupernatans (PNS). Ez olyan
értelemben tiszta, hogy nincsenek benne sejtmagok, azonban nem tartalmazza az Osszes
citoplazmatikus részecskét, tehat nem tekinthetd tiszta citoplazma frakcionak.

Ha ennek valamely részecske—fajtajat kvantitative kivanjuk kinyerni, akkor a tovéabbi
preparalas el6tt hozza kell onteni a szedimentum tisztitdsdbol szarmazé feliiluszokat is. A
magfrakcio sejttipustol fiiggéen 500-1000 gn.x €rték mellett 10-20 percig torténd
centrifugéldssal nyerhetd ki (médium: 0.25 M/] szachar6z). A PNS-bdl az RCE emelésével,
megfeleld id6 kivalasztasaval nyerhetd a méret szerint kovetkezd sejtalkotd frakcidja.

A PNS-ben a magok utan kovetkezd részecske mérettartomany ndvényi sejtekben a
vakuodlumoké és/vagy a plasztiszoké, majd ezt koveti a mitochondriumoké. Allati sejtekben a
magokat méret szerint altalaban a mitochondriumok, esetleg egyes sejttipusokban elébb az
azoknal nagyobb valadékszemcsék kovetik. Ha a PNS-t az eldbbinél nagyobb RCE
alkalmazaséval megfeleld ideig centrifugaljuk, akkor eléallithato a fentemlitett organellumok
nyers, majd tisztitott frakcioja. Példaul, allati sejtek mitochondrium frakcidjanak kinyeréséhez
altalaban 10-20 percig tartd, RCE=3000-10 000 gm.x melletti centrifugéalast hasznalnak. A
mitochondriumok, a lizoszoémak és a peroxiszomak egy része sok sejttipusban azonos
mérettartomanyba esik, ¢és ezért differencidlis centrifugildssal egymastél szét nem
valaszthatok. Ilyen sejtek (pl. majsejtek) esetében gyakran eldbb kiiilepitik a 3 000—4 500 gax
/10 perc/ mellett képz6dd un. nehéz mitochondrium frakciét. Ez mitochondriumokban dusabb,
mig az azutan kb. 7 000 gmax /20 perc/ alkalmazasaval eldallitott tn. konnyli mitochondrium
frakcid a kisebb méretli mitochondriumokat és a lizoszomak, valamint a peroxiszémak zomét
tartalmazza. Természetesen mindkét mitochondrialis szubfrakcié szennyezett az emlitett
harom organellumnéal kisebb részecskékkel is. Ezek azonban tobbszori moséssal
eltavolithatok. A nyers mitochondrium frakcié folott a posztmitochondridlis szupernatans
(PMS) képzddik. Ez apré vezikulakat tartalmaz, melyek a homogenizalaskor keletkeztek (lasd
ott) a durva felszini ER, a sima felszinii ER, a Golgi—komplexum elemeibdl, valamint a
plazmamembranbol. Ugyancsak e feliiluszoban taldlhatok a szabad riboszémak, valamint
oldott alllapotban a citoplazma matrix €s a citoszol. A posztmitochondridlis feliiliszo
ultracentrifugalasaval (100 000 gpay, 1 Ora, 0.25 M/l szachar6z médiumban) eldallithatjuk a
szabad riboszomakat is magéaba foglalo nyers mikroszéma frakciét. A fennmarado, iilepithetd
részecskéket mar nem tartalmazd posztmikroszomdlis feliilisz6 nem mds mint a
homogenizald kozeggel higitott citoplazma alapallomany és a citoszol. A kiilonbozo
membranorganellumok mikroszomalis vezikuldinak térfogata az 4ltaldban szokdsos
homogenizalasi eljarasok (lasd ott) utdn nem kiilonbozik olyan diszkrét értékben, hogy
differencidlis centrifugéalassal kielégitden szétvalaszthassuk dket egymastol.

Mivel azonban bizonyos surliségkiilonbség van a részecskék kozott, szokds a nyers
mikroszomat két szubfrakciora bontani. Az un. nehéz mikroszéma frakcié (20-30 000 gmax),
10-20 perc) apr6 lizoszémakat, a durva felszinii ER-bdl szarmazé vezikuldkat, tovabba, ha
voltak a sejtekben, akkor mikroperoxiszomékat, vagy példaul szinaptikus vezikulakat
tartalmaz. A sima felszinli ER, és Golgi komplex membranjainak és vezikuldinak tobbsége és
a riboszémak a konnyli mikroszéma frakcioban (kb. 100 000 gumax, 1 6ra) nyerhetdk ki. A
nehéz és konnyli mikroszoma azonban csak nyers frakcionak tekintendd, mert kdlcsondsen
atszennyezik egymast. Ez érthetdvé valik, ha a  4brat tanulmanyozzuk, mely megmutatja
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példaul, hogy az endoplazmatikus retikulum mikroszomalis részecskéinek 1,13 és 1.20 kozé
esé siirtisége mellett s értékiik a 10'-5x10"*S kozott kontinuumot alkot, és igy atfedésben van

a riboszomakkal és a lizoszomakkal, illetve a peroxiszomakkal.

A mikroszoma frakcié szubfrakcidi mar csakis az Un. slriiség—gradiens centrifugalassal,
vagyis kismértékii stiriségkiilonségeiket kihasznalva tisztithatok tovabb.

A differencialis centrifugaldssal nyert sejtfrakciok anyagi Osszetétel (lipid—fehérje aranyuk,
mindségiik, enzimosszetételik, membranjuk és beltartalmuk 0Osszetétele) szempontjabol,
valamint funkciondlis szempontbol vizsgalhatok. Utobbi esetben a tisztitott vagy nyers
szedimentumokat a kisérletezd altal megszabott médiumokban felszuszpendaljak és enzimek,
kotofehérjék, transzportrendszerek miikodését, sejtanyagcsere folyamatok lefolyasat
lényegében biokémiai modszerekkel (in vitro) vizsgalhatjak.

Azonban a biokémiai vizsgalatokkal ellentétben ily modon egy, a sejtbdl kiszakitott, sok
komponensbdl integraloddé mitkodd struktirat vizsgalhatunk, ezért a sejtfrakcidkban nyert
informaciok nélkiilozhetetlen kiegészitéi az ¢lo sejtek és szovetek felhasznéaldsaval szerzett
adatoknak. A vizsgalt struktirdkat kiszakitottuk a sejten beliili szabalyozds hatdsa aldl.
Mukodésiik kisérletes befolydsolasa azonban (pl. egyes citoszol fehérje faktorok vagy
kismolekuldk hozzaadasa stb.) potolhatatlan eszkozt jelenthet az intracelluldris szabalyozas
megismerésében. Igen jelentds a maj mikroszomalis frakcioinak felhasznalasa példaul a
xenobiotikumok metabolizmusdnak felderitésében. Az ER méregtelenitd folyamatainak
megismerése ugyanis elengedhetetlen része minden toxikologiai €s gyogyszerbiokémiai
vizsgalatnak, tehat a gyogyszerkutatds és a kemoterdpia fejlesztésének. A centrifugalasos
tilepitési eljarasoknak a biologiai kutatasokba tortént bevezetése Albert Claude belga kutatod
érdeme, aki elészor (1940) alkalmazva a differencidlis centrifugalast, a sejtbiokémiai és
molekularis biolégiai kutatasok belathatatlan tavlatait nyitotta meg. Eletmiivét 1975-ben
ismerték el az orvostudoményi Nobel dij odaitélésével.
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