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A vékony (maximum 0,25 um vastagsagi) biolégiai mintak rontgen-
sugar mikroanalizise (elektronsugaras roétgen-mikroanalizise: BERNOLAK,
SzABO, SziLas 1979) alig tobb, mint 10 éves miltra tekint vissza, s csupan
néhany szaz kézlemény jelent meg ebben a témakérben. Jelentfsége mégis
ériasi, mert az egyetlen olyan vizsgalé médszer, amely kozvetlen kapcesolatot
teremt a morfolégia és a biokémia kozott.

A lehetséget egy ilyen kapcsolatteremtésre az analitikai elektronmik-
roszképia biztositotta: azok az elektronmikroszképok, amelyek rontgen-sugar
mikroanalizatorral vagy mikroanalizatorokkal vannak felszerelve. Mind a
transzmissziés, mind a scanning elektronmikroszképok kombinéalhaték mik-
roanalizatorral, igy az elektronmikroszképos anyagvizsgalat soran mindha-
rom iizemmédban (TEM: transzmisszios elektronmikroszkép, STEM: scanning
transzmisszios elektronmikroszkép és SEM: scanning elektronmikroszkép)
nyerhet6 informacié az anyag in situ mikrokémiéjara vonatkozéan.

A modszer lényege, hogy az elektronbombazas hatasara keletkezé ront-
gen-sugarzast a minta kozelében elhelyezett detektor érzékeli, majd az impul-
zusokat erdsités utan egy sokcsatornas analizator dolgozza fel, melynek ered-
ménye az energia spektrum, illetve hullimhossz spektrum, a detektortél fiiggd-
en. Ujabban mindkét detektor-tipussal felszerelik az elektronmikroszképo-
kat, igy célzottan alkalmazhaték. A kristalyspektrométerrel nyert hullam-
hossz spektrumon csak egy elem vizsgalhaté, azonban a feloldéképessége, igy
a jel/zaj, azaz csidcs/hattér arany jobb, ezért a kis koncentraciéban jelenlevd
elemek vizsgalatara alkalmasabb. Afélvezetd tipusi (altalaban szilicium/litium)
detektorral kapott energia spektrum azonban a teljes detektalhaté elemésszeté-
telt mutatja, amelyet altalaban révid 100-200 masodperces analizis idgvel nye-
riink. A hagyomaényos félvezets detektorral csupan a natrium, illetve a natri-
umnél magasabb rendszadmi elemek vizsgalhaték, azonban az dn. ablak nélkiili
detektorokkal kénnyebb elemek is vizsgalhaték.

A biolégiai mintak analizisében a félvezetd detektorok alkalmazéasa el-
terjedtebb, mint a kristalyspektrométereké. Az eddigi kozlemények kb. 109,-

* IX. Membrén Transzport Konferencidn 1979. méjus 15—18 kozott Siimegen elhang-
zott elbadas.

MTA Biol. Osst. Kosl. 23 (1980)



54 TOTH IDA

ban alkalmaztak hullimhossz spektrum kiértékelést. Ennek nem csupan a
kénnyebb kezelhet6ség az oka, hanem az is, hogy révidebb id§ alatt tobb infor-
maci6é nyerhetd a szimultan spektrum révén, igy a minta karosodasa minima-
lis. A legkisebb kimutathaté anyagmennyiség 101 g, (SHUMAN, SoMLYO
1976) tehat rendkiviil érzékeny mdédszer.

A réntgen-sugar mikroanalizis latszélag egyszerl, gyors médszer az
elemek in situ meghatdrozasara. Azonban ahhoz, hogy értékelhetd eredménye-
ket kapjunk, gondos, meghatarozott paraméterekkel végzett analizis és még
gondosabb, kontaminacié- és miitermék-mentes mintaelGkészités sziikséges.

Mintael6készités

A réontgen-sugar mikroanalizis révén nyert adatok értékelhetdsége nagy-
mértékben fligg a minta elGkészitésétsl. A preparalas kettds kritériuma a
kovetkezo:

i. MegfelelGen kontrasztos minta a tajékozodas biztositasara.
ii. Az elemek diszlokacio és kioldédas mentes megérzése.

Csak a két feltétel biztositasa esetén hasznalhatjuk ki maximalisan azt
a rontgen-sugar mikroanalizis nyujtotta lehetGséget, hogy pl. egy sejtorganel-
lum in situ elemésszetételét meghatarozzuk. Ennek a kettds kovetelménynek
egyetlen ma ismert médszer sem felel meg tokéletesen, azonban szamos kompro-
misztikus megoldas van. Ezek az eljarasok a vizsgalat céljatol figgben két
nagy csoportra oszthaték:

1. Minden detektalhaté elem, vagy
2. célzottan egy-egy elem kimutatasara iranyulé elGkészités.

1. Minden detektdlhato elem kimutatdsdra iranyuls elokészitési médszerek :

1.1. A konvencionalis elektronmikroszképos elkészités soran a fixalo
szerek, a vizelvoné szerek, s6t a beagyaz6 medium is kioldhatja, illetve diszlo-
kalhatja az elemeket. Ezért célszeri minden kémiai anyagot mell6zni, ha min-
den detektalhaté elem eloszlasat akarjuk vizsgalni. Legalkalmasabb elGkészité-
si méd a rogzitetlen anyagbdl késziilt fagyasztva szdritott, fagyasztott ultravé-
kony metszés. llyen preparatumok készitéséhez specialis ultramikrotomok
szitkségesek. A hagyomanyos ultramikrotomok kézil az LKB Ultratom I.
ITI. és IV., a Reichert OMU-2, OMU-3, valamint a Sorvall Porter-Blum
MT2B és MT2 tipusai kiegészithet6k a kereskedelmi forgalomban kaphaté fa-
gyasztd feltétekkel.
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A preparalas lényege, hogy alacsony h&mérsékleten, altalaban a folyé-
kony nitrogénben (—190 °C) vagy tdlhiitétt, folyékonyni trogénben (—210 °C),
megfagyasztjuk a szévet lehetGleg minél kisebb részletét, (altalaban 1 mm?).
Ezutan az anyagot —80 —100 °C koriili hdmérsékleten szaraz késsel megmet-
sziikk, majd td (CBRISTENSEN 1971) vagy vakuum (APPLETON 1974) segitségé-
vel osszegytijtjiilk a metszeteket és az elektronmikroszképos rostélyra helyez-
zik.

Szaritas utan szénréteget parologtatunk ra (Hopson és WiLLiams
1974). A metszet szaritasat is alacsony hémérsékleten kell végezni, igy az ele-
mek szaradas kozbeni diszlokaciéja elkeriilhets. Laboratériumunkban Reichert
OMU-2 tipusi ultramikrotom FC-2 tipusd fagyaszté feltétjével dolgozunk.
Ebben a késziilékben a preparatum, a késtarté és a gyorsfagyaszté egység egy
viszonylag kis térfogati kamraban helyezkedik el, a hémérséklet 0,2 °C pon-
tossaggal elektromos tdton szabalyozhaté —160 és - 40 °C kozott, folyékony
nitrogén elektromos uton térténd parologtatasaval. A minta fagyasztasara fo-
lyékony nitrogén helyett Freon 22-t alkalmazunk —130 °C mellett. Ennek meg-
van az az elénye, hogy igy a mintat a kamran beliil fagyaszthattuk le, és épp-
oly j6 eredményeket kaptunk, mint tilhttstt cseppfolyds nitrogénnel.

A j6 metszetkészités feltétele, hogy minél kisebb anyagot minél gyorsab-
ban fagyasszunk le. Ijgy tapasztaltuk, hogy Vibratommal térténd elémetszés
(50—100 pm-os szdvetszeletek) alkalmazasa nagymértékben csokkenti a fa-
gyasztas sorani jégkristaly képzddést. Jol kisimithatok a metszetek és felvéte-
lik is effektivebb, ha kis teljesitménytli vakuum szivattydval gytjtjik 6ssze
a szalagszertien rendezddtt metszeteket. Ezt a médszert Appleton nyomén mi is
adaptaltuk Reichert OMU-2 FC-2 tipusd ultramikrotomunkhoz. A fagyasztva
szaritott ultravékony metszetekben elméletileg minden elem diszlokéacié men-
tesen megorizhets, igy a rontgen-sugar mikroanalizis idedlis preparatumai.
Azonban a természetesen el6fordulé elemek elektron-denzitasa alacsony,
ezért a tajékozddas problematikus, a membranok példaul nem vehetk ki
a megszokott médon: csupdn az anyag stiriségbeli kiilsnbségei adnak kontraszt
hatast.

1.2. A lefagyasztott minta vakuumban kiszarithat6, miigyantaba agyaz-
haté, igy is elkeriilhetjiik a fixalashoz, illetve a viztelenitéshez hasznalt kémiai
anyagok alkalmazasat. Ezek a fagyasztva szdritott bedgyazott metszetek. A meto-
dika egyszertibb, mint a fagyasztva szaritott fagyasztott ultravékony met-
szetek készitése, de a beagyazé anyag diszlokéaciét okozé hatasa nem zarhato
ki.

1.3.A lefagyasztott anyag viztelenitését szubsztituciéval is elérhetjiik.
Eredetileg SPURR (1972) irta le. A lefagyasztott anyag —80 °C szubsztitualha-
t6 dietil-éterrel, vagy acetonnal, vagy akroleinnel, majd néhany nap milva
szobah6mérsékletre hozhaté, és beagyazhaté. Szamos nvényi és allati szovet-
ben végeztek igy eredményes vizsgalatokat, azonban a natrium és kalium ki-
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oldédasa megfigyelhets a fagyasztva szubsztitudlt metszeteken. (CHANDLER
1978).

1.4. Mind a kémiai, mind a fizikai fixalast mell6zve is készithetd prepa-
ratum mikroanalitikai célra: szuszpenziét levegdn, (CosTA et al. 1977, Hur és
CosTA 1979, SILBERGELD és CosTA 1979) vagy kritikus pont-széaritéval dehidralt
allapotban vizsgalhatjuk (CLARKE et al. 1970). Rendkiviil gyors, egyszerd elja-
réas. Szovetekbdl is készithetSk levegén szaritott preparatumok: ezek az elek-
tronmikroszképos kenetek (TAxAYA 1975).

Az emlitett moédszerekrsl részletes attekintést ad Erasmus (1978).

2. Egy elem célzott kimutatdsdara irdanyulé elokészitési miodszerek

2.1. Célzottan, egyetlen elem lokalizaciéjara iranyulé vizsgalatok
precipitaciés moédszerrel végezhetdk. igy a szovetben jelenlevd endogén elem
egy csapadék-képzd agenssel oldhatatlan reakciévégterméket képezve a szo-
vethben megdrizhetd, és rontgen-sugar mikroanalizissel vizsgalhaté. Sok eset-
ben, de nem sziikségszertien a csapadék elektrondenz,igy a lokalizacié konnyd.
A kiilonb6z8 metodikakat részletesen ismerteti LAucHLI (1975). A precipi-
tacidés technikak tekintélyes hanyada a kalcium kimutatasarairanyul. Labora-
tériumunkban sikerrel alkalmaztuk az Oschmann —Wall technikéat idegszovet-
ben (PArpucz és Jobé 1976), K-piroantimonitos rogzitést izomszdvetben
torténé kalcium lokalizalasara (Dux és mtsai 1977, Dux és mtsai 1978).

2.2.Nemcsak az endogén elemek,hanem a szévetekbe bevitt exogén elemek

is azonosithaték megfelel6 el6készités utan. Csigab6l (Helix pomatia)
szarmazé suboesophagealis idegduc barium tartalmd oldatban térténd inku-
balasa utan a neuroszekréciés szemcsékben barium kimutathaté (Job és
mtsai 1977).
Az elektronmikroszképos K-ferricianidos glikogén festési eljaras specifikus
volta ellengrizhetd a csapadék rtg-sugar mikroanalizisével (BoLpoczki és
PArpucz 1977). A ferritinben 1év6 vas detektalasaval az agyi hajszalerek
permeabilitas-fokozodasa egzakt médon jellemezhetd (Jo6 és KARNYUSHINA
1978).

Zink-j6d-ozmium reakcié idegszovetben torténd lokalizalasat koveten
a csapadék rontgen-sugar mikroanalizise megerdsitette a reakcié végtermék
és a kalciumkot6 helyek feltételezett kapesolatat (HALAsSz és mtsai 1979).

Alkalmazas

A tovabbiakban a rontgen-sugar mikroanalizis laboratériumunkban
elért tjabb eredményeirsl szeretnék beszamolni. Adatainkat JEOL-JEM
100B-hez kapcsolt JEM-ASID scanning elektronmikroszkép és EDAX 707 B
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energiadiszperziv rontgen-sugar mikroanalizator hasznalataval nyertik. A
metszeteket Reichert OMU-2, FC-2 tipusi fagyaszté ultramikrotommal ké-
szitettiik.

1. Idegszivet

1.1. Periférids idegszovet elemosszetételének vizsgdlata

Az idegszovet elemiosszetételének vizsgalatara elsé alkalommal olyan
szovetet valasztottunk, melynek viszonylagos egyszer(i struktiraja lehetové
teszi a j6 tajékozodast fagyasztott ultravékony metszeteken is. Patkéany, egér
és béka rogzitetlen n. ischiadicusabél készitettiink fagyasztott ultravékony
metszeteket és ezeket festetleniil, szenezés utan vizsgaltuk az elektronmikrosz-
képban (1—3 abra). A myelinizalt idegrostok egyértelmien felismerheték,
igy elemésszetételilk in situ vizsgilhaté. A kovetkezd elemek: Na, Mg, P, S,
Cl, K, Ca és Fe voltak detektalhaték, mind az axonban, mind a myelin hii-
velyben. Azonban csak a Na, K és P volt megtalalhat6 minden vizsgalt pon-
ton, a tobbi elem feltehetGen szekvesztralt eloszlasd, amint ez mas csapadékos
moédszerekkel tortént vizsgalatokbol ismert, példaul kalcium esetén (HiLLman

PN EN
O 200 sec 3643INT
VS: 250 HS:S50EV/CH

1—3. dbra. Patkany n. ischiadicus elektronmikroszképos részlete és rontgen-sugér mikroana-

lizise. 1. 4bra: rogzitetlen anyaghdl késziilt fagyasztva szaritott, fagyasztott, ultravékony,

festetlen metszet részlete. 5 940 X. M = myelin, A = axon. A foltok az analizis helyét jelzik.

2. 4bra: Az axon 200 misodperces, STEM iizemmédban végzett analizisének jellemz6 spekt-

ruma: a héttérrel, ill. anélkiil. 3. dbra: a myelin hiively hasonléképpen nyert jellemz§ spekt-
ruma. A titdn a hordozé rostély anyagabél szarmazik
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és LriNAs 1974, OscEMAN et al. 1974, HENKART et al. 1978, Duce és
KEeen 1978).

A myelin hiively lamellai festett készitményen latszanak csupan:rovid,
5’-es glutaraldehides fixalas utdn késziilt fagyasztott ultravékony metszet
részletét mutatja a 4. dbra, amely uranyl acetattal volt negativan festve.

A myelin hiively lamellai jol kivehet8k. A fagyasztott ultravékony met-
szeteken a membran kompartmentumok tehat nem lathatok, ezért a szekvesz-
tracié vizsgalatara mas metodikat alkalmaztunk. Csapadékos modszerrel vizs-
galtuk a Ca eloszlasat periférias idegrostokban. A kiovetkezo Ca-koté helyeket
lehetett megfigyelni, kalium-piroantimonatos fixalas utan: axolemma, mikro-
tubulusok. egyes neurofilametumok és sima felszinli endoplazmas retikulum
(5. abra). A csapadék osszetételét rontgen-sugar mikroanalizissel hataroztuk
meg (6. abra). Az antimon L csiicsatél a kalcium K vonala nem kiilénithetd
el egyértelmiien, ezért még az analizis elvégzése utan is kétséges lehet a csapa-
dék kalcium tartalma (ugyanis a kalium-piroantimonat nem szelektiv csapa-
dékos eljaras, natrinmmal, magnéziummal, mangannal, cinkkel és hisztonok-
kal egyarant csapadékot alkot). Ezért 20 mM EGTA-val kezeltik a metsze-
teket, igy a reakeié specifitasat kalciumra vonatkozéan kontrollaltuk (Davis
et al. 1979); a kezelés utan csapadék nem volt megfigyelhetd az idegrostban

4. dbra. Patkany n. ischiadicus elektronmikroszképos részlete. 5 perces 2,59, -0s glutdraldehides
fixdlds utdn készitett fagyasztott ultravékony metszet, uranil acetattal 1 percig feliilfestve.
125 060X, M = myelin, A = axon, m = mitokondrium
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5—7. dbra. Kilium-piroantimonattal tortént fixélds utdn készitett elektronmikroszképos

felvétel és rontgen-sugar mikroanalizissel kapott spektrum béka n. ischiadicusrél. 5. 4bra:

Kalium-piroantimonat rogzités utdn késziilt festett metszet részlete. 13 300 X, M = myelin,

A = axon. 6. dbra: a csapadék elem-isszetétele, rontgen-sugar mikroanalizissel, a héttérrel,

illetve anélkiil. A réz csiics a hordoz6 rostélybél szdrmazik. 7. 4bra: Kdlium-piroantimonéttal
fixalt, festetlen metszet részlete EGTA kezelés utdn. 32 000 X

(7. abra). Tovabbi kisérleteket terveziink a periférias idegrostok kalcium
kotd helyei funkcionalis jelentdségének tisztazasara. Eddigi eredményeinket
részben ismertettiik hazai, illetve nemzetkézi konferencidkon (Jod és Tora

1975, Téta 1978).

1.2. Szinaptoszomdk elemisszetételének vizsgdlata

Patkéiny agykéreghdl Hayés (1975) moédszerével preparaltunk szinap-
toszomat. A szinaptoszoma frakciébél a kévetkezd médon készitettiink kene-
teket: a frakciét Eppendorf 5412 asztali centrifugaval tovabb iilepitettiik
5 percig tarté 15 000 g alkalmazasaval, majd az iiledéket formvar hartyas
elektronmikroszképos rostélyra teritettiik polirozott nikkel riddal. Végiil
széngdzolés utan vizsgaltuk az elektronmikroszképban. A festetlen készit-
ményen is relative jol felismerhetSk a szinaptoszémak (8. dbra). A funkciona-
lis valtozasokat probaltuk nyomon kévetni a szinaptoszomak elemosszetételé-
nek DE BELLEROCHE és BREDFORD (1972) szerinti elektromos ingerlés utan
torténd vizsgalataval. Ingerlés hatasara a foszfortartalomra vonatkoztatott
szinaptoszomalis kéalium tartalom csokkent (9—10. abra).
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8—10. dbra. Szinaptoszémébél késziilt elektronmikroszképos kenet részlete, festetlen prepa-

ratum. A nyil a szinaptikus rést jelzi. 72 000 . 9. dbra: ingerelt szinaptoszéma energia spekt-

ruma. 10. dbra: Kontroll szinaptoszéma energia spektruma. Az analizis idé gy volt meg-
vilasztva, hogy a foszfortartalom azonos legyen (400, illetve 2000 masodperc)

2. Majsziovet elemisszetételének vizsgalata

Patkanymajb6l Takay médszerrel készitettiink elektronmikroszképos
keneteket. Meglepd médon minden fixalas, kontrasztozas nélkiill a méjsejtek
rendkiviil részletdds, egyértelmiien azonosithaté elektronmikroszkdépos képet
adtak (11. abra). Minden kétséget kizaréan felismerhet6k a sejtmagok és a
mitokondriumok. Az eletronmikroszképos kenet egészen hasonl6 a rogzitetlen
majbol késziilt festetlen, fagyasztott ultravékony metszethez (12. &abra).
A kenetek felszinének simasagat aranyg6zolés utan torténd scanning elektron-
mikroszképos vizsgalattal bizonyitottuk. Fénymikroszképos dimenzioban
19,-0s toluidinkékkel megfestett, az elektronmikroszkéopos kenetkészitéssel azo-
nos médon késziilt kenetek vizsgalataval gy6zddtiink meg arrél, hogy ezzel a
preparalassal a majsejtek megdrzik integritasukat, bar a sejtek majszévetre
jellemzs, gerendazatszert elhelyezkedése nem lathaté. A kenetek elektron-
mikroszképos tanulmanyozasaval kitiint, hogy a mitokondriumok 709%,-a sitét,
atlagosan 1000 A atmérdji elektrondenz szemcséket tartalmaznak. A hagyo-
manyosan késziilt elektronmikroszképos metszeteken is megfigyelhetik szem-
csék a mitokondrialis matrixban, azonban sohasem ilyen nagy szamban. A
szemesés mitokondriumok rontgen-sugar mikroanalizise azt mutatta, hogy
ezek Na, Mg, P, S, K és Ca tartalmiak. A szemcsétlen mitokondriumok kalci-
umot nem tartalmaznak. A mitokondrialis szemesék rontgen-sugar mikroanali-
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zisével két tipusi szemcse kiilonithets el, elemésszetételiikk alapjan: 1. P,
Ca, K, Mg; 2. P, Ca, K, Mg, S.

Az individualis mitokondriumok in situ vizsgalatara mas mdédszerrel
nincs lehet8ség. Ismeretes azonban, hogy az izolalt mitokondrialis granulumok
kiillonb6z6 kationokat és anionokat tartalmaznak (WEINBACH és VoN BRAND
1965).

Miutan az elektronmikroszképos kenetek morfolégiai és rontgen-sugar
mikroanalitikai értékelhet8ségér6l meggy6zidtiink, arra a kérdésre kerestiik a
vialaszt, hogyan kévethetd nyomon egy funkcionalis-morfolégiai viltozas ezzel
a feldolgozasi médszerrel. Kisérleteinkben mindkét nemii, albino patkanyoknak
0,25 ml/kg széntetrakloridot adtunk i. p. Akut mérgezést kovetsen megfigyel-
hetd az endoplazmis retikulum széttoredezése, a rER ciszterndinak vakuoli-
zacidja, degranulaciéja, valamint a szabad riboszoméak szamanak névekedése
(ReyNoLDps 1963). Hasonlé elvaltozast figyeltink meg a konvencionalis
elektronmikroszképos metszeteken, 2, 4, 6 6raval a mérgezés utan. Ezek az
elvaltozasok 6 6ras mérgezés utan voltak a legkifejezettebbek. A hagyomanyos
preparalassal parhuzamosan készitett keneteken a kovetkezd jelenség volt
megfigyelhetd: a mitokondriumok 809,-a szemcséket tartalmazott, és a szem-
csék nagysaga atlagosan 2000 A volt 2 éraval a mérgezés utan (13. abra). A

11—12. dbra. Majszovet elektronmikroszképos részletei. 11. dbra: elektronmikroszképos ke-
net, festés nélkiili prepardtum. 9 500 X, N = sejtmag, m = mitokondrium. 12. dbra: Régzi-
tetlen méajszovetbdl késziilt fagyasztott ultravékony metszet, festés nélkiil. 5 900 X
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13—15. dbra. Majszovethdl késziilt elektronmikroszképos kenetek és a rontgen-sugar mikro

analizissel kapott energia spektrum. 13. abra: 2 6rdaval széntetraklorid mérgezés utan készilt

kenet. 10 000 <. 14. dbra: 6 6raval széntetraklorid mérgezés utan késziilt kenet. 12 000 <.

15. dbra: egy szemecse rontgen-sugar mikroanalizisével STEM iizemmédban kapott spektrum.
A rézcsiics a hordozé rostélybél szarmazik

mérgezés 6. 6rajaban mar minden mitokondrium szemcséket tartalmazott
(14. abra). A szemcsék nagysaga néhany mitokondriumban elérte a 2500—3000
A-6t is. Egy-egy szemcse rontgen-sugar mikroanalizisével kimutathaté volt,
hogy igen nagy mennyiségben tartalmaznak P-t, K-ot, Ca-ot, Mg-ot (15. abra).
A szemesék kozotti matrixban P, K, Ca, S, Mg volt detektalhaté. A kapott
eredményeket Osszehasonlitva a kontroll kenetek mitokondriumainak elem-
osszetételével, azt talaltuk, hogy a szemesétlen mitokondriumok elemei 6ssze-
tételiikkben nem valtoztak a kezelés hatasara. A szemcsés mitokondriumokban
ezzel szemben a kezeléssel parhuzamosan megnivekedett a szemcsék elsGsor-
ban P és Ca, valamint Mg és K tartalma is. A mitokondrialis matrixban a ke-
zelés hatasara Ca és Mg jelent meg. Az dsszehasonlitas az azonos paraméterek-
kel végzett analizissel nyert impulzus értékekre vonatkozé, szemikvantitativ
adat.

TuiERs és munkatarsai (1960) izolalt mitokondriumokban langfotomet-
rias meghatarozassal szintén kimutattak a mitokondrium Ca és P tartal-
manak névekedését széntetraklorid adasat kovetden.

Mivel a kenetek analizisével a funkcionalis-morfolégiai valtozasok ko-
vethetek voltak, megprébalkoztunk biopszia soran emberi majbél nyert
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kenetek analizisével. A rontgensugar mikroanalizis kezdetben nem volt ér-
tékelhetS, mert a percutan tibiopszia (MENGHINI) soran fiziolégias séolda-
tot hasznaltak. Ha a mintavétel utin a majszovetet 59%,-os glilkéz oldattal
kimostuk, az analizis értékelhetd volt. A mitokondriumok eleméosszetétele,
P, K, S, a citoplazmaban P, S, K, Ca, Fe volt kimutathaté.

Fenti eredményeinket hazai konferencian részben ismertettiik (TéTH és
mtsai 1977).

3. Granulocitak rontgen-sugdar mikroanalizise

Fehérvérsejtekbdl a szinaptoszomahoz, illetve a majsziévethez hasonlé
moédon elektronmikroszképos keneteket készitettiink. A fehérvérsejtek kis ré-
sze megdrzi eredeti alakjat, éppigy mint a fénymikroszképos keneteken. Célul
tiiztiik ki, hogy ezt az egyszert, gyors, és konnyen reprodukélhaté médszert
granulocitak elemésszetételének vizsgalatara alkalmazzuk, krénikus granuloci-
tas leukémias (CGL) betegekben. Hat CGL-es férfi és nGbetegtél vénasan levett
nativ, illetve esetenként alvadasgatolt vérbdl centrifugalas utan készitettiink
elektronmikroszképos keneteket. A keneteket széng6zoléssel stabilizaltuk,
mas elGkészitési médot nem alkalmaztunk. Elektronmikroszképosan a sejtek
jol vizsgalhatdk, a sejtmag és a citoplazma jol elkiilonithetd (16. abra). A kii-
l6nb6z6 érési alakok a sejtmag alakjanak megfelelGen azonosithaték. A 17,
illetve a 18. abra CGL-es elektronmikroszkéopos kenet egyetlen granulocitaja-
nak jellemz6 energia spektrumat mutatja. Mind az egészséges, mind a CGL-es
fehérvérsejtekben Na, P, K, Cl, S, Ca volt detektalhaté a sejtmagban és a
citoplazmaban. Osszehasonlitottuk a sejtmag/citoplazma elemaranyait, azonos
sejten beliil: kontroll, fiatal CGL-es és szegment-CGL-es fehérvérsejtekben.
Az bsszehasonlitas alapja az azonos paraméterekkel nyert impulzus értékek.
Az bsszehasonlitas eredményeképpen a CGL-es betegek granulocitiinak mag-
jaban a P tartalom jelentds csokkenését figyeltiik meg a citoplazméahoz képest.

A tovabbiakban a most réviden ismertetett gyors és konnyen reprodukal-
haté modszerrel vizsgalatokat szeretnénk végezni haematolégiai beteganyagon.
Kiilondsen kivancsiak vagyunk arra, hogy a klinikumban altalanosan hasznalt
citosztatikus szerek alkalmazasa mennyiben valtoztatja meg a fehérvérsejtek
elemi 6sszetételét. Eredményeinket részben ismertettiitk hazai konferencian
(T6éTH és mtsai 1978).

A rontgen-sugar mikroanalizis a biolégiailag fontos elemek intracellula-
ris vagy transzcellularis transzlokéciojanak vizsgalatara legalkalmasabb maéd-
szer, kiillonosen ha az adatok kiértékelése kvantitativ médon torténik. A kvan-
titativ kiértékelés alapja a cstics/hattér arany, azaz a mintabél szarmazé karak-
terisztikus réntgen-sugarzas és fékezési sugarzas aranya (Hain 1971). A
pontos kvantitativ analizis végzéséhez specialis, erre a célra tervezett, vagy
atalakitott analitikai elektronmikroszkép sziikséges, az elektronaram pontos mé-
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16—18. dbra. Krénikus granulocitas leukémids beteg granulocitdinak elektronmikroszképos

kenete és rontgen-sugdr mikroanalizise. 16. 4dbra: KElektronmikroszképos kenet részlete,

festetlen készitmény. A denz foltok a STEM iizemmdédban végzett analizis helyei. 10 000 X.

17. dbra: a sejtmag jellemz6 elemosszetétele. 18. 4bra: a citoplazma jellemzd elemosszetétele.
N = sejtmag, C = citoplazma. A rézcsiics a hordozé rostélybél szarmazik.

résének lehetGségével. Az adatokat a szamos figyelembe veends paraméter mi-
att célszerli komputerrel feldolgozni. Idealis esetben 109,-0s pontossaggal vizs-
galhaté az elemek kvantitativ megoszlasa (ScHUMAN et al. 1976), elsésorban
fagyasztott ultravékony metszeteken (SoMmLYoO et al. 1979), illetve megfeleld
paraméterek alkalmazasiaval ez a pontossag fokozhaté (JANOSSY és mtsai
1979). Elektronmikroszképunkhoz adaptalva, a Hall médszertdl eltérs ala-
pon kidolgoztunk egy kvantitativ kiértékelési maédszert, melyet a tovabbiak-
ban biolégiai mintékon szeretnénk alkalmazni (KEszraeLyr1 és Téra 1979).
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