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Az elektronmikroszképos hisztokémia jelentds szerepet tolt be killonb6z6
médszertani lehetdségek kozott a membranok ultrastrukturalis elemzésében.
A hisztokémiai eljarasok alkalmasak a membranban vagy a membran felszi-
nén elhelyezkedd enzimek lokalizaciéjanak in situ tanulmanyozasara. A memb-
ranhoz kotott enzimek vizsgalataval lehet6vé valt a membran strukturalis
organizaltsaganak morfolégiai tanulmanyozasa. Az eljaras ma még qualitativ
esetleg szemiquantitativ kovetkeztetések levonasira alkalmas, mégis a mo-
dern morfolégiai lehetdségek egyik legperspektivikusabb eljarasanak tinik.
A médszerek kétségtelen elényokkel rendelkeznek, a szoveteket roncsolo,
majd a sejtfrakcickat, enzimmiikodést izolalt kérilmények kozott vizsgalo
biokémiai moédszerekkel szemben. Az enzimmiikodés egy sor kolesonhatas
kovetkezményeként jon létre. A kornyezethdl valé kiragadassal részben meg-
sziintetjiik azt a biokémiai vizsgalatok alkalmaval.

Az in situ hisztokémiai eljarasoknal tobb mdédszertani probléma ma még
megoldatlan, ezeknek figyelmen kiviil hagyasa a hisztokémiai reakcié kivi-
telezésekor és értékelésekor az enzimmiikodés és lokalizacié vizsgalatat ille-
t6en helytelen kovetkeztetések levonasit eredményezheti.

Az enzimmiikodés optimalis feltételének és a szoveti struktira épségé-
nek egymas melletti biztositasa kiilon-kiilon olyan kévetelményeket timaszt,
melyek annyira ellentétesek, hogy csak optimalis kompromisszum lehetséges.
Az enzim hisztokémiai vizsgalatok kivitelezéséhez sziikséges feltételek bizo-
nyos fokig ellentmondasosak az ép sejtmiikodés kirilményeihez viszonyitva,
hiszen az intracellularis reakcié alapkovetelménye a sejt feliileti membranjai-
nak sértése. A miikodd sejt esetében ezzel szemben a membran éppen a sejt
oldott komponenseinek kidramlasat akadalyozza meg. A hisztokémiai reak-
cional azonban atjarhatéva kell tenni, kiillonb6z6 kiviilr6l bevitt anyagok sza-
mara. Az ATPaz esetében pl. ép koriillmények ko6zott a sejtekben ATP nem jut
be, a sikeres reakcié alapkovetelménye a membran szerkezeti atalakitasa,
részleges destrukciéja. A hisztokémiai reakciéban az enzim kimutatisara ma
két lehetdség ismeretes, az egyik az enzimmolekula kézvetlen meghatarozasa,
a masik pedig az enzim altal katalizalt reakci6 felhasznalasa. Az el6bbinél
jelzett szubsztrat vagy gatléo anyag autoradiografias eljarassal torténd lokali-
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zalasat hasznaljuk fel. Az utébbinal pedig a reakcié végtermék az enzim mii-
kodés soran szubsztrat hasitashél keletkezett nehéz fémionnal lecsapott pre-
cipititum, amit az enzim helyén prébalunk lokalizalni.

Az elmult években szamos préobalkozas tortént az ATPaz kimutatasara,
az egyes ATPaz féleségek eldifferencialasara, a vonatkozé eljarasok probléma-
janak osszefoglalasara, a moédszerek hasznalhatésaganak tisztazasara,melynek
soran ismereteink bdviiltek, a témakorben elvégzett munka jelent8s. Ismere-
teink azonban ma még nem elegendéek ahhoz, hogy az enzimek helyét ponto-
san lokalizaljuk, a reakci6é specificitasat hatarozottan bizonyosnak vegyiik,
ami kifejezésre jut abban, hogy az irodalmi adatok eredményei egymaissal
tobbszorosen ellentmondéak. Az elmilt évek kritikai jellegli vizsgalatai egy-
ben megteremtették annak a feltételeit, hogy az eljarasok specificitasanak vizs-
galataval részben elharitsuk a metodikai nehézségeket és olyan médszereket
probaljunk kidolgozni, melyek az enzim valés helyét lokalizaljak, illetve enzim-
miikodés kovetkezményeként kialakult precipititumot eredményezzenek.

Az ATPdz kimutatdsanak médszerei

A foszfatazék kimutatasinak elméleti és gyakorlati alapjait GOMORI
(1939) és TaxkamaTsu (1939) zsenialis felfedezése fektette le. Az ATPaz ki-
mutatasanak mdédszertani feltételeit is ez az eljaras adta. El§szor GrLick (1945),
Grick —Fi1scHER (1946), majd Naipo— PratT (1951 —52) PrATT (1953 —54)
dolgozott ki fémsés eljarast az enzim kimutatésiara. A ma hasznalatos méd-
szerek részben a WACHSTEIN —MEISEL (1957) 6lomsés, részben pedig a HERr-
MAN —Papykura (1955) kobaltsés eljarasa. Az el6bbinél az enzim reakcié
pH 7.2-7,4 kozott torténik, a képzédott anorganikus foszfitot az inkubalé
oldatban levé é6lomionnal csapjuk ki és a képzddott 6lomfoszfatot vizsgaljuk
elektronmikroszképpal. Az utébbinal pH 9,0-nél torténik reakcié, ahol az
anorganikus foszfatot el6szor kilcium-foszfatta alakitjuk, majd méasodik 1ép-
csdben kobalt-foszfatta alakitva vilik alkalmassa elektronmikroszképos ki-
mutatésra. A WACHSTEIN —MEISEL eljaras alapvet§ probléméja az 6lom rész-
ben enzimre, részben szubsztratra kifejtett bénitd, illetve hidrolizalé sajatsaga.
A HerMAN - PApYKULA eljarasndl a reakcidtermék diffiziéja miatt nehéz
az enzim pontos helyének lokaliziliasa. Az elmilt években szimos prébalko-
zas tortént a reakei6 specificitasanak javitasara, az inkubalé oldat komponen-
seinek koncentraciobeli valtoztatasiaval, ezek azonban nem oldottdk meg az
alapvetd, specificitast zavar6 problémakat.

ErnsT (1972) a membran ATPaz kimutatasara ATP helyett p-nitrofenil-
foszfatot hasznalt és az 6lmot stronciummal helyettesitette. A képzddott an-
organikus foszfatot elsé 1épcs6ben stronciummal reagaltatta, majd a csapadék
elektronszord sajatsaganak novelése céljabol 6lom-foszfatta alakitotta. Az el-
jarassal kapcsolatosan megjelentek olyan kozlések, melyek ezzel az eljarassal
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lényegesen specifikusabb, szelektivebb, és jobb lokalizaciéji hisztokémiai
csapadékot ismertetnek (GurH - ALBERS 1974). A mdédszerrel kapcsolatban
sajat tapasztalataink nincsenek. Két tényez6t azonban nem lehet figyelmen
kiviil hagyni: a nem specifikus alkalikus foszfataz azonos pH mellett hasitja
a szubsztratot (Luppa és mtsai 1970, BuTTERWORTH 1971), a stroncium pedig
a reakciéban alkalmazott magas koncentraciéban mar egyértelmii enzimgat-
last hoz létre (Burt — GREEN 1971, Mustara 1971, Somocyr 1968). A reakcié
problematikajaval behatéan foglalkozott JANNIGAN (1973) és azt taldlta, hogy
az aspecifikus reakcié képzddésének lehetdsége ugyan olyan nagy, mint az
6lom- vagy kobaltsés eljarasoknal. A kérdések egyértelmii tisztazasa csak az
eljarasok széleskorii alkalmazasa soran nyert tovabbi tapasztalatokkal lehet-
séges. A mitokondrialis ATPaz tanulmanyozasara 1j lehetGséget jelentett
KerPEL  HAJ6s (1970) médszere, akik az ATP hasitashoz kotott divalens
kation akkumulaciét (Ca? 4 Sr? +) mint a mitokondrialis ATPaz indikatorat
ij hisztokémiai reakcié kidolgozasara alkalmaztak.

A reakciék specificitasanak javitasat nagyban segitheti elé az enzim
szamara specifikus szubsztrattal vagy gatléval torténd vizsgalat, ezek azon-
ban még nem egyértelmiien keresztiilviheté kovetelmények. Rendkiviil pers-
pektivikusnak latszik a késGbbiekben részletezett elektronmikroszképos
autoradiografias eljarasok bevezetése.

A szovetek elokezelésének és az inkubdlds folyamatdnak néhdany kérdése

A hisztokémiai reakciék kritikus kivitelezésének egyik alap kovetel-
ménye, hogy tisztaban legyiink azokkal a médszertani buktatékkal, melyek
az anyag el6készitése soran, illetve az inkubéacié és az azt kovetd preparativ
folyamatokban jelentkezhetnek. Ezek figyelmen kiviil hagydsa nem teszi le-
het6vé a kapott reakcick helyes értékelését. Sziikségesnek latszik tehat a tel-
jességre egyaltalan nem torekedve néhany alapvetd, az inkubaciét megel5zd
probléma érintése.

A szoveti struktira post-mortem megérzése, a szolubilis fehérjék old-
hatatlanna tétele a kémiai fixalas feladata. Az ATPaz hisztokémiai kimuta-
tasaban a kiilonb6z6 aldehid sziarmazékok elsGsorban glutaraldehid és form-
aldehid terjedtek el. A fixalék tulajdonsagait részben a szovet struktirara
kifejtett megdrz6 hatésa, részben pedig az enzim bénité hatasanak mértéke
egyiittesen hatdrozzak meg. Az aldehid fixalok mind az —SH, mind pedig
—NH? csoportokkal reakciéba lépnek, ezek azonban sziikségesek az enzim
aktivitashoz. A kémiai rogzités az enzim konformacié valtozasit is gatolja,
ami pl.: a transzport ATPaz kimutatasihoz sziikséges. Altalanos iranyelvként
elfogadhaté az ATPaz kimutatasanal, hogy a kémiai fixalast keriilni kell.
Az utébbi években torténtek olyan prébalkozasok, amelyekben az enzimet
szubsztrattal (ATP) el6inkubaljuk, majd fixaljuk, ezzel az enzim szubsztrat
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kapcsolattal védve a reaktiv csoportokat. (KHAN és mtsai 1972a, b). A méd-
szerrel kapesolatos tapasztalatok azonban korantsem elégségesek ahhoz, hogy
ezen eljarasnak valos értékeit megitélhessiik. A fagyasztasos eljaras rogzitett,
vagy rogzitetlen fagyasztott metszeteken kiilonb6z6 tipusi ATPaz kimutata-
sara, lokalizalasara kiterjedten alkalmazzak. Els6sorban azért tartjak els-
nyoésnek, mert a membran szerkezetének fellazitisa megkonnyiti az inkubalo
oldat komponenseinek bejutasat és a latens enzim aktivalédasat eredményezi.
A fagyasztasos eljaras azonban a sejteket silyosan karositja, ozmotikus sokkot
hoz létre.

A hiitési sebességtdl fiiggen egyidejileg kiilonb6z6 nagysagi, az extra-
és intracellularis térben képz8ds jégkristalyok alakulnak ki, melyek felmele-
gitéskor névekedve a membrianokat mechanikusan karositjak. A szabad viz
kristalyosodasa az oldott anyagok, elsGsorban elektrolitok koncentralédasat
hozza létre, a megnovekedett s6koncentracié miatt jelentdsen valtozik a memb-
ran permeabilitasais. A viz dehidrataciés folyamata a fehérje - lipid komplexet
karositja. A fagyasztas kedvezdtlen hatéasait prébaltak csékkenteni a krio-
protektiv anyagok alkalmazasaval. Hatasukhoz a szoveteket At kell itatni,
ami nyilvanvaléan a sejt fiziolégias miligjét megvaltoztatja. Az ATPAaz ese-
tében ezen anyagok alkalmazasa mar azért is meggondolandé, mert az enzimre
direkt gatlé hatast fejtenek ki (BAER — LaTHE 1970, HEBER 1968, Zimmy és
mtsai 1972). Sajat tapasztalataink szerint kedvezibb eredményt, a kezelet-
len blokk inkubalt anyagon lehetett elérni, KErPEL —HAJés (1969) méd-
szere alapjan. Enneck elényét abban is kiemelnénk, hogy a megfelel§ blokk fa-
ragas eljarasaval a kiilonb6z8 penetraciés zénak egymastél eldifferencialhatok,
és igy vizsgalhaté az is, hogy az enzim aktivitas valtozasa lokalizaciébani el-
térése, mennyiben lehet preparativ tényezdk kovetkezménye. A preparativ
tényezokbsl adédé miitermék képzGdés lehetéségének nem ismerete, meg-
felelg kritikaju hisztokémiai reakciok kivitelezésére nem ad médot. Vizsga-
latainkban a blokk felszinén kialakulé é6lomesapadék mint azt GANOTE és
mtsai (1968) észlelték, korantsem képeznek olyan nehézséget, amely a penet-
raciét gatolna, a médositott alacsonyabb éGlomkoncentraciéji és 6lom-komp-
lexképzGket tartalmazé inkubalé oldat hasznalatanal. Az inkubalé oldat Gssze-
tevGinek helyes megvalasztasa dontGen befolyasolja a hisztokémiai reakeci
sikerességét. Sikertelen reakcié oka lehet pl.: az alabbiak figyelmen kiviil
hagyasa. Alapkiévetelmény friss szubsztrat hasznéalata, mert az ATP nem meg-
felel tarolasa vagy esetleg lefagyasztott ATP oldat alkalmazasanal a szubszt-
rat adenilsavra és pirofoszfatra bomlik. Nem elégséges az inkubalé oldat egyes
komponenseinek pH ismerete, minden esetben az inkubalas megkezdése eldtt
be kell allitanunk az optimalis pH-ra. Sajat vizsgalatainkban legmegfelel6bb-
nek a cacodylat puffert talaltuk. Az aminosav puffer a nehézfém-ionokkal,
citrat puffer a magnéziumionokkal 1ép reakciéba, ami egyben ezen komponen-
sek koncentracioviltozasat is eredményezi. Alkalmazasuk sajat tapaszta-
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latunk alapjan keriilend8. Az 6lomsék koziil az 6lom-citrat és acetat finomabb
szerkezetid reakcié precipitatumot biztositott, igy hasznalatuk az élomnitrat-
tal szemben feltétleniil elényben részesitendd.

Aktivalas és gatlds kérdése

Az egyenletes aktivitasban elhelyezkedd reakciotermék akkor hasznal-
haté, ha az szelektivitast mutat. Amennyiben ez nem all fenn, tgy az aspeci-
ficitas bizonyitottnak vehet8, miutan minden sejtkomponensen el6fordulé
enzim nem ismeretes. A diffiizié soran a feltételezett enzim kornyezetében levd
struktirakon esapédik ki, pozitiv, ill. negativ terilletek valtakoznak ugyan-
azon struktiran. A specifikus gatlas az enzim helyén cs6kkenti, ill. megsziin-
teti a reakeiot, mig az aspecifikus helyen alig valtoztatja. A kérdést természe-
tesen neheziti az a tény, hogy bizonyos korilmények kézott endogén szubszt-
rat is fenntarthatja a reakciot, bar ez az ATPaz esetében nem jelent problémat.
A gatlé aspecifikusan kotddhet a szovetekhez, penetraciéja lassibb lehet a
szubsztraténal és reakcioba léphet az inkubalé oldat 6sszetevdivel. Természe-
tesen specifikus aktivalé és gatlészer ismeretében az enzim vizsgalatanak lehe-
tdségei lényegesen kedvezdbbek lesznek. Mai ismereteink szerint a reakcié a
vizsgalt ferment altal katalizalt folyamat eredménye akkor, ha szubsztrat nél-
kiili kontroll és specifikusnak tartott gatlé vegyiiletek soran nem jelenik meg,
ill. a specifikus aktival6é a reakcié fokozodasat eredményezi. Az alabbi tabla-
zatban az egyes ATPaz tipusok aktivalok és gatlok alkalmazasaval kapott
eredményeket szemléltetjik:

Tipus Aktivalé Gatlé Hatastalan
Plazmamembran- SH-blokkol6 Quabain,
Na-K-ATPaz Nat+(K+), Mg+ Pb2+, Ca*t, foszfoli-
paz,
Mg-ATPaz Mg2+, Ca?t Sh-blokkolé Pbh2+ Na#, K+,
Quabain
Szarkoplazmat. Ret. Mg?+ SH-blokkolé Ca®+, Quabain
ATPaz Koffein I Na+, K+
Mitokondr. ATPaz Mg2+, Mn?t, SH-blokkold Quabain
C02+’
| 2,4 Dinitrofenol
|
Miozin-ATPéz | Ca2+, Mg2+ SH-blokkols,
‘ Dinitrofenol

Az elektronmikroszképos hisztokémiaban is donté kérdés a lokalizécié
vizsgalata. Ez a reakciés csapadék finomsaganak fiiggvénye, altalaiban amorf
finom elosztasd precipitatum egyenletes lerakédasban, magas elektronszéras-
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sal kedvezének mondhaté, amennyiben kevesebb reakciétermék sziikséges a
lathatova tételhez, a lokalizdcié irdnyadban tobb informaciét kaphatunk. Je-
lenleg optimalis korilmények kozott a fémsés eljarassal membranszinten lo-
kalizalhaté csapadékot nyerhetink. A csapadék azonban altaliban fedi a
struktira részleteit még optimailis koriilmények kozott is, és ezért nagy az
ellentmondas az enzim molekulamembranon belili helyének lokalizalasat
célz6 eredményekben. A kérdést nagyban zavarjik olyan problémak, mint
az enzim, az enzim hasitasi termék és a végleges reakecié termék diffu-
ziéja. A fémsonak a szovetekhez valo affinitasabél adédnak tovabbi nehézsé-
gek. Az optimalis reakciotermék természetesen az, amely a megfelel6 lokali-
zéaci6 biztositasa mellett a szovetekhez csekély vagy ki nem mutathaté affini-

tassal rendelkezik (1 8. abra).

A reakcié specificitisanak kérdése

Az ATPaz kimutatasaval kapcesolatos kritikai vizsgalatok Mosks és
mtsai (1967 1968 -1969), RosENTHAL és mtsai (1966 —1969) nevéhez fiizd-
dik, ezek kétségessé tették az eredeti WACHSTEIN — MEISEL eljaras specificita-
sat. Kritikai eredményeiket roviden az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. Az 6lom erésen gatolja az Mg-— ATP-azt és részletesen a Na—K —~ ATP-
azt.

2. Az 6lom létrehozza az ATP nem enzimatikus hasitasat, amit miiter-
mék képzddéséhez vezet.

3. A reakciécsapadék precipitalt nukleotidokat tartalmaz az 6lom és
foszfat mellett.

4. Az inkubalé oldat komponensei egymassal reagalnak, annak ossze-
tételét, koncentracisjat és reakciétermék képzddésének valtozasat eredménye-
zik.

5. A nem enzimatikus ATP hasitis sorian keletkezett termék hasonlé
helyen csapédik le, mint az enzimatikus hidrolizis soran létrejott reakcié csa-
padék. '

6. A gatlészerek a szovetek olomaffinitasat csokkentik, ez aspecifikus
reakcié kiesésének oka lehet.

Novikorr (1967, 1970a, b), Horr (1968) és Opa (1965) az eredeti eljarast
specifikusnak tartjak és a kritikai észlelésekkel szemben felhozott, nem meg-
gy6z6 ellenérveik a kovetkezdk:

a) A plazmamebranon csak ATP alkalmazasaval jon 1étre reakeis. ADP
nem alkalmazhaté, noha az 6lom altal létrejovd hasitas a kiillonb6zd szubszt-
ratok esetében kialakul.

b) Néhany mnukleotidfoszfat hasznalhaté mint szubsztrat, melyeknél
azonban a nem enzimatikus hidrolizis nem a plazmamembranon, hanem az
endoplazmatikus retikulumokban alakul ki.
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¢) A hisztokémiai reakecié fiiggvénye a hémérsékletnek, abban az inter-
vallumban, melyben a nem enzimatikus hidrolizis alacsony, az enzimmiikodés
feltételei nem optimalisak.

d) A specifikus gatloszerek az aspecifikus ATP hasitast nem ga-
toljak.

e) A nem enzimatikus ATP hasitas nem szignifikans, fiiggetlen az
oldat ATP és 6lom koncentracigjatol.

f) A nem enzimatikus miikodés kovetkezményeként kialakult preci-
pitatum tulajdonsigai eltéréek.

Sajat vizsgalataink tapasztalatai alapjan a fenti ellenérvek korantsem
bizonyitanak a WacHSTEIN  MEISEL eljaras specificitasa mellett. Az egyes
kérdések részletezése nélkiil, azonban sziikséges foglalkoznunk az 6lomnak
a szovetekhez val6 aspecifikus kot6désének kérdésével, a metallofilia jelensé-
gével, amit véleményiink szerint sokkal kevéshé vesziink figyelembe, mint
amit annak jelentdsége megkivanna (9 16. abra). Az élom és vegyiiletei a
szovetek reaktiv csoportjaival kémiai reakciéba lépnek. Az 6lom és az anion
kozott egyszerii s6kotés alakul ki, de létrejohet komplex kotés, elsésorban
savanyd pH-nal az — SH csoportokkal. Alkalikus pH-nél karbonat, hidroxi
csoportokkal alkot oldhatatlan csapadékot (DEMLING 1964, STADTHOUDERS
1966). Az elektronmikroszképos preparativ technikaval hasznéalt 6lom kon-
trasztozasnal ligos pH mellett kiilonb6z8 6lomvegyiileteket mint nitrat, ace-
tat, hidroxid, citrat alkalmazunk (DarTon 1960, KaArNovsky 1961, MiLLONIG
1961, REyNoLps 1963, Watson 1958). A szovet kontrasztozhatésaga tulaj-
donképpen az 6lom és reaktiv csoportok kapcsolataként jon létre. ROSTGARD —
BArNETT (1965) 4 mM-o0s 6lom-nitrat oldattal torténé sziovetinkubalasnal ki-
fejezett 6lomprecipitaciot talalt bélhamsejtek bolyhainak felszinén, lipoid
partikulumokon.

CsiLuik — Davis (1964). 0,19,-0s 6lomnitrat kezelés utan harantesikolt
izom poszt-, ill. preszinaptikus sejtmembrinjan talalt aspecifikus csapadékot.
Erésen ligos pH-nal BEENKE (1966) jellegzetesnek mondhaté miofilamentum
6lom affinitast észlelt. Hasonlé megfigyeléseket tett Griiis - Pace (1967).
A WacHSTEIN — MEISEL eljarasnal az élomvegyiilet egyszertien adszorbealéd-
hat a sejtfelszinre, de az inkubdl6é oldatban a szubsztrat 6lom aktivalt bon-
tasa altal képzédott 6lomfoszfat is lecsapédhat. A kritikai vizsgalatok tobb
ponton adatokat szolgaltattak a hisztokémiai reakcié menetét illetden, az
lényegesen bonyolultabb, mint korabban gondoltuk. A korabbi elképzelés

szerint a hisztokémiai reakcié6 menete a kovetkezs:
Mg + ATP = Mg—ATP ATPéz Mg —ADP + Pa | Pb2+

Berc (1964), Tice (1968, 1969a, b) vizsgalataibol egyértelmiien a reakcié
lényege sokkal komplexebb:
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Mg
+
Pb. ... ATP > Pb + ATP
E 4+ Mbg____ ATPSE — Mg — ATP
vt I
Pb - E E Mg ADP  Pa

A reakciéegyenletb6l kitlinik, hogy az 6lom nem szabad formaban van jelen,
hanem komplexet alkot az inkubal6 oldat komponenseivel, igy az élom és
ATP kelatot képez, nem ismeretes, hogy ezt ugyanolyan intenzitassal képes-e
hasitani az enzim, mint az ATP-t. Ugyanakkor az 6lom mint kompetitiv gatlé
szerepel. Az enzimmel valé kapcsolata abban jut kifejezésre, hogy az ATP-vel
az enzim aktiv centrumaért, az — SH csoportért is konkurral. A reakcié mene-
tének megértésében jelentds lépést jelentettek azok a vizsgalatok, melyek a
hisztokémiai csapadék szerkezeti analizisét tlizték ki célul. Az egyik lehet8ség
a hisztokémiai csapadék kivondsa és annak kémiai analizise, ez azonban egy-
ben lokalizacié felaldozasat is jelentette. Az elektrondiffrakciés médszer adta
lehetdségek sokkal perspektivikusabbnak latszanak, mert a széveti szerkezet
megbontasa nélkiil teszik lehetGvé a hisztokémiai csapadék tanulmanyozasat.

A mikroszondaval végzett vizsgilatok (EDAX: Energy Dispersiv Analy-
sis of X-Rays) azt mutattak, hogy a csapadék szerkezete dsszetett. A felszinre
adszorbeal6dé csapadék bizonyitéka, hogy az az 6lom mellett mas vegyiiletet
nem tartalmaz. Az inkubalé oldatbél szubsztrat nélkiil az é6lom részben a
szoveti foszfat, részben pedig kén csoportokkal 1ép reakciéba, olymédon,
hogy a csapadékban mindharom komponens egyiittesen jelen lehet. Abban
az esetben. ha az — SH csoportokat megelézGen blokkoljuk, akkor nemesak a
hisztokémiai reakcidhoz szilkséges - SH csoportokat gatoljuk, hanem az
aspecifikus 6lomkot5dés lehetdségét is jelentGsen csokkentjiik, kérdéses tehat
ilyen esetekben az SH blokkolas mennyire hasznalhaté, mint kontroll. A
hisztokémiai csapadék szerkezeti analizise, ha abban 6lom-foszfat van jelen,
enzim reakcional és miitermék reakcional ugyanazt a képet mutatja (17 -
20. abra). A hisztokémiai reakciéesapadék szerkezeti analizisének lehet8sége
egyben mdédszer is az aspecifikus reakcié kimutatasara, képzGdésének tovabbi
vizsgalatara (SOTONYI és mtsai 1973).

A hisztokémiai reakcio specificitasanak javitisi lehetdségei

Az ATPaz kimutatasival kapcsolatos kritikai vizsgilatok sziikségessé
tették az eredeti eljaras modositasat. A korabbi prébalkozasok elsGsorban az
inkubalé oldat komponenseinek valtoztatasait érintették, dgymint 6lomkon-
centracié csokkentése, mas puffer hasznalata, ATP koncentracié emelése.
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1-2. dbra. Mitokondrialis ATPéz kiilonbozd nagyitasa felvételein jellegzetes lokalizacié
lathat6. Az aktivitds azonban eltérd, pozitiv mitokondriumok kozétt negativ is elgfordul
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3. dbra. A mitokondridlis enzimaktivitds 2
4. dbra. Kobalt-nitrat alkalmazdséval, a kapott csa

vebb reakciéot mutat

4. dinitrofenol hozzaadasaval emelkedik
padék az 6lom-nitrathoz viszonyitva szelekti-
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i6jat mutatja, a nagyobb nagyitasa felvételen a

5_6. abra. A transzport ATPéz lokalizic
lokalizacié is megitélhetd

szarkolemma membrinon beliili
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7—8. dbra. Transzport ATPiaz magnézium jelenlétében torténd kimutatiasinal a mitokondriu-
mokon szarkotubuldris szisztémdban is reakcid jelenik meg
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9—12. dbra. Aspecifikus reakcié lathaté részben sejtfelszineken, lizoszomén, illetve mielin
hiivelyen

13 MTA Biol. Osxt. Kizl. 19. (1976)



13— 16. abra. Aspecifikus 6lom kotgdés soran kialakult reakcid, szubsztrat nélkiuli inkubalasnal.
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NUCLERR DIODES EDAX
NUCLERR DIODES EDAX

i

NUCLEAR DIODES EDARX
NUCLERAR DIODES EDAX

FS= 60086

17—20. dbra. Mikroszondaval végzett vizsgilatok a reakciécsapadék szerkezeti analizisének
eredményeit mutatjik

13* MTA Biol. Oszs. Kaoal. 19. (1976)




21—22. dbra. Maj és szivizom ATPiz reakciéja neodimium-

nitrattal
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23—24. dbra. Divalens-kation akkumuldcié médszerének alkalmazasa in situ és izoldlt mito-
kondriumokon
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25—26. dbra. Izolalt mitokondrium ATP

az reakcié. A csapadék Jj6 lokalizéciot biztosit
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Ezekkel a médositasokkal kétségteleniil javitani lehetett a reakeié lokaliza-
ci6jat, specificitasat (JACOBSEN—JOORGENSEN 1969, SomocyI - SOTONYI
1969 —1970 1971, ScHULZE — WOLLENBERGER 1965—-1967). A tovabbiakban
azokkal a lehetGségekkel foglalkozunk, melyek leginkabb alkalmasak megité-
lésiink szerint az 6lom problematikus tulajdonsagainak kikiiszobolésére.

Az 6lom reakciéjat az inkubalé oldat kiillonb626 kompenenseivel kelat-
képzd anyagok hozzaadasaval akadalyozhatjuk meg. Ezek az 6lom reakcigjat
jelentdsen csokkentik, adott esetben megsziintetik. A kelatképzdk koordinativ
kotést alkotva az inkubalé oldat 6lom ionjaival jelentdsen csokkentik annak
szabad ionkoncentraciéjat. A kelator —6lom reakecié egyensiilyi allapot ki-
alakulasahoz vezet. Az é6lom koncentracié elsdsorban a kelat — fémion iranti
affinitastél fiigg, de befolyasoljak olyan tényezdk is, mint pH és az oldat egyéb
komponensei. Az 6lom-kelatképzd komplex stabilitasa rendkiviil fontos, leg-
alabb olyan erésnek kell lennie, hogy megakadalyozza az 6lom kicsapodasat,
de ne gatolja az 6lom-foszfat képzGdését. A kelatképzs az 6lom jelentGs részét
megkotve tartja, azonban optimalis esethen a felszabadulé anorganikus foszfat
megkotéséhez sziikséges 6lmot a komplex szabadda teszi. Az inkubalé oldat
6lomkoncentraciéja tehat a reakcié menete alatt egy konstans szinten marad,
és a médiumban egyensiilyi allapotban van. A kelator hasznalhatésagat tehat
az egyensilyi allapot gyorsasaganak kialakulasa is jelzi. Fontos, hogy ez ne
az 6lom-komplex képzddés iranyaban tolédjon el, mert igy az é6lom aktualis
koncentraciéja olyan alacsony lesz, hogy nem jon létre az enzimatikusan fel-
szabaditott anorganikus foszfat kicsapasa. A lokalizacié helyessége pedig
dontéen fiigg attol, hogy az 6lom-foszfat képzbdése elég gyors legyen ahhoz,
hogy eldiffundalas elgtt kicsapja és biztositsa a reakcié menetét, az 6lom-foszfat
folyamatos képzdédését. Ha az 6lom-foszfat képzddés feltételei megvannak,
akkor a reakcié soran az oldatbdl kicsapodé 6lom-foszfat pétlasara a hisztoké-
miai reakcié alatt az 6lom folyamatos potlasara biztositott a kelat lebontasa.

Az alkalmazott kelatorok mellett kiillonésen az L-aszkorbinsav és g-peni-
cillinamin latszott alkalmasnak a mar hasznalt kalium-nAtrium tartarat és
tiron mellett. Ezen vegyiiletek alkalmazasaval csokkenthetd az aspecifikus
reakcioképzidés lehetGsége, azonban szamitasba kell venniink azt, hogy ezek
koziil az L-aszkorbinsav pl. a membran ATPazra gatlo hatast fejt ki, a ka-
lium-natrium-tartarat a foszfat csoportokkal 1ép reakciéba, igy hasznalatuk
esetenként az ATPaz tipusatél fiiggd.

Az é6lom elsésorban 6lom-nitrat helyettesitése 6lom acetattal, citrattal,
vagy kobalt nitrattal kezdetben iigy tiint jelentdsen csokken az aspecifikus
reakcié lehetGsége, szelektivebb lokalizaciot biztositanak. Az utanvizsgilatok
azonban ezt nem bizonyitottak egyértelmiien, méas nehézfém ionok, mint pl.
kadmium, barium és eziist keriiltek alkalmazasra, jelentdsen azonban e prob-
lIéma megoldasaban el6relépést ezek sem hoztak.

SziNaY (1967) vizsgalataiban megallapitotta, hogy a ritka foéldfémek
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szérum-glikoproteinekkel nagy molekulasilyi komplexeket hoznak 1étre. Ezek
kozil kiillonosen a neodimium és vegyiiletei alkalmasak. Az alkalmazott kon-
centraciotol fiiggéen a neodimium glikoprotein komplex részben tarolédik,
részben pedig extracellularisan lerakédik. Az anyag elektronmikroszképos
vizsgalattal annak rendkiviil magas elektronszéré sajatsaga miatt j6l tanul-
manyozhaté, és feltiing, hogy a reakcié precipititum finom szerkezetii. Az
anyagot munkatarsaival egyiitt kiillonb6z8 tarolasi folyamatok vizsgalatanal
eredményesen alkalmazta.

A ritka foldfémek csoportjadba tartozé vegyiiletek koziil els6sorban
neodimium-nitrat mutatott kedvezd tulajdonsagokat, mert a hisztokémiai re-
akciéhoz sziikséges koncentracioban az ATP spontan hasitasit nem hozza
létre, ill. az enzimet nem bénitja (SOTONYI és mtsai 1974). A reakciéesapadék
szelektivnek tiing jo lokalizaciot mutat és megfelel§ elektronszéré sajatsaggal
is bir. A vegyiilet alkalmazasa, tulajdonsagainak tovabbi vizsgilata nagyon is
perspektivikus (21 22. abra).

A KerpEL—HAJ6s (1970) koézolt divalens kation akkumulaciés eljara-
saval kedvez8 eredményeket értiink el a mitokondrialis ATPaz esetében. Az
aktival6 és gatlé anyagok tulajdonsagait jol vizsgalhattuk. A preparativ té-
nyezék miatt, pl. a mitokondriumok extrém duzzadasa alakul ki, ami a loka-
lizdcié megitélését nagyban neheziti. Ez a probléma azonban izolalt kériil-
mények ko6zott jelentkezett, mig in situ anyagban alig zavarta a lokalizacié
értékelését. Az eljaras kiterjedtebb alkalmazasa feltétleniil indokolt, hiszen
az 6lom kedvezGtlen hatasait teljesen kikiiszobolhetjiik. Az altaluk alkalma-
zott koncentraciéknal nem kell szamolnunk pl. a stroncium enzim blokkolé
sajatsagaival sem (23—24. abra).

]j] lehetgségeket jelent az elektronmikroszképos autoradiografia enzim
hisztokémiai alkalmazasa, melynek soran jelzett gatléval vagy szubsztrattal
prébaljuk meghatarozni az enzim helyét, a szubsztrat mozgasanak iranyat
(OsTrOWSKI 1963, OstrOWsKI 1970, 1972, S6ToNYI 1972). Az enzimre speci-
fikus szubsztrat és gatlé hasznalataval illetve ilyen vegyiiletek ismeretével
nagyon perspektivikussa valik ennek az eljarasnak enzim hisztokémiai alkal-
mazasa.

A lokalizacié vizsgalatara izolalt membran, mitokondrium frakciokon
végzett reakciok nagyon értékes eredményeket adnak (25—26. abra).

Az ATPaz elektronmikroszképos hisztokémiai kimutatasiban szamos
megoldatlan probléma van. Eppen ezekre tekintettel nagy koriiltekintést igé-
nyel az eljarasok alkalmazasa soran a kapott eredmények értékelése. A nagy-
szami kritikus vizsgalat arra is felhivta a figyelmet, hogy a buktaték ellenére
a hisztokémiai eljarasok moédszertani idgszakaban a specifikus eljarasok kidol-
gozasa az elsGdleges feladat.
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