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A hisztológiában korábban a sejtek szerkezetének és működésének fel-
derítésére a morfológiai módszerek szolgáltak. Emellett a sejtek kémiai 
összetételének vizsgálata messzemenően há t té rbe szorult. Csak az u tóbbi 
1 5 — 2 0 évben dolgoztak ki a biokémiából ismert reakciók alapján olyan hiszto-
kémiai módszereket, melyek lehetővé teszik a sejtben található biológiai 
anyagok kvalitatív k imutatását . A hisztokémiának, hasonlóan a biokémiához 
arra is törekednie kel let t , hogy a kvalitatív módszerek mellett a k imuta to t t 
anyagok mennyiségi meghatározását is lehetővé tegye. Ehhez pedig széles 
alapokon nyugvó ku ta tás ra volt szükség, mely be kellett bizonyítsa, hogy a 
biológiai objektumok fotometriás mérése általában lehetséges és megállapítania, 
hogy melyik reakciók értékelhetők ki ezen az alapon. CASPERSSON és iskolája 
( 1 9 3 6 , 1 9 5 0 ) Stockholmban e területen vezető szerepet töltött be. Az ő munkáik-
nak köszönhetők azok a fizikai-optikai módszerek, amelyek 1 0 ~ 1 2 — 1 0 ~ 1 4 g 
nagyságrendű sej tanyagok meghatározását t e t t ék lehetővé. E módszerrel ma 
már csaknem az egész elektromagnetikus spektrumot felöleljük a rövid hullám-
hosszú röntgensugaraktól (elemek analízise, szárazanyag-tartalom meghatá-
rozás, E N G S T R Ö M , 1 9 5 0 ) az ultraibolya-és lá tható fényben tör ténő fotometr ián 
keresztül az infravörös spektrofotometriáig (1. ábra) . Az interfercncmikrosz-
kópia ( D Y S O N , 1 9 5 0 : DANTES és mts . 1 9 5 4 , S C H I E M E R és mts. 1 9 5 7 , S A N D R I T T E R 

és mts . 1958) ennek a kutatási i rányzatnak a legf iatalabb ága. 
A röntgenhisztoradiográfia módszerével, monokromát-sugarakkal , bizo-

nyos elemek k imuta tása sikerrel j á r t . Ezek az elemek általában csak patológiás 
körülmények között fordulnak elő olyan magas koncentrációban, hogy kvan-
t i t a t ive mérhetők legyenek. 10 Á-ös hullámhossztartomány alkalmas a sejtek 
szárazsúly-meghatározására. Egyszerű röntgenhisztoradiográffal ( P H I L I P P S 

CMR 5) olyan módszert dolgoztunk ki, melynek segítségével az előbb említet t 
szárazsúly-meghatározás referens-rendszer rut inszerű alkalmazása nélkül 
válik lehetővé. ( S A N D R I T T E R és M Ü L L E R 1 9 5 9 , M Ü L L E R és mts. a Handbuch der 
Histochcmie-ben jelenik meg). A kis röntgencsövekkel és vacuum-berendezés-

* Készült a D e u t s c h e Forschungsgemeinschaft védnöksége alatt. — Előadás az MTA 
Biol . Csop. rendezésében 1959. szeptember 25-én. 
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sei ellátott röntgenhisztoradiográf a 2. ábrán lá tha tó . A röntgensugarakkal 
exponált szövetről kontakt , ,árnyék"-képet kapunk (3. ábra). Ennek feketedése 
a szárazsúllyal arányos. Különböző sej tek szárazsúlyának röntgenhisztoradio-
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1. ábra. A k v a n t i t a t í v hisztofotometriai módszerek és az e lektromágneses spektrum áttekintése 

gráffal és interferencia-mikroszkóppal tör tént összehasonlító mérései nagyon 
jó összhangban vannak, 1 0 — 1 5 % - o s egyezést muta tnak ( S A N D R I T T E R és 
M Ü L L E R 1 9 5 9 ) . 

A röntgenliisztoradiográffal kapot t radiogramok kvant i t a t ív kiérté-
kelése fotométerrel történik. Festet t és festetlen sejtek, ill. fényképfelvételek 
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á. ábra. 
cső , 3. 

:. A PHlLiPPS-röntgenhisztoradiográf (CMR 5.) képe. 1. mérőműszer doboza, 2. röntgen-
szövettani preparátum doboza, és a fényképező lemez részére szolgáló feltét, 4. vákuum-

pumpa, 5. stabilizátor, 6. speciális voltmérő 

3. ábra. patkány vese-glomerulus röntgenhisztoradiográfiás képe (kb. 400 X utánnagyítás) . 
A nagyobb szárazsúllyal bíró helyek vi lágosabbak 
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fo tomet r iá jának általános cél ja az egyes sejtekben ta lá l t , meghatározott 
anyagok koncentrációjának, mennyiségének és kvalitatív jellegének (absorp-
ciós mérések) a mérése. A fotometr iás módszerek alkalmazása a mikrofoto-
metr iában különleges feltételekhez kötött . 

I. Elméleti és gyakorlati feltételek 

A „makrofotometriában" ' (oldatok mérése küvet tában) mind technikai 
(műszer), mind kémiai (oldat) szempontból könnyebb a mérési feltételek 
betar tása , mint a mikrofotometriában. A 4. ábrából kitűnik, hogy a mikrofoto-

M 

5г 
ti" " ( F 

M 

^ í ,'OíM 

tárgy 

S, S2 
KB 

4. ábra. A makro- ( fent ) és a mikrofotometr ia (lent) e lve . L = fényforrás, S 1 ? S 2 = a monokro-
niátor (M) be- és ki lépő nyílása, F = szűrő, KB = kondenzor blende, J 0 = folyadékkal te l t 
k ü v e t t a (C), i l l . a mikroszkópos k é s z í t m é n y festetlen (vak) területe, J — a mérendő anyagga l 
t e l t küvetta (C), i l l . a mérendő t á r g y p o n t a mikroszkópos preparátumban, 0 = o b j e k t í v 
l encse , Oj = okulár , FB = fo tométer-b lende , F = fotocel la , ill. e lektronsokszorozó, V = erő-

s í tő , A = mérőműszer 

metr iában hasonló műszer-elrendezéssel dolgozunk, mint oldatok mérésekor, 
a különbség csak annyi, hogy a küvetta helyén a mikroszkóp és a mikrosz-
kópos kép áll. 

A mérések mindkét esetben azonos elven alapulnak. Fénysugarakat 
bocsátunk át a preparátum üres (vak) (I0) és a mérendő t á rgya t tar ta lmazó 
területén (I) és az abszorpció (A), ill. extinkció (E) a következő képlet a lap ján 
számítható ki : 

. . . . . . A = I ° ~ I , ill. E = log / o . 
T I 
о 1 
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A fotometria alapfeltétele a L A M B E R T — B E E R törvény érvénye a prepa-
r á t u m b a n , amely kimondja, hogy az extinkeió (E) egyenesen arányos az ab-
szorbeáló molekulák koncentrációjával és a rétegvastagsággal, azaz = 
E = e r c. d, ahol az ex a molaris extinkciós koefficiens ha a koncentrációt 
mol/ l-ben adjuk meg. 

A mikrofotometriában felmerülő problémák mindenekelőtt mind a vizs-
gálandó preparátum nehéz fizikai-optikai és kémiai sajátosságaiból, mind 
pedig a mikroszkóp optikai sajátságaiból adódnak. C A S P E R S S O N (1936) érdeme, 
hogy a mikrofotometriai módszerek alapvető elméleti kérdéseit t isztázta. 
E vizsgálatokban tekintet tel volt arra, hogy a biológiai objektum a ra j t a 
keresztülhaladó fénysugarakat többféle módon vál toztat ja meg. Az 5. ábrán 

fénytörés fényabszorpció fényvisszaverődés fényelhajlás fényszóródás 

5. ábra. A f énysugarak b io lóg ia i o b j e k t u m b a u tör ténő v á l t o z á s a i n a k durva 
s e m a t i k u s ábrázolása 

sematikusan ábrázoljuk e fényjelenségeket egyszerű modellen (gömb): a fény-
té rés t , fényabszorpciót, fényvisszaverődést, fényelhajlást és a fényszóródást. 
Mivel a mikrofotometriában a szöveti preparátum mikroszkópos képét foto-
met rá l juk , a lehető legjobban kell biztosítanunk az összhangot a tárgy és a 
kép, valamint a fényintenzitás a lak ja és eloszlása között. Eszerint a mikrosz-
kópos rendszernek meghatározott feltételeket kell teljesítenie és a biológiai 
ob j ek tum lehetőleg kevés olyan zavaró tényezővel rendelkezzék, amely fény-
törés, szóródás stb. formájában jelentkezik. 

A mikrofotometria C A S P E R S S O N ( 1 9 5 0 ) munkáin alapuló elvi feltételeit a 
következőkben foglaljuk össze: ( S W I F T , 1 9 5 0 , 1 9 5 5 . U B E R 1 9 3 9 , T H O R E L L 

1 9 4 7 , W A L K E R 1 9 5 6 , N Ü R N B E R G E R 1 9 5 5 , P O L L I S T E R é s O R S T E I N 1 9 5 5 , S A N D R I T -

TER 1959 és lásd még a következő symposionokat, amelyek a Disc. Faraday 
Soc. 9, 1950. és a Labor. Invest . 1, 1952. számaiban jelentek meg, valamint 
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Kolloquium über quant i ta t ive Histochemie, F ran fu r t 1959, amely az Acta 
Histochemicában jelenik meg). 

1. A mikroszkóp objektívje teljesítse az АввЕ-féle sinus-törvényt. 
2. Az objektív numerikus apcr tu rá ja legalább 0,85 legyen. 
3. A kondenzor numerikus aper túrá ja 0,2—0,3 legyen. 
4. A mélység-élesség a lehető legnagyobb legyen (fókusz-hatás). 
5. A lehetőleg pontosan mérhető tárgy nagysága a használt fény hullám-

hosszának legalább 3—4 -szerese legyen (pl. 4 X 500 mp = 2,0 /л). 
6. A mérendő t á rgy (metszet, sejt) és a lefedő közeg (balzsam, stb.) 

tö résmuta tó ja lehetőleg azonos legyen. 
7. A rendszerben a szórt fény mennyisége a lehető legcsekélyebb legyen. 
8. A fényforrás blendéje (Leuchtfeldblende, a továbbiakban LB) a 

lehető legkisebb legyen. 
9. Legyünk tekin te t te l a t á rgy inhomogenitására. 
10. A szöveti p repará tumot kíméletesen készítsük elő (fixálás). 
11. Minden munkafel tétel könnyen vál tozta tható és testelhető legyen. 

Modellek és „kons tans" biológiai anyagok (pl. spermium) méréseivel, valamint 
más független módszerekkel való összehasonlító mérések révén az eredménye-
ket kontrollálni kell (teszt-kísérletek). 

ad 1. Sinustörvény 
H a a tárgyból kilépő összes fénysugár egyesül a képben, akkor az A B B E -

t ö rvény t biztosítottuk. Ma ezt a feltételt minden aplanat-rendszerrel ' elér-
he t jük . 

ad 2. Az objektív numerikus apertúrája 
A nagyobb numerikus aper tú rá jú objektívek a metszetek által eltérített 

fény nagyobb részét gyűj t ik össze, mint a kisebb numerikus aper túrá jú ob-
jekt ívek . Az ilyen objektívek esetében a tárgyból kilépő fény egy része nem 
ju t be az objektív nyílásába és a mért értékek túlnagyok lesznek. Abban az 
esetben, ha a tárgy és a törőközeg törésmutatójának aránya 1,1, akkor a 
2 X 30° nyílású objekt ív a tárgyból kilépő sugarak 95%-át gyűj t i össze 
( C A S P E R S S O N 1 9 5 0 ) . • 

ad 3. A kondenzor numerikus apertúrája 
A metszetre a megvilágító-berendezésből különböző szög alat t esnek 

fénysugarak. Ez a fénykúpot határoló szög a kondenzor blende nyílásától 
függ (6. ábra). Ez a , , ferde" megvilágítás oda vezet, hogy a blende szélétől 
j övő sugarak, egy párhuzamos lapokkal határol t tá rgyban, hosszabb u ta t 
tesznek meg, mint a központi sugarak. Egyszerű számítással kitűnik, hogy a 
széli sugarak 0.17-es kondenzor-nyílás mellett, 5 p vastag tárgy esetében, 
0.5 /j-nál hosszabb u t a t tesznek meg, 0,34-es aper túra esetén az út 0,3 p, és így 
tovább . Ezért elméletileg a mért abszorpciónak emelkedni kell. A keletkező 
h iba a hullámhossztól, a törésmutatótól és az extinkció nagyságától függően 
elméletileg kiszámítható ( C A S P E R S S O N 1936, B L O U T 1933) és így megfelelő 
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korrekciós görbét vehetünk fel. ( W A L K E R 1 9 5 6 ) . Amellett azonban a hiba 
nagysága döntően a tá rgy a lakjá tó l függ, mely egzaktul nem határozható meg. 
Gömb vagy ellipszoid alakú t á r g y a k esetében a hiba gyakorlat i lag 0 nulla. 
Ez a probléma csak empirikusan, pl. modellen ku t a tha tó (lásd alább: csepp-
szuszpenziók). Ezek a modellanyagon végzett mérések azt m u t a t j á k (7. ábra), 
hogy kisebb t á rgyak esetében csekélyebbek ugyan a hibák (kisebb extinkció, 
nagyobb kondenzor-nyílás), azonban a törésmutató különbségeket sem hanya-
golhat juk el. Biológiai objektum (pl. májsej t -mag) mérésekor, a kondenzor-
nyílástól függetlenül, az extinkciók azonosak. A kontroli-kísérletek szerint 
közepes kondenzor-nyílás esetén (az objektív numer ikus ape r tú rá j ának Yg-a) 

A kondensor numerikus apertúrájú 
6. ábra. Planparallel s íkokkal határolt t árgyon áthaladó fénysugarak, d = a tárgy vastagsága 

várha tók a legjobb eredmények. Kisebb apertúra esetén ( 0 , 1 ) , a mérés ered-
ményeket zavaró, járulékos fázishatások lépnek fel. 

Kisebb kondenzor-nyílás alkalmazása mel le t t szólnak azonban más 
meggondolások is. 

ad 4. A mélységélesség (fókusz-hatás) kisebb numerikus aper túrá jú 
kondenzor használata esetén nagyobb, mert a t á r g y a t gyakorlatilag párhuza-
mos fénysugarakkal vi lágí t juk át . A fókuszon k ívül fekvő tá rgy-s t ruk túrák 
azonos fénymennyiséget abszorbeálnak, az energia azonban a két síkban na-
gyobb felületre oszlik el és így az egy ponton végzett mérések hibákhoz vezet-
nek. Ez a hiba az extinkció nagyságától függ ( D A V I E S és W A L K E R 1 9 5 3 ) . 

Kisebb kondenzor-nyílás esetén azonban az ún. „ l e t apoga tó" (scanning) méré-
sekkel csökkenthető, ill. megszüntethető. Speciális esetekben a se j tek mecha-
nikus szétnyomása révén ugyancsak kiküszöbölhető. 

ad 5. A minimális tárgynagyság (a használ t fény hullámhosszának 
3—4-szerese) CASPERSSON ( 1 9 3 6 ) szerint az АввЕ-féle képkeletkezési elmélet-
ből és MIE elméletéből (szférikus t es ten történő fényeloszlás) következik. Az 
utóbbi elmélet az egyedülálló részecskékre érvényes. Lényegében it t arról 
van szó, hogy (a fény hullámhosszához viszonyítva) kis, ill. középnagy részecs-
kék esetén fényszóródás lép fel (szóródási kúp), amelyet csak a nagy numerikus 
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aper tú rá jú objektívek képesek befogadni. A szóródás következtében vissza-
felé is halad a fény és ez természetesen számos hibát tartalmazó mérési ered-
ményhez vezet. Biológiai objektumokban különböző alakú és nagyságú, szoro-
san egymás mellett fekvő részecskét találunk, amelyek matematikai lag nem 
definiálhatók, és így ez a probléma elméletileg nem oldható meg. Ezér t empiri-
kusan kell megállapítanunk, hogy méréseink helyes eredményeket tükröznek-e 
(LAMBERT—BEER-törvény, lásd alább). Az objektum megengedett nagyságá-

7. ábra. A kondenzor apertúra és az extinkció nagyságának összefüggése 

1. alkoholban oldott 1,6 /A nagyságú naftal in-cseppek 257 m/X (King és Roe 1953) , 2. 4 /А nagy-
ságú FASTGREEN cseppek 632 m/A, 3. 10 /a nagyságú Sudan IV. cseppek 497 m/A, 4. gallocyanin-

chromtimsóval festett májsejtek, 5. gal locyanin-chromtimsóval festett pleurahámsejtek 

ról mondottakon kívül a tárgy a lak ja és nagysága mellett a t á r g y és a lefedő 
közeg közötti 

ad 6. törésmutató különbségek is nagy szerepet játszanak. A fényvissza-
verődés, a fényelhajlás, a fénytörés a törésmutatótól függ. A fényvisszaverődés-
nél keletkezett veszteség nagyobb törésmutató-különbségek esetén csekély 
(CASPERSSON 1 9 3 6 ) . Nagy numerikus aper túrá jú objektívek használatával a 
fénytörés még nagy törésmutató-különbségeket is kiegyenlíthet (lásd fent). 

Különböző szövetek lá tható fényben tör ténő vizsgálatához már rendel-
kezésünkre állnak megfelelő és különböző törésmutatójú médiumok. Ezek 
szöveti preparátumokon jól alkalmazhatók (Mounting media , C A R G I L L E , 

New York). 
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Festetlen prepará tumok mérései révén ezenfelül az eltérített fény (szórt 
fény) mennyisége meghatározható. Ultraibolya fényben tör ténő mérések 
esetén nehezebb a helyzet , a legutóbbi időkig ugyanis nem ismertük a szövetek 
törésmuta tó já t közepes hullámhosszúságú ultraibolya sugarakban. 

J A N S E N ( 1 9 5 8 ) ú jabban meghatározta ultraibolya fényben, különböző 
fixálók után, a szövetek törésmuta tó já t . Ez 250 т[г hullámhossz esetén 
n = 1,62, látható fényben n = 1,57. Jó törésmuta tó júnak bizonyult a benzol 
(csaknem azonos diszperziós görbe). 

A tárgyban haladó fénysugarak eddig említett változásai a továbbiak-
ban „ n e m abszorpciós fényveszteség'"-hez (Nichtabsorptionslichtverlust) 

ad 7. a szórt fényhez vezetnek. A monokromátorban, a mikroszkóp 
tubusában és az opt ika üveg-levegő határfelületén (lásd még: S C H W A R Z -

S C H I L D — V I L L I G E R effektus) fellépő szórt fény mellett az objektumban kelet-
kező fényszóródás já tssza a legfontosabb szerepet. Az objektum részecskéinek 
nagyságától , a törésmuta tó különbségektől és a fény hullámhosszától függően 
fényveszteség lép fel, amely a mért abszorpciót fokozza. Látható fényben ez az 
effektus nem nagy és könnyen kiküszöbölhető. Ultraibolya fényben tör ténő 
mérés esetén különböző korrekciókat vezettek be, amelyek azonban csak 
megközelítő értékekhez vezetnek. 

Az üveg-levegő ha tá ron fellépő szórt fény hatásáról a szerzők különböző-
képp vélekednek ( N A O R A 1 9 5 1 , 1 9 5 2 , O R S T E I N és P O L L I S T E R 1 9 5 2 , L I S O N 1 9 5 3 ) . 

Ez az ón. S C H W A R Z S C H I L D — V I L L I G E R - e f f e k t u s ( 1 9 0 6 ) a világos, gyengén ab-
szorbeáló környezetben fekvő, nagy extinkcióval bíró objektuomk extinkció-
jának csökkenését idézi elő. 

ad 8. Kis fényforrás blendéve 1 (a továbbiakban LB) az előbbi, a 
SCHWARZSCHILD—VILLIGER-effektusból eredő, hibát csökkenthet jük. Teljesen 
át látszat lan objektum (pl. szénszemcse) mérésével az L B nagysága és az előbbi 
effektusból eredő hiba között i összefüggést könnyen vizsgálhat juk. A 8. ábrán 
bemuta to t t saját kísérleteinkben 99%-os abszorpciót ta lá l tunk maximálisan 
50 [Л átmérőjű LB használata esetén. Kisebb extinkcióval bíró objektumok 
mérésekor a hiba kisebb. Gondolnunk kell azonban arra , hogy az ál talában 
előforduló mérési hibák nagyobb abszorpciók esetén nagyon nagyok és így a 
szénszemcsék mérésekor kapot t eredmények abszolút ér tékeket nem adha tnak . 
A hiba a lehető legkisebb átmérőjű LB használatakor erősen redukálható 
(esetünkben pl. 30 /j a LB átmérője). Emellett fontos, hogy az extinkció 
1,0-nél ne legyen nagyobb. 

A citofotometria hibalehetőségeinek megbeszélése során mindig felmerül az 
ad 9 . inhomogenitás kérdése ( B L I C K és mts, 1 9 5 1 , C A S P E R S S O N 1 9 5 5 ) . 

Az inhomogenitásból eredő hiba a mérendő tárgy részecskéinek nagyságától, 
azok eloszlásától és a fotométer-blende nagyságától függ. 

Példa: Tételezzük fel, hogy a mérendő tárgy 0,2, vagy 0,8 extinkcióval 
bíró homogénen eloszlott anyag. Ha ezt az anyagot két azonos nagyságú terii-



2 6 4 w . s a n d r i t t e r 

le ten osztjuk el, akkor 0,2 extinkció helyett 0,187-et és 0,8 extinkció helyett 
0,611-et kapunk. Tehát a hiba nagyobb extinkció esetén nagyobb. 

Ezt a h ibát csak kis fotométer-blenilével (pl. 0,5 p) küszöbölhetjük ki. 
A mérést pedig legjobban igen sok pont mérése révén az ún . „ le tapogató" 
(scanning) módszerrel végezhetjük el. Számos laboratór iumban az ún. „plug" 
mérés t végzik, ebben az esetben a fotométer-blende átmérője 2/3-a a mérendő 
tá rgy (sejtmag) átmérőjének. I lyen módszerrel mérések csak akkor engedhetők 
meg , ha az abszorbeáló anyag egyenlően van elosztva. Minden esetben úgy 

í6H 32p 65p. 110p végtelen 
LF-blende átmérd 

8. ábra. Az LF-b lende és a mért abszorpció közti összefüggés 

1. koromszemcse (30 p átmérőjű), f o t o m é t e r blende 0 ,8 p, kondenzor numer ikus apertúrája 
0 , 2 5 , objektív numer ikus apertúrája 1 ,25, hullámhossz 550 mp, 1.1 p á tmérő jű lymphocyta-
m a g , 3. 6,2 p á tmérőjű májsejtmag ( p a t k á n y ) (NAORA 1955) , 4. glicerinben o ldot t 10 p á t m é -

rőjű FASTGREEN-CSeppek 

kell végeznünk azonban a méréseket, hogy a legkisebb á tmérő jű fotométer-
blendével sok ponto t mérjünk le (egy sej tmagon belül pl.), m a j d azt a blendet 
választ juk ki, melynek használata esetén az eredmények még egyeznek. 

Az előbb említet t összes hibatényezők nagymértékben függenek a vizs-
gálandó anyag előkészítésétől is (fixálás, beágyazás, utókezelés). 

ad 10. í g y a fixálás a tá rgy zsugorodásához vezethet (ez magasabb 
extinkciót jelent), abszorbeáló anyagveszteség állhat elő ( S A N D R I T T E R 1 9 5 8 ) 

nemcsak savas f ixálók használatakor, hanem az anyag terítésekor (6% veszte-
ség ultraibolya fényt abszorbeáló anyagból) is. Ugyanakkor az optikai tu la j -
donságok megváltozhatnak. Különösen CARNOY-fixálás fokozza az anyag 
struktúrál is és optikai inhomogenitását (törésmutató-inhomogenitás). Már 
egyedül a hődenaturáció is okozhat ja az abszorpciós spektrum meghamisítá-
sá t ( S C H A U E N S T E I N és mts. 1 9 5 5 ) . Ezenkívül a nukleinsavak és a fehérjék 
ultraibolyafényben mért extinkciós koefficiensei a pH-tól, a polymerizáltság-
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t ó i és a sókoncentrációtói függően is megvál tozhatnak. Saját tapasz ta la tunk 
szerint ultraibolya fényben történő mérésekre a mélyhűtéses-szárítás (Freeze-
drying) a legalkalmasabb. A fehérjék egyáltalán nem, vagy csak kismérték-
ben clenaturálódnak és így a szöveti p repará tumban csak kis törésmutató-
különbségek lépnek fel. 

ad 11. Az eddig tárgyal t hibalehetőségek a lehető legtöbb metodikai 
teszt-kísérlet alkalmazását teszik szükségessé, ill. mérési eredményeinket fel-

9. ábra. Összefüggés a ré tegvastagság és az ext inkc ió között (LAMBERT—BEER-törvény) 

1. a ré tegvastagság (emberi máj gal locyanin-chromtimsó festés) és az extinkció között i v i szony . 
Mérési f e l té te lek: a kondenzor numerikus apertúrája 0,25, L F - b l e n d e átmérője 30 /л, az objek-
t ív numerikus apertúrája 1,25, Ф = mérési e l térések, 2. különböző vastagságú, g ö m b alakú 
cseppek méréseredményei (Sudan IV., kb. 70 mérés) , a mérési f e l t é te l ek az előbbivel azonosak. 
A kihúzott vona l megfelel a z o k n a k az ext inkciós értékeknek, a m e l y e k e t 1 cm-es ré tegvas tag-
ságú k ü v e t t á b a n történő mérések alapján 20, 40 , 60 /л rétegvastagságra számoltunk át . A z ordi-
nátán a bal o lda lon jelölt ex t inkc iós értékek a metszeteken v é g z e t t és a jobb o lda lon jelölt 

ex t inkc iós értékek a festékcseppeken v é g z e t t méréseredményeket jelentik 

tétlenül egyeztetnünk kell más, független módszerekkel kapott ada tokkal . 
Fentebb már említet tük csepp-szuszpenziós kísérleteinket. Ezek ki tűnő 
modellek számos befolyásoló tényező megismerésére. E modellkísérleteket 
oly módon kell elvégeznünk, hogy a csepp átmérője és az extinkció a rányban 
álljanak. A 9. ábrán bemuta to t t kísérleteinkben festékcseppekre és májse j t re 
vonatkozó adata ink a L A M B E R T — B E E R törvénnyel egybehangzanak, azaz a 
rétegvastagság emelkedésével egyenes arányban növekszik az extinkció. 
Ugyanezt az összefüggést talál tuk ultraibolyában végzet t kísérletek kapcsán 
265 és 280 m^-nál . 

Mérési eredményeink megbízhatóságát más módon is ellenőrizhetjük. 
A mérendő anyagot relative konstans mennyiségben tar ta lmazó objektumokat 
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m é r ü n k (pl. spe rmium, DNS-meghatározás esetében), vagy eredményeinket 
kémia i úton t ö r t é n ő meghatározásokkal hasonl í t juk össze (lásd alább) . 

A ci tofotometr iában használ t metszetek vas tagságának mérésére külön-
leges optikai segédeszközt kellet t szerkesztenünk (10. ábra). Ez lényegében 
o l y a n fáziskontraszt-mikroszkóp, amelyet az ún . mikrokátorra l (Fa . JoHANN-

S O N , S C H W E D E N ) kapcsoltunk egybe. A mikroszkóp mikrométe r csavar ja a 
tá rgyasz ta l t emel i vagy süllyeszti és a mikroká tor 0,05 /.i pontossággal m u t a t j a 
a tárgyasztal e lmozdulását . A metsze tvas tagságot a metszet alsó és felső fel-
színének élesre állításával ha tá rozzuk meg. A számításhoz i smernünk kell a 
p repará tum tö ré smu ta tó j á t és az objektív numer ikus a p e r t ú r á j á t . Ezzel, az 
ú n . fókuszáló, módszerrel k a p o t t e redmények egyeznek az interferencia-
mikroszkópos metsze tvas tagság méréssel k a p o t t eredményekkel ( W E I S S B A C H , 

Kolloquium f ü r quant i ta t ive Histcchemie, F r ank fu r t 1959, megjelenik az 
Acta Histochemicában) . Nagy gondot kell fo rd í t anunk a mikro tomkés élessé-
gére, a kés csorbái nem lehe tnek 1—2 ^-ná l nagyobbak. S a j á t mikro tomkés 
f enő készülékünk a 11. ábrán lá tha tó . 

10. ábra. A metsze tvas tagság mérésére szolgáló készülék. A nyíl a mikrokátor és a mikroszkóp 
tárgyaszta lának összeköt te tésé t jelzi 
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11. ábra. M i k r o t o m k é s f e n ő k é s z ü l é k f o r g ó ü v e g l a p p a l 

II . A mérőműszerek felépítése 

A bevezetőben röviden említet tük a mikrofotométerek elvi felépítését. 
A készülék felépítése lényegében a k u t a t ó k kérdésfeltevéséből adódik. (Homo-
gén vagy inhomogén t á rgy , látható vagy ultraibolya fény használata, ab-
szorpciós görbe felvétele vagy az anyag összmennyiségének meghatározása.) 
A citofotométerek építésénél azt a célt kell szem előtt t a r t anunk , hogy a méré-
seket lehetőleg pontosan és a legrövidebb idő alatt végezhessük el. Látható 
fényben tör ténő mérésekhez a készülékek egyszerűbben építhetők, mint az 
ultraibolya-mérésekhez. Elvileg ez ideig két különböző metodikai lehetőség 
áll rendelkezésünkre. 

1 . Direkt mérésekre alkalmas készülék L I S O N ( 1 9 5 0 ) elve szerint. Saját 
készülékünk is ilyen (12. ábra), amely stabilizált fényforrással (stabilizálás 
feltétlenül szükséges, mer t az áramingadozások befolyásolják a méréseket), 
monokromátorral , ill. ék-interfercncia szűrővel, elektronsokszorozóval (RCA 
1 P 21 typ . cső) és házilag épített erősítővel rendelkezik. A szöveti p repará tum 

6 Biol. Свор. Közi. IV/3—4. 
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képét fehér ernyőre vet í t jük, ezen az ernyőn v a n a fotométer (elektronsokszo-
rozó) blendéje is. I lyen készüléket igen olcsón építhetünk. 

2. Az indirekt mérésekre szolgáló készülék előnye az, hogy világos szobában 
dolgozhatunk és automat ikusan regisztráló, „ le tapogató" (scanning) mérése-
ket is végezhetünk. S a j á t készülékünket a 13. ábra muta t j a . A mérés ügy 
tör ténik, hogy osztot t sugármenet mellett a mérendő pontot az okulár fonál-
keresztjére á l l í t juk. A fonálkereszt közepe pontosan egybeesik az elektron-
sokszorozó nyílásának közepével. A mérendő t á rgy (sejt, se j tmag) nagyságá-

12. ábra. LISON elve alapján épí te t t , látható f é n y b e n működő cytofotométer 
(Sandritter és mts. 1958) 

1. galvanométer, 2. monokromátor, 3. prizma, ill. tükör, 4. projekciós pr izma, 5. képernyő, 
melyen különböző átmérőjű és to lható blende található, 6. dob és az ékinterferenciaszűrőhöz 

szükséges fordulatszámláló 

nak meghatározására a tárgy képét a falra szerelt tükör segítségével asztalra 
ve t í t jük és ot t planiméterrel lemér jük. 

Ez a készülék is csak egyes pontok mérésére (0,5 p á tmérő jű terület) 
készült. Ultraibolya fényben tö r t énő fotometria céljából azonban C A S P E R S S O N 

elve alapján automat ikusan regisztráló készüléket épí tet tünk be (14. ábra) . 
A prepará tum egyenletes és folyamatos mozgatását (1 /t/sec.) speciális, mikrosz-
kóp-asztalra szerelt motor végzi és az elektronsokszorozó á l ta l adott feszült-
ség-különbséget egy íróberendezés abszorpciós görbe f o r m á j á b a n adja vissza, 
így a „ le tapoga tó" (scanning) eljárás segítségével, egy ado t t hullámhosszon, 
lehetővé válik a sejtben egy bizonyos anyag összmennyiségének meg-
határozása. A sejt egy bizonyos pont jának abszorpciós görbéjét is felvehetjük 
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oly módon, hogy a mérendő pont mozdula t lan marad , a monokromátor hullám-
vál tó dobja mozog és fo lyamatosan vá l toz ta t j a a spekt rumot (közelebbi le-
írást lásd S A N D R I T T E R 1 9 5 8 ) . 

I lyen kompl ikál t készülék házi lag való felépítése időtrabló. A jövőben 
ezt a fáradságot m e g t a k a r í t h a t j u k , m e r t a C . Z E I S S (Oberkochen) cég ilyen 
készülék gyár tásá t előkészítette. 

13. ábra. Látható fényben működő cytofotométer (indirekt módszer) monokromátorral, magas 
feszültségű, v a g y xenon- lámpával , osztott sugármenettel (tubus a megfigyelés számára és pro-

jekciós tubus az elektronsokszorozó számára) és mérőműszerrel 

1. xenon-lámpa, 2. tubus, lencse, iriszblende és szűrő számára, 3. o sz to t t sugármenetű mikrosz-
kóp, 4. monokromátor fényforrással, 5. fali tükör projekcióhoz, 6. rajzoló asztal, 7. elektron-
sokszorozó, 8. mérőműszer, 9. a szobai v i lágí tást szabályozó el lenállás, 10. a xenon- lámpához 

szükséges segédeszköz (Sandritter és mts . Mikroskopie, 14, 25, 1959) 

Elő se j tek vizsgálatához speciálisan épített készülékre van szükségünk. 
Dr . ScHEiMER-rel közösen ul t raibolya-spektrográffal kombiná l t fáz iskontrasz t 
mikrokinematográf-berendezést á l l í to t tunk össze. Ezzel a készülékkel az élő 
se j te t l á tha tó fényben fo lyamatosan fényképezhe t jük , ugyanakkor rövid 
idő a la t t (1/100 sec.) egy adot t ponton ul traibolya f é n y b e n abszorpció-mérést 
végezhetünk. I lyen módon az élő se j t nukle insavainak változásait hosszú 
ideig köve the t jük . 

6 * 
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A hasonló elven alapuló fényképezési módszerekre vona tkozóan a Hand-
buch der Histochemie-ben leír takra utalunk. 

Az ultraibolya fényben t ö r t é n ő mikrofotográf iára szolgáló egyszerű 
berendezés a 15. á b r á n látható. A ZEiss-spektrofotométer monokromátorá t 
mikroszkóppal kombiná l tuk . A mikroszkópot a k r o m á t tükörop t ikáva l (BECK, 

14. ábra. au tomat ikusan regisztráló ultraibolya-mikrospektrográf (SANDRITTER, 1958) 

1. és 3. monokromátor és higanygőzlámpa, 2. xenonlámpa, 4. mikroszkóp, 5. a tárgyasztalt 
m o z g a t ó motor, 6. a tárgyasztal , 7. mérés i sugárvédő cső, 8. összehasonlító sugárvédő cső, 9. 
elektronsokszorozó, 10. az elektronsokszorozót tápláló akkumxdátor, 11. erősítő , 12. íróberende-

zés, 13. kamra 

L o n d o n : A kondenzor numerikus aper túrá ja 0,6, az objektív numerikus aper-
t ú r á j a 0,9) l á t t u k el. A mikroszkópi készí tményt látható f ényben állít juk be, 
és anélkül , hogy a fókuszt vá l toz ta tnánk , ul t ra ibolya fényre kapcsolunk és 
így fényképezünk. Referens-rendszerként ék szolgál (a f i lm gammája) és a 
f i l m e t au toma t ikusan regisztráló denzi tométerrel értékeljük. Ennek a fény-
képezési módszernek a fontossága nem olyan nagv , mint a d i rek t fo tometr iáé , 
e lőnye viszont, h o g y a mérések bármikor megismételhetők. 
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15. ábra. Mikrofoto-berendezés ultraibolya fényben t ö r t é n ő fényképezéshez. A készülék ZEISS-
monokromátorból és ti iköroptikával e l látott mikroszkópból áll 

III . A mérések értékelése, méréseredmények 

Az ultraibolya fényben történő fényképezést a festet len metszetek fel-
oldó-képességének emelésére K Ö H L E R ( 1 9 0 4 ) dolgozta ki. Valóban az u l t r a -
ibolya fényben készült képek feloldása kétszer nagyobb, m i n t a látható fény-
ben készült képeké (16., 17. ábra) , sőt a fényképező lemez (265 m/t-nál) fekete-
déséből még a nukleinsav-tartalomra is következte thetünk. 

Méréseredményeink értékelésekor i smernünk kell az extinkciós koeff i -
cienst (e t). Ha lá tható fényben szemikvanti tat ív méréseket végzünk, elegendő 
az eredményeket önkényes egységekben ábrázolnunk (ÖE = E X F), E b b e n 
a képletben E az extinkció középértékét, F a területet je lent i . Ultraibolya 
fényben tör ténő mérésekkor mindenekelőtt a nukleinsavak mennyiségi meg-
határozása a célunk. Ha a nukleinsav extinkciós koefficiense 20, akkor az 

E • F 
összmennyiség a következő képletből számítható ki: M = — , ahol F a 

területet cm2-ben és E265 a 265 mц hullámhossz esetén mért extinkciók közép-
értéke. 

Egy sejt átlagos extinkciójának meghatározására szolgáló eljárást a 
sa já t automat ikusan regisztráló méréseink esetén a 18. áb rán ábrázolunk. 
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16. ábra. 265 mp hullámhosszúságú fényben fényképezett fes te t len emberi bőrhámsejtek 
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A mért extinkciók összegéből az átlagos extinkciót és a te rü le te t is megkapjuk . 
A 19. ábrán mu ta t j uk be emberi spermium ilyen extinkciós görbéjét . Egyes 
sejtek nukleinsav mennyiségének kvant i ta t ív meghatározása kielégítő ered-
ményekhez vezetett , amelyek más független módszerrel (kémiai meghatáro-
zás) egyeznek. Ez az egyezés azt muta t j a , hogy metodikai kikötéseink helye-

17. ábra. 265 mjx hullámhosszúságú fényben fényképezett emberi bronchusnyálkaliártya 
csi'lószőrös hám- és kehelysejtjei 

sek. Amint az 1. táblázatból látható, anyagok egész sorára érvényesnek talál-
tuk a nukleinsav tar ta lom és a kromosoma-szám közötti korreláció törvényét 
(haploid, diploid) és az értékek a kémiai meghatározással is egyeznek. Ezzel 
kapcsolatban arra is u ta lnunk kell, hogy az ultraibolya fotometr ia az egyetlen 
módszer, amellyel a nukleinsavtartalom az egyes sejtekben meghatározható, 
mert a kémiai vizsgálatokban csak integrált középértékeket kapunk . A közép-
érték pedig könnyen csábít arra a következtetésre, hogy az ép sejtek DNS-
tar ta lma állandó (DNS-állandóság törvénye). Ha azonban az egyes értékeket 
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18. ábra. A ,,scanning"-mérések kiértékelése vázlatosan. Az ábra felső részén vázlatosan sejt-
magot ábrázoltunk. A mérésvonalakat 1—4 számokkal jelöltük 

d — a mérési vonalak távo l sága , Oj — a4 a mérési vonalak hossza, F = a planiméterrel 
mért terület. Az ábra alsó részén az «j — a4 = mérési vonalakhoz tartozó extinkciókat 

ábrázoltuk. Oldalt az extinkciók középértékét ( E ^ E , ) ábrázoltuk 
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f igye l jük , világossá válik, hogy a méréseredmények a GAUSS-görbe a l a k j á b a n 
a középértékektől szórnak és az eltérés magáná l a spermiumnál 50%-ig r á g h a t . 

Egyes t umorse j t ekben (20. ábra) normál is sejtekhez viszonyítva nagyon 
n a g y nukleinsav-ér tékeket ta lá lunk. Ezér t megvizsgál tuk, hogy menny i re 
visz közel b e n n ü n k e t pl. a gallocyaninnal f e s t e t i vagina-kenetben az ob jek t ív 
fotometr ia i diagnózis a tumorse j t ek felismeréséhez. Edd ig i eredményeink 

Ц : v 

m 

b i z t a t ó a k és, min t a 21. ábrán l á tha t juk , a t umorse j t ek nukleinsav-értékei az 
ese tek 90%-ában nagyobbak , min t a normális szöveteké. I lyen módon a 
nukle insavak elméleti ku ta t á sa gyakorlati je lentőségűvé vá lha t . 

A sejtek anyaga inak u l t ra ibolya fényben tö r t énő kva l i t a t ív vizsgálatára 
számos lehetőség v a n (22. ábra) . Különbséget t e h e t ü n k t iszta fehér je spek t rum 
(abszorpciós m a x i m u m 280 m/i-nál , amelyet a ty roz in és a t r y p t o p h a n t a r t a -
lom okoz) és nuk le insavspek t rum között, amelynek csúcsa 265 m/i-nál v a n . 
H a a nukleinsav görbén 280 m^tt-nál találunk másod ik csúcsot, az fehérje jelen-
létére, ha 290 m/L-nál, az hiszton-t ípusú fehé r j e jelenlétére u ta l . Ezenkívül 
hasonló módon a pajzsmirigy-kolloidban levő di jodtyrozin (330 m/i-nál) ki-
m u t a t á s a is lehetséges. 

A lá tható f ényben tö r ténő citofotometria esetében számos kvan t i t a t í v 
és specifikus festés áll rendelkezésünkre, amelyek fotométer SÍ gítségével szemi-
kvan t i t a t í van kiértékelhető. Biztos, hogy a jövőben a lehetőségek még nagyob-
b a k lesznek. I t t mindenekelőt t néhány használható festési módszer t kell meg-
neveznünk . 
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20. ábra. Ер és rákos sejtek nukleinsav tartalma (nem korrigált értékek). 
Ép sejtek: . = ép szájnyálkahártya-epithel, X = csillószőrös hám, @ = a sratum basale 

sejtjei, • = alveolaris epithel 
Tumorsejtek: . = laphámrák, S 214/57, X = laphámrák K. G., ® = laphámrák N. R., 

• = kissejtes carcinoma, о = alveolaris carcinoma 

600-

500-ó-ó 

21. ábra. Ép és különböző tumoros sejtek nukleinsav tartalmának százalékos értékei bizonyos 
önkényesen választott határon belül. ép sejtek, — . — . — = különböző tumor-

sejtek 
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22. ábra. N é h á n y a biológiában e lőforduló ultraibolya abszorpciós görbe 
1. pajzsmir igy kolloid (fehérje és thyreoglobul in) , 2. parafollicularis se j tek , cytoplazma (fehérje), 
3. pajzsmir igy folliculus sejtek cytoplazmája (nukle insav és fehérje) , 4. nucleolus (nukle insav 

és h i s t o n ) 
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• • • • • • • • • 

u v 

• • • • • • • é • 
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x10-'2gNS 
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180 192 200 

23. ábra. HELA-sejtek ul traibolya fotometr iával és a FEULGEN-fotometriával k a p o t t ered-
ménye i . (Asu 1954, Cchromosomaszám vizsgálat ) (SANDRITTER és SCHIEMER, V e r h . dtsch. 

Ges. der P a t h . 1958) 
I I = spermiumok értékei, I • • [ • • | = t h y m u s lymphocyták értékei , = HELA-

sejtek értékei 
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1 . F E U L G E N reakció A desoxyribonukleinsav k imuta tására ( 5 7 0 

S A I F T , 1 9 5 5 ) . 

2. Gallocyanin-krómtimsó festés a ribonukleinsav és desoxyribonuklein-
sav együttes k imuta tására ( 5 7 5 тар, E I N A R S O N 1 9 5 1 , S A N D R I T T E R és m t s . 
1 9 5 4 , D I E F E N B A C H é s m t s . 1 9 5 4 ) . 

3 . MILLON reakció a t y r o z i n ( 4 9 0 m/t) és a tyrozin és a t ryptophan 
együ t t e s k imuta tására ( 3 6 5 m/t , S W I F T és R A S C H , 1 9 5 4 ) . 

4 . Arginin reakció ( 5 1 0 rag, Baker 1 9 4 7 ) . ' 

5 . FAST green-festés a hisztontípusú fehér jék k imuta tására ( 6 3 5 m/t, 
A L F E R T és m t s . 1 9 5 3 ) . 

6. Az SS- és SH-csoportok kimutatása (585 m/t, B A H R 1957). 
A 23. ábrából lá that juk, h o g y a festési módszerek is jó l egyező eredmé-

n y e k e t adhatnak. Ez a példa t o v á b b á a DNS-tar talom és a kromosoma-szám 
közö t t i szoros korrelációt is m u t a t j a . 

A kvant i t a t ív fotometriai módszerek át tekintése azt m u t a t j a , hogy ez a 
k u t a t á s i irány n a g y fejlődés e lő t t áll, különösen akkor, ha a jövőben növekvő 
mértékben sikerül más hisztokémiai reakciókat (szénhidrátok, lipidek, enzi-
mek) is kvant i t a t ív alapra helyeznünk. A hisztokémikus a jövőben éppen ú g y 
n e m nélkülözheti a citofotometriai módszereket, ahogy a biokémikusnak min-
dennap i ku ta tása iban állandóan alkalmazott módszer a fotometr ia . 
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1. táblázat 

Nukleinsavak mennyiségi meghatározása az uv-mikrospektrofotometria segítségével 

S e j t f a j t a n i)> DNS 
xlO-"g 

oM 
± 

RNS 
xlO- lsg 

aránv 
265/280 

kémiai 
DNS 

RNS 
meghat. 

Ember spermium 

„ (R) 
thymus 

„ (R) 

35 

15 
26 
34 

10 

11 
55 
30 

3.28 

3,12 
7.29 
6,80 

0,086 

0,074 
0,059 
0,24. 

0,16 

0,48 

1,80 

1,69 
1.56 
1.57 

2,7 
3,4 

6,8° 
7,5° 

— 

Bika spermium 29 39 3,25 0,09 1,5 3.7 
2.8 
6,4 thymus 

„ (R) 
21 
27 

33 
35 

6,85 
6,55 

0,11 
0,16 0,30 

1,75 
1,79 

3.7 
2.8 
6,4 0,5 

Nyúl spermium 
thymus 

26 
26 

32 
50 

3,25 
5,75 

0,10 
0,15 

1,40 
1,58 

3.1 x 
5,3© 
7.2 

Patkány spermium 
thymus 

18 
19 

14 
25 

3,11 
6,05 

0,19 
0,08 

» 1,31 
1,60 6,60 

6,05° 

Kakas spermium 

vörösvérsejt 

(R) 

24 

31 

22 

10 

15 

19 

1,59 

3,31 

3,30 

0,05 

0,07 

0,1 0,01 

1,70 

1,64 

1,62 

1,26 
1,10 
2,4 
2,56 
2,2 

0,09 

Pisztráng spermium 
vörösvérsejt 

(R) 

24 
21 

21 

8 

32 

29 

2,52 
5,61 

5,46 

0,07 
0,20 

0,23 0,15 

1,75 
1,86 

1,36 

2,5 
4,8 
5,3 

Rana 
temp. 

vörösvérsejt 22 
21 

37 
42 

9,15 
8,85 

0,33 
0,33 0,30 

1,46 
1,54 

8 - 9 

Bufo 
vir. 

spermium 
vörösvérsejt 

(R) 

20 
26 
25 

37 
50 
52 

5,43 
12,88 
12,12 

0,18 
0,33 
0,29 0,76 

1,31 
1,54 
1,40 

n = sejtszám ° = leukoeyták értékei 
(R) = 1 mg/ml, 37°, 3 óra ribonukleázc emésztés • = vese-értékek 

x = uti-spektrográffal nyert értékek X = máj-értékek 
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