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A hisztolégiaban korabban a sejtek szerkezetének és miikodésének fel-
deritésére a morfolégiai médszerek szolgaltak. Emellett a sejtek kémiai
osszetételének vizsgalata messzemenden hattérbe szorult. Csak az utébbi
15—20 évben dolgoztak ki a biokémiabél ismert reakciék alapjan olyan hiszto-
kémiai médszereket, melyek lehet6vé teszik a sejtben talalhaté biolégiai
anyagok kvalitativ kimutatasat. A hisztokémianak, hasonléan a biokémiahoz
arra is torekednie kellett, hogy a kvalitativ médszerek mellett a kimutatott
anyagok mennyiségi meghatarozasat is lehet6vé tegye. Ehhez pedig széles
alapokon nyugvé kutatasra volt sziikség, mely be kellett bizonyitsa, hogy a
biolégiai objektumok fotometrias mérése altalaban lehetséges és megallapitania,
hogy melyik reakciok értékelhet6k ki ezen az alapon. CASPERSSON és iskolaja
(1936, 1950) Stockholmban e teriileten vezetd szerepet toltott be. Az 8 munkaik-
nak koszonhet6k azok a fizikai-optikai médszerek, amelyek 10-12—10-14 g
nagysagrendii sejtanyagok meghatarozasat tették lehetévé. E maédszerrel ma
mar csaknem az egész elektromagnetikus spektrumot felsleljiik a révid hullam-
hosszi rontgensugaraktél (elemek analizise, szarazanyag-tartalom meghata-
rozas, ENcsTROM, 1950) az ultraibolya- éslathaté fényben torténd fotometrian
keresztiil az infravoros spektrofotometridig (1. abra). Az interferencmikrosz-
ké'pia (Dysen, 1950; DAVIES és mts. 1954, SCHIEMER és mts. 1957, SANDRITTER
és mts. 1958) ennek a kutatasi iranyzatnak a legfiatalabb aga.

A rontgenhisztoradiografia médszerével, monokromat-sugarakkal, bizo-
nyos elemek kimutatasa sikerrel jart. Ezek az elemek altalaban esak patologias
korilmények kozott fordulnak el§ olyan magas koncentracioban, hogy kvan-:
titative mérheték legyenek. 10 A-6s hullimhossztartomany alkalmas a sejtek
szarazsuly-meghatarozasara. Egyszerli réntgenhisztoradiograffal (PrivLipps
CMR 5) olyan médszert dolgoztunk ki, melynek segitségével az el6bb emlitett
szarazsily-meghatarozas referens-rendszer rutinszerdi alkalmazasa nélkiil
valik lehet6vé. (SANDRITTER és MULLER 1959, MULLER és mts. a Handbuch der
Histochemie-ben jelenik meg). A kis réntgencsévekkel és vacuum-berendezés-

* Késziilt a Deutsche Forschungsgemeinschaft védniksége alatt. — Eldadéas az MTA
Biol. Csop. rendezésében 1959. szeptember 25-én.
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sel ellatott rontgenhisztoradiograf a 2. abran lathaté. A réntgensugarakkal
exponalt szovetrdl kontakt ,,arnyék”-képet kapunk (3. abra). Ennek feketedése
a szarazsillyal aranyos. Kiilonboz8 sejtek szarazsilyanak rontgenhisztoradio-
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1. d@bra. A kvantitativ hisztofotometriai médszerek és az elektromdgneses spektrum attekintése

graffal és interferencia-mikroszképpal tortént ésszehasonlité mérései nagyon
jo osszhangban vannak, 10—159-0s egyezést mutatnak (SANDRITTER és
MuéLLER 1959).

A rontgenhisztoradiograffal kapott radiogramok kvantitativ kiérté-
kelése fotométerrel torténik. Festett és festetlen sejtek, ill. fényképfelvételek
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2. Gbra. A PHILIPPS-rontgenhisztoradiograf (CMR 5.) képe. 1. mérgmiiszer doboza, 2. réntgen-
€56, 3. szbvettani preparaitum doboza, és a fényképezd lemez részére szolgals feltét, 4. vakuums«
pumpa, 5. stabilizator, 6. specidlis voltmérs

3. dbra. patkany vese-glomerulus rontgenhisztoradiogrifids képe (kb. 400 X utdnnagyitis).
A nagyobb szérazsillyal biré helyek viligosabbak
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fotometridgjanak altalinos célja az egyes sejtekben talalt, meghatarozott
anyagok koncentracidjanak, mennyiségének és kvalitativ jellegének (absorp-
ci6s mérések) a mérése. A fotometrids médszerek alkalmazasa a mikrofoto-
metridban kiilonleges feltételekhez kotott. :

I. Elméleti és gyakorlati feltételek

A ,,makrofotometriaban’’ (oldatok mérése kiivettdban) mind technikai
(miiszer), mind kémiai (oldat) szempontbél kénnyebb a mérési feltételek
betartasa, mint a mikrofotometriaban. A 4. abrabél kitlinik, hogy a mikrofoto-

-J_“J

4. dbra. A makro- (fent) és a mikrofotometria (lent) elve. L = fényforras, S;, S, = a monokro-

mator (M) be- és kiléps nyilasa, F = sziir6, KB = kondenzor blende, J, = folyadékkal telt

kiivetta (C), ill. a mikroszképos készitmény festetlen (vak) teriilete, J = a mérendé anyaggal

telt kiivetta (C), ill. a mérendd targypont a mikroszképos prepardtumban, O = objektiv

lencse, 0, = okular, FB = fotométer-blende, F = fotocella, ill. elektronsokszorozé, V' = ers-
sité, A = mérémiiszer

metridban hasonlé miszer-elrendezéssel dolgozunk, mint oldatok mérésekor,
a kiilonbség csak annyi, hogy a kiivetta helyén a mikroszkép és a mikrosz-
képos kép all. 4

A mérések mindkét esetben azenos elven alapulnak. Fénysugarakat
bocsatunk at a preparatum iires (vak) (I,) és a mérendé targyat tartalmazé
teriiletén (I) és az abszorpcié (A), ill. extinkeié (E) a kévetkezd képlet alapjan
szamithaté ki:

i

0

A= ol E:log§9.
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A fotometria alapfeltétele a LAMBERT—BEER térvény érvénye a prepa-
ratumban, amely kimondja, hogy az extinkcié (E) egyenesen aranyos az ab-
szorbealé molekuldk koncentraciéjaval és a rétegvastagsaggal, azaz =
E —e,. c. d, ahol az e; a molaris extinkciés koefficiens ha a koncentraciét
mol/l-ben adjuk meg.

A mikrofotometridban felmeriilg problémak mindenekelGtt mind a vizs-
galandé preparatum nehéz fizikai-optikai és kémiai sajatossigaibél, mind
pedig a mikroszkop optikai sajatsagaibil adédnak. CaspErsson (1936) érdeme,
hogy a mikrofotometriai mdédszerek alapvetd elméleti kérdéseit tisztazta.
E vizsgalatokban tekintettel volt arra, hogy a biolégiai objektum a rajta
keresztiilhaladé fénysugarakat tobbféle médon valtoztatja meg. Az 5. abran

fénytéres fényabszorpcié fényvisszaverddés fényelhajlds fényszorodas

5. @bra. A fénysugarak biolégiai objektumban térténé valtozasainak durva
sematikus abrazolasa

sematikusan abréazoljuk e fényjelenségeket egyszerd modellen (gémb): a fény-
teérést, fényabszorpceiot, fényvisszaverddést, fényelhajlast és a fényszérédast.
Mivel a mikrofotometriaban a széveti preparatum mikroszképos képét foto-
metraljuk, a leheté legjobban kell biztositanunk az 6sszhangot a targy és a
kép, valamint a fényintenzitas alakja és eloszlasa kozott. Eszerint a mikrosz-
képos rendszernek meghatarozott feltételeket kell teljesitenie és a biolégiai
objektum lehetéleg kevés olyan zavaré tényezével rendelkezzék, amely feny-
torés, szorodas stb. formajaban jelentkezik.

A mikrofotometria CASPERSSON (1950) munkain alapulé elvi-feltételeit a
kovetkezdkben foglaljuk 6ssze: (Swirr, 1950, 1955. UBeEr 1939, THORELL
1947, WALKER 1956, NURNBERGER 1955, POLLISTER és ORSTEIN 1955, SANDRIT-
TER 1959 és lasd még a kovetkezé symposionokat, amelyek a Disc. Faraday
Soc. 9, 1950. és a Labor. Invest. I, 1952. szamaiban jelentek meg, valamint
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Kolloquium iiber quantitative Histochemie, Franfurt 1959, amely az Acta
Histochemicaban jelenik meg).

1. A mikroszkép objektivje teljesitse az ABBE-féle sinus-torvényt.

2. Az objektiv numerikus aperturaja legalabb 0,85 legyen.

3. A kondenzor numerikus aperturaja 0,2—0,3 legyen.

4. A mélység-élesség a lehetd legnagyobb legyen (fékusz-hatas).

5. A lehetileg pontosan mérhetd targy nagysaga a hasznalt fény hullam-
hosszanak legalabb 3—4 -szerese legyen (pl. 4 X 500 mu = 2,0 u).

6. A mérendd targy (metszet, sejt) és a lefed6 kozeg (balzsam, stb.)
torésmutatéja lehetdleg azonos legyen.

7. A rendszerben a szért fény mennyisége a lehetd legesekélyebb legyen.

8. A fényforras blendéje (Leuchtfeldblende, a tovabbiakban LB) a
lehet$ legkisebb legyen.

9. Legyiink tekintettel a targy inhomogenitasara.

10. A sziveti preparatumot kiméletesen készitsik eld (fixalas).

11. Minden munkafeltétel kénnyen valtoztathaté és testelhetd legyen.
Modellek és ,,konstans’ biolégiai anyagok (pl. spermium) méréseivel, valamint
mas figgetlen médszerekkel valé 6sszehasonlité mérések révén az eredménye-
ket kontrollalni kell (teszt-kisérletek).

ad 1. Sinustorvény

Ha a targybél kilép6 osszes fénysugar egyesiil a képben, akkor az ABBE-
torvényt biztositottuk. Ma ezt a feltételt minden aplanat-rendszerrel elér-
* hetjiik.

ad 2. Az objektiv numerikus apertirdja

A nagyobb numerikus apertdaraji objektivek a metszetek altal eltéritett
fény nagyobb részét gyijtik 6ssze, mint a kisebb numerikus apertiraji ob-
jektivek. Az ilyen objektivek esetében a targybol kilépd fény egy része nem
jut be az objektiv nyilasaba és a mért értékek tdlnagyok lesznek. Abban az
esetben, ha a targy és a torGkozeg térésmutatéjanak aranya 1,1, akkor a
2 X 30° nyilasi objektiv a targybol kilépd sugarak 959%-at gydjti ossze
(Caspersson 1950). .

ad 3. A kondenzor numerikus apertirdja

A metszetre a megvilagité-berendezésbdl kiillonbozd szog alatt esnek
fénysugarak. Ez a fénykipot hatérolé szég a kondenzor blende nyilasatol
fiigg (6. abra). Ez a ,ferde” megvilagitas oda vezet, hogy a blende szélét6l
jovO sugarak, egy parhuzamos lapokkal hatarolt targyban, hosszabb utat
tesznek meg, mint a kozponti sugarak. Egyszerd szamitassal kitiinik, hogy a
széli sugarak 0.17-es kondenzor-nyilas mellett, 5 u vastag targy esetében,
0.5 u-nal hosszabb utat tesznek meg, 0,34-es apertira esetén az it 0,3 u, és igy
tovabb. Ezért elméletileg a mért abszorpciénak emelkedni kell. A keletkezd
hiba a hulldmhossztél, a torésmutatétél és az extinkeié nagysagatol fiiggben
elméletileg kiszamithaté (CaspErssonN 1936, Brour 1933) és igy megfeleld
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korrekciés gorbét vehetiink fel. (WALKER 1956). Amellett azonban a hiba
nagysaga dontden a targy alakjatol fiigg, mely egzaktul nem hatarozhaté meg.
Gomb vagy ellipszoid alaka targyak esetében a hiba gyakorlatilag 0 nulla.
Ez a probléma csak empirikusan, pl. modellen kutathaté (lasd alabb: csepp-
szuszpenziok). Ezek a modellanyagon végzett mérések azt mutatjak (7. abra),
hogy kisebb targyak esetében csekélyebbek ugyan a hibak (kisebb extinkeid,
nagyobb kondenzor-nyilés), azonban a térésmutaté kiilsnbségeket sem hanya-
golhatjuk el. Biolégiai objektum (pl. majsejt-mag) mérésekor, a kondenzor-
nyilastél fiiggetleniil, az extinkciék azonosak. A kontroll-kisérletek szerint
kozepes kondenzor-nyilas esetén (az objektiv numerikus apertirajanak !/;-a)

i AN :
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A kondensor numerikus apertirija
6. dbra. Planparallel sikokkal hatarolt targyon athaladé fénysugarak, d = a térgy vastagsiga

varhaték a legjobb eredmények. Kisebb apertiira esetén (0,1), a mérés ered-
ményeket zavaro, jarulékos fazishatasok lépnek fel.

Kisebb kondenzor-nyilds alkalmazisa mellett szélnak azonban mas
meggondolasok is.

ad 4. A mélységélesség (fokusz-hatas) kisebb numerikus apertiraju
kondenzor hasznilata esetén nagyobb, mert a targyat gyakorlatilag parhuza-
mos fénysugarakkal vilagitjuk at. A fékuszon kiviil fekvé targy-struktirak
azonos fénymennyiséget abszorbealnak, az energia azonban a két sikban na-
gyobb feliiletre oszlik el és igy az egy ponton végzett mérések hibakhoz vezet-
nek. Ez a hiba az extinkcié nagysagatél fiigg (DAvies és WALKER 1953).
Kisebb kondenzor-nyilas esetén azonban az tin. ,,letapogaté” (scanning) méré-
sekkel csokkenthetd, ill. megsziintethetd. Specialis esetekben a sejtek mecha-
nikus szétnyomasa révén ugyancsak kikiiszobolhetd.

ad 5. A minimdlis tirgynagysdg (a hasznalt fény hullamhosszanak
3—4-szerese) CASPERsSSON (1936) szerint az ABBE-féle képkeletkezési elmélet-
bél és Mik elméletébdl (szférikus testen torténd fényeloszlas) kovetkezik. Az
utobbi elmélet az egyediilallé részecskékre érvényes. Lényegében itt arrél
van sz6, hogy (a fény hullamhosszahoz viszonyitva) kis, ill. kézépnagy részecs-
kék esetén fényszorédas 1ép fel (szérédasi kiip), amelyet csak a nagy numerikus
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apertiraji objektivek képesek befogadni. A szérodas kivetkeztében vissza-
felé is halad a fény és ez természetesen szamos hibat tartalmazé mérési ered-
ményhez vezet. Biolégiai objektumokban kiilonb6z6 alaki és nagysagu, szoro-
san egymas mellett fekvd részecskét talalunk, amelyek matematikailag nem
definialhaték, ésigy ez a probléma elméletileg nem oldhaté meg. Ezért empiri-
kusan kell megallapitanunk, hogy méréseink helyes eredményeket tiikréznek-e
(LAMBE.RT——BEER-tﬁl'Vény, lasd alabb). Az objektum megengedett nagysaga-
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7. dbra, A kondenzor aperttira és az extinkcié nagysaganak osszefiiggése

1. alkoholban oldott 1,6 ;v nagysdgu naftalin-cseppek 257 mu (King és Roe 1953), 2. 4 u nagy-
sagi FASTGREEN cseppek 632 my, 3. 10 u nagysdga Sudan IV. cseppek 497 mp., 4. gallocyanin-
chromtimséval festett méjsejtek, 5. gallocyanin-chromtimséval festett pleurahamsejtek

r6]l mondottakon kiviil a targy alakja és nagysaga mellett a targy és a lefedd
kozeg kozotti :

ad 6. torésmutaté kiilinbségek is nagy szerepet jatszanak. A fényvissza-
verddés, a fényelhajlas, a fénytorés a torésmutatotél fiigg. A fényvisszaverddés-
nél keletkezett veszteség nagyobb térésmutaté-kiilonbségek esetén csekély
(CaspeErssonN 1936). Nagy numerikus apertirdji objektivek hasznalataval a
fénytorés még nagy toérésmutaté-kiilonbségeket is kiegyenlithet (lasd fent).

Kiilonbozd szovetek lathaté fényben torténd vizsgalatahoz mar rendel-
kezésiinkre allnak megfelels és kiilonbozé torésmutatéji médiumok. Ezek
szoveti prepardtumokon jél' alkalmazhaték (Mounting media, CARGILLE,
New York). : ' ‘
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Festetlen preparatumok mérései révén ezenfeliil az eltéritett fény (szort
fény) mennyisége meghatarozhat6. Ultraibolya fényben térténé mérések
esetén nehezebb a helyzet, a legutébbi id6kig ugyanis nem ismertiik a szévetek
torésmutatéjat kozepes hullamhosszisaga ultraibolya sugarakban.

JAanseEN (1958) djabban meghatéarozta ultraibolya fényben, kiilonbozé
fixalok utan, a szovetek torésmutatéjat. Ez 250 my hullimhossz esetén
n = 1,62, lathaté fényben n = 1,57. Jé térésmutatéjinak bizonyult a benzol
(csaknem azonos diszperziés gorbe).

A targyban haladé fénysugarak eddig emlitett valtozasai a tovabbiak-
ban ,,nem abszorpciés fényveszteség’-hez (Nichtabsorptionslichtverlust)

ad 7. a szért fényhez vezetnek. A monokromitorban, a mikroszkép
tubusdban és az optika iiveg-levegé hatarfelilletén (lasd még: Scmwarz-
scHILD— VILLIGER effektus) fellépd szort fény mellett az objektumban kelet-
kezd fényszorodas jatssza a legfontosabb szerepet.” Az objektum részecskéinek
nagysagatél, a torésmutaté kiilonbségektdl és a fény hullamhosszatol fiiggéen
fényveszteség 1ép fel, amely a mért abszorpciét fokozza. Lathaté fényben ez az
effektus nem nagy és konnyen kikiiszobélhets. Ultraibolya fényben térténé
mérés esetén kiilonb6z6 korrekciokat vezettek be, amelyek azonban csak
megkozelits értékekhez vezetnek.

Az iiveg-levegd hataron felléps szért fény hatasarél a szerzék kiilonbozd-
képp vélekednek (NAora 1951, 1952, ORSTEIN és PoLLISTER 1952, Lison 1953).
Ez az in. ScawArzscHILD—VILLIGER-effektus (1906) a vilagos, gyengén ab-
szorbealo kornyezetben fekvd, nagy extinkcioval biré objektuomk extinkeié-
janak csokkenését idézi eld.

ad 8. Kis fényforrds blendével (a tovabbiakban LB) az el6bbi, a
ScEWARZS CHILD—VILLIGER-effektusbél eredd, hibat csékkenthetjiik. Teljesen
atlatszatlan objektum (pl. szénszemcse) mérésével az LB nagysaga és az elébbi
effektusbol eredd hiba kozotti dsszefiiggést konnyen vizsgalhatjuk. A 8. abran
bemutatott sajat kisérleteinkben 999;-0s abszorpciét talaltunk maximalisan
50 u atmérdji LB hasznalata esetén. Kisebb extinkcigval biré objektumok
mérésekor a hiba kisebb. Gondolnunk kell azonban arra, hogy az altalaban
el6fordulé mérési hibak nagyobb abszorpcidk esetén nagyon nagyok és igy a
szénszemcsék mérésekor kapott eredmények abszolit értékeket nem adhatnak.
A hiba a leheté legkisebb atméréjii LB hasznalatakor erdsen redukalhaté
‘(esetiinkben pl. 30 x a LB atmérdje). Emellett fontos, hogy az extinkcié
1,0-nél ne legyen nagyobb.

A citofotometria hibalehetségeinek megbeszélése soran mindig felmeriil az

ad 9. inhomogenitds kérdése (BLick és mts, 1951, CaspErsson 1955).
Az inhomogenitasbél eredé hiba a mérends targy részecskéinek nagysagatdl,
azok eloszlasatol és a fotométer-blende nagysagatol fiigg.

Példa : Tételezziik fel, hogy a mérends targy 0,2, vagy 0,8 extinkcidval
biré homogénen eloszlott anyag. Ha ezt az anyagot két azonos nagysagi terii-
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leten osztjuk el, akkor 0,2 extinkcié helyett 0,187-et és 0,8 extinkcié helyett
0,611-et kapunk. Tehat a hiba nagyobb extinkcié esetén nagyobb.

Ezt a hibat csak kis fotométer-blendével (pl. 0,5 u) kiiszobolhetjiik ki.
A mérést pedig legjobban igen sok pont mérése révén az un. ,,letapogaté”
(scanning) méadszerrel végezhetjiik el. Szamos laboratériumban az vn. ,,plug”
mérést végzik, ebben az esetben a fotométer-blende atmérGje %/;-a a mérendd
targy (sejtmag) atmérGjének. Ilyen médszerrel mérések csak akkor engedhetSk
meg, ha az abszorbealé anyag egyenlGen van elosztva. Minden esetben tgy
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LF - blende atmeérd
8. dbra. Az LF-blende és a mért abszorpcié kozti dsszefiiggés

1. koromszemecse (30 ;v atmérdjii), fotométer blende 0,8 w, kondenzor numerikus apertaraja

0,25, objektiv numerikus apertardja 1,25, hullimhossz 550 mu, 2. 7 n 4tmérdjii lymphocyta-

mag, 3. 6,2 1 4tmérsjii majsejtmag (patkany) (NAORA 1955), 4. glicerinben oldott 10y atmé-
r6jti FASTGREEN-cseppek

kell végezniink azonban a méréseket, hogy a legkisebb atmérgjii fotométer-
blendével sok pontot mérjiink le (egy sejtmagon beliil pl.), majd azt a blendét
valasztjuk ki, melynek hasznéalata esetén az eredmények még egyeznek.

Az elébb emlitett dsszes hibatényezfk nagymértékben fiiggenek a vizs-
galandé anyag elGkészitésétdl is (fixalas, beagyazas, utokezelés).

ad 10. Igy a fixdlés a targy zsugorodasahoz vezethet (ez magasabb
extinkciét jelent), abszorbealé anyagveszteség allhat eld (SANDRITTER 1958)
nemcsak savas fixalok hasznalatakor, hanem az anyag teritésekor (6%, veszte-
ség ultraibolya fényt abszorbealé anyagbél) is. Ugyanakkor az optikai tulaj-
donsagok megvaltozhatnak. Kiilonosen CArnNov-fixalas fokozza az anyag
struktiralis és optikai inhomogenitisat (térésmutato-inhomogenitas). Mar
egyediil a h§denaturacié is okozhatja az abszorpciés spektrum meghamisité-
sat (SCHAUENSTEIN és mts. 1955). Ezenkiviil a nukleinsavak és a fehérjék
ultraibolyafényben mért extinkciés koefficiensei a pH-t6l, a polymerizaltsag-
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t6l és a sokoncentraciétol fiiggden is megvaltozhatnak. Sajat tapasztalatunk
szerint ultraibolya fényben torténé mérésekre a mélyhiitéses-szaritas (Freeze-
drying) a legalkalmasabb. A fehérjék egyaltalin nem, vagy csak kismérték-
ben denaturalddnak és igy a szoveti preparatumban csak kis torésmutato-
kiillonbségek lépnek fel.

ad 11. Az eddig targyalt hibalehet&ségek a lehetd legtobb metodikai

teszt-kisérlet alkalmazasat teszik sziikségessé, ill. mérési eredményeinket fel-
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9. dbra. Osszefiiggés a rétegvastagsdg és az extinkcié kozott (LAMBERT—BEER-torvény)

1. arétegvastagsag (emberi maj gallocyanin-chromtimsé festés) és az extinkeié kozotti viszony.
Mérési feltételek: a kondenzor numerikus apertaraja 0,25, LF-blende atméréje 30 w, az objek-
tiv numerikus apertirdja 1,25, » = mérési eltérések, 2. kiilonb62z8 vastagsigi, gomb alakd
cseppek méréseredményei (Sudan IV., kb. 70 mérés), a mérési feltételek az elsbbivel azonosak.
A kihdzott vonal megfelel azoknak az extinkeids értékeknek, amelyeket 1 cm-es rétegvastag-
sagi kiivettaban tortén6 meérések alapjan 20, 40, 60 1 rétegvastagsagra szamoltunk at. Az ordi-
natén a bal oldalon jelolt extinkciés értékek a metszeteken végzett és a jobb oldalon jelolt
extinkecids értékek a festékcseppeken végzett méréseredményeket jelentik

tétleniil egyeztetnink kell mas, fiiggetlen mdédszerekkel kapott adatokkal.
Fentebb mar emlitettilk csepp-szuszpenziés kisérleteinket. Ezek kitiliné
modellek szamos befolyasolé tényezd megismerésére. E modellkisérleteket
oly médon kell elvégezniink, hogy a csepp atmérdje és az extinkcié aranyban
alljanak. A 9. abrian bemutatott kisérleteinkben festékcseppekre és majsejtre
vonatkozoé adataink a LAMBERT—BEER torvénnyel egybehangzanak, azaz a
rétegvastagsag emelkedésével egyenes aranyban novekszik az extinkcio.
Ugyanezt az osszefiiggést talaltuk ultraibolyaban végzett kisérletek kapesan
265 és 280 mpy-nal.

Mérési eredményeink meghizhatésagat mas médon is ellendrizhetjiik.
A mérendd anyagot relative konstans mennyiségben tartalmazé objektumokat
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mérink (pl. spermium, DNS-meghatéarozas esetében), vagy eredményeinket
kémiai dton torténd meghatarozasokkal hasonlitjuk 6ssze (lasd alabb).

A citofotometriaban hasznalt metszetek vastagsiganak mérésére kilon-
leges optikai segédeszkozt kellett szerkeszteniink (10. abra). Ez lényegében
olyan faziskontraszt-mikroszkép, amelyet az Gn. mikrokatorral (Fa. JomANN-

10. dbra. A metszetvastagsig mérésére szolgalé késziilék. A nyil a mikrokator és a mikroszkép
, tiargyasztaldnak osszekottetését jelzi

SON, ScHWEDEN) kapcsoltunk egybe. A mikroszkép mikrométer csavarja a
targyasztalt emeli vagy siillyeszti és a mikrokator 0,05 4 pontossaggal mutatja
a targyasztal elmozdulasat. A metszetvastagsagot a metszet alsé és felsg fel-
szinének élesre allitisaval hatdrozzuk meg. A szamitdshoz ismerniink kell a
prepardtum térésmutatéjat és az objektiv numerikus apertirajat. Ezzel, az
tn. fokuszalé, mdédszerrel kapott eredmények egyeznek az interferencia-
mikroszképos metszetvastagsag méréssel kapott eredményekkel (WEIssBAcH,
Kolloquium fiir quantitative Histochemie, Frankfurt 1959, megjelenik -az
Acta Histochemicaban). Nagy gondot kell forditanunk a mikrotomkés élessé:
gére, a kés csorbai nem lehetnek 1—2 u-nal nagyobbak. Sajat mikrotomkés
fend késziilékiink a 11. abran lathaté.
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11. d@bra. Mikrotomkés fend késziilék forgé iiveglappal

II. A mérémiiszerek felépitése

A bevezetGben roviden emlitettiik a mikrofotométerek elvi felépitését.
A késziilék felépitése lényegében a kutaték kérdésfeltevésébdl adédik. (Homo-
gén vagy inhomogén targy, lathaté vagy ultraibolya fény hasznalata, ab-
szorpciés gorbe felvétele vagy az anyag 6sszmennyiségének meghatarozasa.)
A citofotométerek épitésénél azt a célt kell szem elStt tartanunk, hogy a méré-
seket lehetdleg pontosan és a legrovidebb id6 alatt végezhessiik el. Lathaté
fényben torténd mérésekhez a késziilékek egyszertibben épithetdk, mint az
ultraibolya-mérésekhez. Elvileg ez ideig két kiilonb6z8 metodikai lehetdség
all rendelkezésiinkre.

1. Direkt mérésekre alkalmas késziilek Lison (1950) elve szerint. Sajat
késziilékiink is ilyen (12. abra), amely stabilizalt fényforrassal (stabilizalas
feltétleniil sziikséges, mert az aramingadozasok befolyasoljak a méréseket),
monokromatorral, ill. ék-interferencia sztirGvel, elektronsokszorozéval (RCA
1 P 21 typ. cs6) és hazilag épitett er0sitével rendelkezik. A szoveti preparatum

6 Biol. Csop. Kozl IV/3—4,
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képét fehér ernydre vetitjiik, ezen az erny6n van a fotométer (elektronsokszo-
roz6) blendéje is. Ilyen késziiléket igen olesén épithetiink.

2. Az indirekt mérésekre szolgalo késziilek elonye az, hogy vilagos szobaban
dolgozhatunk és automatikusan regisztrals, ,,letapogaté” (scanning) mérése-
ket is végezhetiink. Sajat késziilékiinket a 13. dbra mutatja. A mérés vigy
torténik, hogy osztott sugarmenet mellett a mérendd pontot az okuléar fonal-
keresztjére allitjuk. A fonalkereszt kozepe pontosan egybeesik az elektron-
sokszorozé nyilasanak kézepével. A mérendd targy (sejt, sejtmag) nagysaga-

12. dbra. LisoN elve alapjan épitett, lathaté fényben miikodd cytofotométer
(Sandritter és mts. 1958)

1. galvanométer, 2. monokrométor, 3. prizma, ill. tiikér, 4. projekciés prizma, 5. képernyd,
melyen kiilonb6z8 dtmérsjii és tolhaté blende taldlhat6, 6. dob és az ékinterferenciasziir6hoz
sziikséges fordulatszamlalo

nak meghatarozasara a targy képét a falra szerelt tiikor segitségével asztalra
vetitjiikk és ott planiméterrel lemérjiik.

Ez a késziilék is csak egyes pontok mérésére (0,5 pu atmérdji teriilet)
késziilt. Ultraibolya fényben torténd fotometria céljabél azonban CASPERSSON
elve alapjan automatikusan regisztralé késziiléket épitettiink be (14. abra).
A preparatum egyenletes és folyamatos mozgatasat (1 u/sec.) specialis, mikrosz-
kép-asztalra szerelt motor végzi és az elektronsokszorozé altal adott fesziilt-
ség-kiilonbséget egy iréberendezés abszorpciés gorbe formajaban adja vissza.
Igy a ,letapogaté” (scanning) eljaras segitségével, egy adott hullimhosszon,
lehetdvé valik a sejtben egy bizonyos anyag Osszmennyiségének meg-
hatavozasa. A sejt egy bizonyos pontjanak abszorpciés gorbéjét is felvehetjiik
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oly médon, hogy a mérendd pont mozdulatlan marad, a monokromator hullam-
valté dobja mozog és folyamatosan valtoztatja a spektrumot (kozelebbi le-
irast lasd SANDRITTER 1958).

Ilyen komplikalt késziilék hazilag valo felépitése idGtrablé. A jévében
ezt a faradsagot megtakarithatjuk, mert a C. Zerss (Oberkochen) cég ilyen
késziilék gyartasat elGkészitette.

13. dbra. Lathaté fényben miik6d cytofotométer (indirekt médszer) monokromatorral, magas
fesziiltségii, vagy xenon-lampaval, osztott sugdrmenettel (tubus a megfigyelés szamara és pro-
jekcids tubus az elektronsokszorozé szédmira) és mérdmiiszerrel

1. xenon-lampa, 2. tubus, lencse, iriszblende és szfir6 szamara, 3. osztott sugdrmenetii mikrosz-

kép, 4. monokromdtor fényforrassal, 5. fali titkkoér projekci6hoz, 6. rajzolé asztal, 7. elektron-

sokszorozo, 8. mérémiiszer, 9. a szobai vildgitast szabélyozé ellendllds, 10. a xenon-ldmpéhoz
szitkséges segédeszkoz (Sandritter és mts. Mikroskopie, 14, 25, 1959)

El§ sejtek vizsgalatahoz speciélisan épitett késziilékre van sziikségiink.
Dr. ScaerveR-rel kiozésen ultraibolya-spektrograffal kombinalt faziskontraszt
mikrokinematograf-berendezést allitottunk 6ssze. Ezzel a késziilékkel az 616
sejtet lathaté fényben folyamatosan fényképezhetjiik, ugyanakkor rovid
id6 alatt (1/100 sec.) egy adott ponton ultraibolya fényben abszorpcié-mérést
végezhetiink. Ilyen médon az él6 sejt nukleinsavainak valtozasait hosszi
ideig kovethetjiik. '

6*
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A hasonlé elven alapulé fényképezési modszerekre vonatkozéan a Hand-
buch der Histochemie-ben leirtakra utalunk.

Az ultraibolya fényben torténé mikrofotografiara szolgalo egyszerii
berendezés a 15. abran lathaté. A Zgiss-spektrofotométer monokrométorat
mikroszképpal kombinaltuk. A mikroszképot akromat tiikkéroptikaval (Brck,

14. abra. automatikusan regisztrdlé ultraibolya-mikrospektrograf (SANDRITTER, 1958)

1. és 3. monokromator és higanyg6zlampa, 2. xenonldmpa, 4. mikroszkép, 5. a tdrgyasztalt

mozgaté motor, 6. a targyasztal, 7. mérési sugirvédd csd, 8. osszehasonlité sugdrvéds cso, 9.

elektronsokszorozé, 10. az elektronsokszorozoét taplalé akkumulator, 11. er8sitd, 12. ir6berende-
zés, 13. kamra

London: A kondenzor numerikus apertaraja 0,6, az objektiv numerikus aper-
taraja 0,9) lattuk el. A mikroszképi készitményt lathaté fényben allitjuk be,
és anélkiil, hogy a fokuszt valtoztatnank, ultraibolya fényre kapcsolunk és
igy fényképeziink. Referens-rendszerként ék szolgéal (a film gammaja) és a
filmet automatikusan regisztralé denzitométerrel értékeljik. Ennek a fény-
képezési médszernek a fontossaga nem olyan nagy, mint a direkt fotometriaé,
elénye viszont, hogy a mérések barmikor megismételhetk.
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15. abra. Mikrofoto-berendezés ultraibolya fényben torténd fényképezéshez. A készillék ZE1ss-
monokroméatorbél és tiikéroptikaval ellatott mikroszképbol all

III. A mérések értékelése, méréseredmények

Az ultraibolya fényben torténd fényképezést a festetlen metszetek fel-
oldé-képességének emelésére KOHLER (1904) dolgozta ki. Valéban az ultra-
ibolya fényben késziilt képek feloldasa kétszer nagyobb, mint a lathaté fény-
ben késziilt képeké (16.,17. abra), sét a fényképezs lemez (265 my-nal) fekete-
déséb8l még a nukleinsav-tartalomra is kévetkeztethetiink.

Méréseredményeink értékelésekor ismerniink kell az extinkciés koeffi-
cienst (e,). Ha lathaté fényben szemikvantitativ méréseket végziink, elegendé
az eredményeket 6nkényes egységekben abrazolnunk (OE = E x F). Ebben
a képletben E az extinkcié kozépértékét, F a teriiletet jelenti. Ultraibolya
fényben torténd mérésekkor mindenekel6tt a nukleinsavak mennyiségi meg-
hatarozdsa a célunk. Ha a nukleinsav extinkeciés koefficiense 20, akkor az

E265 5 F
2

osszmennyiség a kovetkezd képlethdl szamithato ki: M = ,ahol F a

teriiletet cm2-ben és E,;; a 265 my hullimhossz esetén mért extinkciok kozép-
értéke.

Egy sejt atlagos extinkciojanak meghatéarozasara szolgalé eljarast a
sajat automatikusan regisztralo méréseink esetén a 18. abran abrazolunk.
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e

16. dbra. 265 mp hullimhossztségi fényben fényképezett festetlen emberi bérhamsejtek
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A mért extinkciok 6sszegéhél az atlagos extinkciét és a teriiletet is megkapjuk.
A 19. abran mutatjuk be emberi spermium ilyen extinkciés gorbéjét. Egyes
sejtek nukleinsav mennyiségének kvantitativ meghatarozasa kielégitd ered-
ményekhez vezetett, amelyek mas fiiggetlen modszerrel (kémiai meghatarc-
zéas) egyeznek. Ez az egyezés azt mutatja, hogy metodikai kikétéseink helye-

17. dbra. 265 my hullimhosszisagi fényben fényképezett emberi bronchusnyilkahartya
csill6sz6ros ham- és kehelysejtjei

sek. Amint az 1. tablazatbél lathats, anyagok egész sorara érvényesnek talal-
tuk a nukleinsav tartalom és a kromosoma-szam kozotti korrelacié torvényét
(haploid, diploid) és az értékek a kémiai meghatéarozassal is egyeznek. Ezzel
kapcsolatban arra is utalnunk kell, hogy az ultraibolya fotometria az egyetlen
mdédszer, amellyel a nukleinsavtartalom az egyes sejtekben meghatérozhatdé,
mert a kémiai vizsgalatokban csak integralt kozépértékeket kapunk. A kozép-
érték pedig konnyen csabit arra a kovetkeztetésre, hogy az ép sejtek DINS-
tartalma allandé (DNS-allandésag torvénye). Ha azonban az egyes értékeket
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18. dbra. A ,,scanning’-mérések kiértékelése vazlatosan. Az dbra fels$ részén vazlatosan sejt-
magot 4brazoltunk. A mérésvonalakat 1—4 szdmokkal jeldltiik

d = a mérési vonalak tdvolsdga, a,—a,a mérési vonalak hossza, F = a planiméterrel
mért teriillet. Az 4bra alsé részén az a¢; — a, = mérési vonalakhoz tartozé extinkeifkat
abrazoltuk. Oldalt az extinkciék kozépértékét (E,—FE,) dbrazoltuk
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figyeljiik, vilagossa valik, hogy a méréseredmények a Gauss-giorbe alakjaban
a kozépértékekt6l szornak és az eltérés maganal a spermiumnal 509%,-ig righat.

Egyes tumorsejtekben (20. abra) normalis sejtekhez viszonyitva nagyon
nagy nukleinsav-értékeket talalunk. Ezért megvizsgaltuk, hogy mennyire
visz kozel benniinket pl. a gallocyaninnal festett vagina-kenetben az objektiv
fotometriai diagnézis a tumorsejtek felismeréséhez. Eddigi eredményeink

3
2

SO
\N/ W,/
e

19. abra. Feliil emberi spermium 265 mu hullimhossznal felvett képe. Alul a spermium hossz-
tengelyén keresztiil felvett gorbe

biztatéak és, mint a 21. dbran lathatjuk, a tumorsejtek nukleinsav-értékei az
esetek 909,-aban nagyobbak, mint a normalis széveteké. Ilyen médon a
nukleinsavak elméleti kutatasa gyakorlati jelent&séglivé valhat.

A sejtek anyagainak ultraibolya fényben térténd kvalitativ vizsgalatara
szamos lehet§ség van (22. abra). Kiilonbséget tehetiink tiszta fehérje spektrum
(abszorpciés maximum 280 my-nél, amelyet a tyrozin és a tryptophan tarta-
lom okoz) és nukleinsavspektrum kozott, amelynek csicsa 265 mpu-nal van.
Ha a nukleinsav gorbén 280 my-nal talalunk mésodik cstcsot, az fehérje jelen-
létére, ha 290 my-nal, az hiszton-tipusi fehérje jelenlétére utal. Ezenkivil
hasonlé médon a pajzsmirigy-kolloidban levé dijodtyrozin (330 mg-nal) ki-
mutatasa is lehetséges.

A lathaté fényben torténd citofotometria esetében szamos kvantitativ
és specifikus festés all rendelkezésiinkre, amelyek fotométer sc gitségével szemi-
kvantitativan kiértékelhetd. Biztos, hogy a jovében a lehet§ségek még nagyob-
bak lesznek. Itt mindenekel§tt néhany hasznalhaté festési médszert kell meg-
nevezniink.
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20. dbra. Ep és rékos sejtek nukleinsav tartalma (nem korrigélt értékek).
Ep sejtek: . = ép szdjnyalkahartya-epithel, X = csillész6rés hdm, (+) = a sratum basale
sejtjei, [] = alveolaris epithel
Tumorsejtek: .

= laphdmrak, S 214/57, X = laphdmrdk K. G., (+) = laphamrak N. R.,
[] = kissejtes carcinoma, o = alveolaris carcinoma
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21. dbra. Ep és kiilonboz6 tumoros sejtek nukleinsav tartalmanak szézalékos értékei bizonyos
onkényesen valasztott hatdron belil. — — — — = ép sejtek, —.—.— = kiilonb6z6 tumor-
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22. dbra. Néhany a biolégidban el6fordulé ultraibolya abszorpciés gérbe
1. pajzsmirigy kolloid (fehérje és thyreoglobulin), 2. parafollicularis sejtek, cytoplazma (fehérje),
3. pajzsmirigy folliculus sejtek cytoplazmija (nukleinsav és fehérje), 4. nucleolus (nukleinsav
és histon)
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23. dbra. HELA-sejtek ultraibolya fotometridval és a FEULGEN-fotometridval kapott ered-
ményei. (Asu 1954, Cchromosomaszdm vizsgdlat) (SANDRITTER és SCHIEMER, Verh. dtsch.
Ges. der Path. 1958)
[ | = spermiumok értékei, |--[- ‘| = thymus lymphocytdk értékei, ...... = HELA-
sejtek értékei
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1. FEULGEN reakci6 a desoxyribonukleinsav kimutatasara (570 my.,
SArFT, 1955).

2. Gallocyanin-kromtimsé festés a ribonukleinsav és desoxyribonuklein-
sav egyiittes kimutatasira (575 myu, EINARsON 1951, SANDRITTER és mts.
1954, DIEFENBACH és mts. 1954).

3. MiLLoN reakcié a tyrozin (490 my) és a tyrozin és a tryptophan
egyiittes kimutatasara (365 mu, Swirr és RascH, 1954).

4. Arginin reakei6 (510 myu, Baker 1947).

5. Fast green-festés a hisztontipusi fehérjék kimutatasara (635 mgy,
ALFERT és mts. 1953).

6. Az SS- és SH-csoportok kimutatasa (585 mpu, BAar 1957).

A 23. abrabél lathatjuk, hogy a festési médszerek is j61 egyezl eredmé-
nyeket adhatnak. Ez a példa tovabba a DNS-tartalom és a kromosoma-szam
kozotti szoros korreldciét is mutatja.

A kvantitativ fotometriai médszerek attekintése azt mutatja, hogy ez a
kutatasi irdny nagy fejlédés elgtt all, kiillongsen akkor, ha a jovSben névekvé
mértékben sikeriil mas hisztokémiai reakciokat (szénhidratok, lipidek, enzi-
mek) is kvantitativ alapra helyezniink. A hisztokémikus a jov6ben éppen tgy
nem nélkiilozheti a citofotometriai médszereket, ahogy a biokémikusnak min-
dennapi kutatdsaiban allandéan alkalmazott mdédszer a fotometria.
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1. tablazat

Nukleinsavak mennyiségi meghatirozdsa az uv-mikrospektrofotometria segitségével

|
o e DNS oM RNS arény | kémiai | RNS
Sejtfajta no| o7t xj0-2g + x10-12g | 265/280 | DNS | meghat.
Ember spermium 355110 3,28 0,086 1,80 | 9,7 —
3.4
o (R) e 3,12 0,074 0,16 1,69 — —
thymus 26 | 55 7,29 0,059 1,56 | 6,8° —
DENETL L 34 | 30 6,80 0,24 0.48 Lk A (R
Bika spermium 29 | 39 3,25 | 0,09 B o
2,8
thymus 21133 6,85 0,11 1,75 | 6,4 0.5
S AR 21 1538 6,55 0,16 0,30 1,79
Nyiil spermium “£oe 132 3:25 | 030 1,40 [ 3,1x
thymus 26 | 50 3y 653 0.15 176871 1:5.3%®
7,2
Patkéiny spermium 18 | 14 3,11 0,19 SR 1,31
thymus 19 | 25 6,05 0,08 1,60 | 6,60
6,05°
Kakas spermium 24 | 10 1,59 0,05 1701 E26
1,10
vorosveérsejt 31115 3,31 0,07 1,64 | 24 0,09
2,56
i (R) 22 | 19 3,30 0,1 0,01 Fi62-12.2%
Pisztrang  spermium 24 8 2,52 0,07 § sl B 72 3
vorosvérsejt 245439 5,61 0,20 1,86 | 4,8
53
% (R) 211529 5,46 0,23 0,15 1,36
Rana vorosvérsejt 224137 915 0,33 1,46 | 8—9
temp. 5 21 | 42 8,85 033 0,30 1,54
Bufo spermium 20 | 37 5,43 0,18 1,31
Vir. vorosvérsejt 26 | 50 12,88 0,33 1,54
% (R) 25452 12,12 0,29 0,76 1,40
n = sejtszam = leukocytik értékei

(R) =1 mg/ml, 37°, 3 6ra ribonukledze emésztés - = vese-értékek
x = uv-spektrogréffal nyert értékek X = maj-értékek
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