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2. HISZTOTECHNIKA /Szovettani technika/

|. A vizsgalati anyaq elokészitése

|1. Fixalas (r6gzités)

111. Kimosas, viztelenités

| V. Bedgyazas (par affin beagyazas)
V. Blokkok felragasztasa (blokkolas)
VI. Metszés

VIl. Metszetek targylemezre huzadsa
VIII. A metszetek deparaffinalasa

| X. Felragasztas

X. Festés

Xl. A metszetek lefedése és cimkézése

Szovettani technika azokat az eljarasokat foglalja 6ssze, melynek soran az allati
vagy az emberi szervezetbdl eltavolitott szervrészleteket alkalmassa tesszuk
mikroszkopos vizsgalatra. A feldolgozas kapcsan a vizsgalati anyagokat fehérje
alkotorészeik kicsapasa utan rogzitenunk (fixalnunk) kell. Egyébként szerkezetuk
enzimhatas, rothaszto baktériumok okozta bomlas utan megvaltozna. A metszéshez
szukséges keménységet az anyag beagyazo szerrel val6 atitatasaval vagy
fagyasztasaval érjuk el. A metszeteket - az egyes sejt és szovetalkotorészek
elkulonitése céljabdl - megfestjuk, majd a megovas érdekében atlatszé anyaggal
lefedjuk.

A hisztotechnikai eljaras fobb lépései:
|. A vizsgalati anyag elokészitése

A vizsgalando allati szervbdl altaldban 1-2 cm széles 2-3 cm hosszu szeletet
készitiink éles késsel, szikével vagy zsilettpengével. Az anyagbdl - ha szukséges -
tobb ilyen darabot vagunk ki. A kivagott blokkok mellé odahelyezink egy lapot,
melyre rairjuk az anyag neveét (szerv, allat megjeloléssel). A kimetszett blokkokat
gézbe kotjuk a vizsgalati lappal egyitt. Ha automata szévetbeagyazo készulékkel
rendelkezink, akkor a készulékhez tartoz6 fémkosarakba (kulon - kalén

file://ID|/szervezettan/jegyzet anyaga/hisztotechnika.htm (1 of 14) [2010.03.09. 9:29:10]



Ujlap-1

rekeszekbe) rakjuk a szervdarabokat. Apré szovetdarabokat vagy kaparékot
azonban el6tte gézbe kell kotni. Az igy elkészitett anyagokat fixal6szerbe tesszuk.

|1. Fixalas (r 6gzités)

A rogzités célja kettds: elsddleges cél, hogy a sejtek, szovetek fehérjeit
denaturaljuk, és igy az enzimatikus bomlasi folyamatokat leallitsuk. A fehérjék
denaturacidja kovetkeztében az anyag megkeményedik, igy tovabbi feldolgozasra,
metszésre alkalmassa valik. Minden olyan anyag alkalmas fixalonak mely a
fehérjéket kicsapja. Figyelembe kell azonban venni, hogy a fixalé a szoveti
struktdrat ne karositsa és a vizsgalati anyagot lenyegesen ne zsugoritsa. Barmilyen
fixaloszert hasznalunk azonban, bizonyos mértekd szévetkarosodas, zsugorodas
mindig bekdvetkezik. Nem minden fixaldszer alkalmas az egyes szovettani festési
eljarasokhoz, ezért a megfeleld fixalo kivalasztasa sokszor dontden befolyasolhatja a
tovabbi szovettani munkakat. Minden fixaldészer esetében van egy optimalis fixalasi
id0, melyet célszerG megtartani. Tulfixalas esetében az anyag tulkeményedik, és
nehezen metszhetdvé valik. A fixalasi iddé optimalis anyagra is vonatkozik: ezalatt
azt értjuk, hogy lehetbleg a kimetszett szovetdarab ne legyen 1/2 cm-nél
vastagabb. Ellenkezd esetben a fixalé az anyag szélét megkemeényiti, s a
szovetdarab belseje, a fixaloszer rossz penetracidja miatt nyers marad. Ureges
szerveket, vesét, belet, gyomrot, stb. feltarva kell fixalni, vagy az Uregrendszert
fixaloszerrel fel kell tolteni. Ha a fixaloszerbe tobb anyagot helyeziink egyszerre,
vigyazzunk arra, hogy azok 6ssze ne tapadjanak, ebben az esetben az 6sszetapadt
feltletek fixalatlanok maradnak. A r6gzitendd anyagunkat b6séges (20-30 - szoros)
mennyiségu fixalészerbe helyezzuk. Fémeket tartalmazo rogzitdkbe (osmium,
higany, krdm, stb.) ne nyuljunk fémcsipesszel! Erre a célra paraffinozott vegu
csipeszt hasznaljunk.

ROgzitdszerek, rogzitdokeverékek

1. Formalin: a formaldehid 40%-0s vizes oldata, a leggyakrabban
hasznalt rogzitdszerunk. Altalaban 10%-os koncentraciéja formalint
hasznalunk (4-szeres higitas), de hasznalatos a 4%-0s formalin is
(10-szeres higitas). Célszert a formalint neutralizalni. A
neutralizalasra natriumkarbonatot vagy natrium-hidrogénkarbonatot
hasznalunk. A formalin a fehérjék szamos oldallancaval, funkciés
csoportjaival Iép reakcidoba. Hosszantartd formalin fixalas utan az
anyagban un. formalin pigment (barnas - zdldes) keletkezik.

2. Glutaraldehid: a formalinnal szemben dialdehid. Sokkal
erélyesebben fixal, mint a formalin, tehat a fixalasi id0 is lényegesen
csOkken.

3. Paraformaldehid: a formaldehid polimerje.
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4. Hidroxi - adipaldehid: ugyancsak dialdehid altalaban 12,5%-0s,
pufferolt oldatat hasznaljak.

5. Alkohol: erélyes vizelvondészer, a fehérjéket kicsapja, denaturalja,

de immunoldgiai vizsgalatok szerint szamos fehérje megtartja

immuntulajdonsagait alkohol kezelés utan is. Erélyes jo fixaldszer,
hatranya azonban, hogy a vizelvonas miatt zsugoritja az anyagot.

Aceton: az alkoholhoz hasonlo vizelvond és fehérje denaturalo szer.

Ozmium-tetroxid: elsésorban elektronmikroszkopos technikaban

hasznaljak fixal6észerként.

8. Krom - sok: erds affinitasuk van a fehérjék -COOH és -OH
csoportjahoz. Onmagaban nem, mas fixalokkal egyutt szoktak
hasznalni.

9. Higany - soOk: a kromso6khoz hasonléan a fehérjék -COOH és -OH
csoportjaihoz kotddik, de ezen kiviul rendkivili affinitAsuk van az -SH
csoportokhoz. Onmagukban nem hasznaljak fixalasra.

SR O)

Szamos un. fixalokeveréket is ismerunk: Zenker - fixald, Carnoy - oldat, Cajal-
fixalo, Susa -fixalo, Helly, Bouin, Orth. Ezek koziul mindig azt kell kivalasztani, amely
az alkalmazando, tovabbi vizsgalati eljarast legkevésbé befolyasolja.

Rogzitdkeveréekek:

1. Carnoy rogzitd: 60 ml absz. alkohol + 30 ml kloroform + 10 mi
jégecet. Rogzités az anyag méretétdl figgbéen 10 perctdl 2-3 oraig.
Kimosas absz. alkoholban. A magot kitGnden rogziti. A plazma és a
kotdszovet kissé zsugorodik.

2. Susa: 4,5 g HgCl, és 0,5 g konyhasot 80 ml deszt. vizben

feloldunk. Az oldathoz 2,0 g triklor-ecetsavat + 4,0 ml jégecetet +
20 ml formalint adunk. Altalanos rogzitdként és az izomszovet
rogzitésere hasznalhato. Rogzitési idé 1-24 ora. Kimosas 80-90 %-
os alkoholban.

3. Bouin: 15 ml cc. vizes pikrinsav oldat + 5,0 ml formalin + 1,0 ml
jégecet. Kivald altalanos rogzitd. Rogzitési idd 1-24 ora. Kimosas 80
%0-0s alkoholban.

4. Zenker: 2,0 g kalium-dikromat + 1,0 g natriumszulfat + 100 ml
deszt. viz (Muller -keverék). Oldodas utan 5,0 g, HgCl, hasznalat

el6tt pedig 5,0ml jégecetet adunk hozza. Altalanos rogzitd! Rogzitési
Id0 12-24 o6ra. Kimosas 24 oraig aramlo vizben.

5. Champy: 7 ml 1% -os krobmsav + 7 ml 3%-0s kaliumbikromat + 4
ml 2%-0s ozmiumsav. Finom citoldgiai célokra hasznalatos.
Rogzitési idd 24 6ra. Utana 3%-0s kalium-dikromatban 1 hétig
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kromozas. Kimosas 24 6raig aramlo vizben.

Az egyes szovetelemek, szervek vizsgalatdhoz a kdévetkezd rogzitdok
ajanlhatok:
Altalanos rogzitéshez: formalin
Magszerkezet - vizsgalatra: Carnoy, Bouin
Vérképzo szervekhez: Susa, Orth
Mirigyes szervekhez: Bouin, Susa, Orth
Tuddhoz: formalin
Kotoszovethez: Zenker, Orth, Susa
Csont - porcszovet rogzitéséhez: formalin, Helly
Harantcsikolt izomhoz: Susa
Idegsejt vizsgalatahoz: formalin, alkohol
Nyal fixalasahoz: formalin, Helly
Veldhuvelyhez: formalin, Bouin

[11. Kimosas, viztelenités

A fixalas utan az anyagot alaposan kimossuk és ezutan a szervdarabkakbol
fokozatosan kivonjuk a vizet. Ennek célja kettds: a fixalas soran az anyagunk
bizonyos mértékig mar tomottebb, keményebb lett de ezt még fokozni kell,
masrészrol mivel a metszetkészités altalaban paraffinba agyazott anyagbdl torténik
és a paraffin nem elegyedik a vizzel, tehat ha vizes marad az anyagunk nem tudjuk
paraffinba agyazni. A viztelenités un. felszall6 alkoholsorban torténik, tehat a
higabbdl egyre inkabb a toményebb alkoholba helyezzilk az anyagunkat. A legutolso
alkohol a sorban: abszolut alkohol. Készitésénél a 96%-0s alkoholba kiizzitott rez-
szulfatot teszunk (vizelvonas). Pontos id6t nem lehet megadni, hogy az egyes
alkoholokban mennyi ideig hagyjuk az anyagunkat. Ezt a gyakorlat hatdrozza meg
és természetesen az anyag nagysaga is. Az alkoholos viztelenités utan, szintén
viztelenités céljabdl anyagunkat acetonba helyezzik. Az aceton utan olyan anyagot
hasznalunk, mely azzal elegyedik, s a paraffinak pedig olddszere. llyen un. kozti
(intermedier) anyag pl.: a xilol. Hasznalatos meég a toluol, a benzol és a kloroform
is.

V. Bedgyazas (par affin beagyazas)

A viztelenitett anyagbdl az intermedierrel eltavolitottuk az alkoholt és az acetont. Az
ilyen anyag UvegszerQvé valik, atderult. Az igy el6készitett anyagot 56CO-on olvadé
folyékony paraffinba helyezzik. Az intermedierrel jol atjart anyagba a paraffin
beoldddik. Miutan a szévetdarab paraffinnal jol atjarédott, sor kertl az un.
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kiontésre. Megfeleld kemeénységl papirbdl elére elkészitunk formakat
(,,csbnakokat™), és a kimetszett anyagot a vizsgalando felszinnel lefelé nézve a
»,CsOnakba” helyezzik. Ezutan eldre megolvasztott paraffint 6ntiink a szévetdarabra.
A format hideg (10-18C0) vizre allitjuk és az 58-60C0-os kiontd paraffinnal kb. 1/3-
ad részig megtoltjuk. Rovid varakozas utan a kiontéforma aljan a paraffin néhany
mm vastag rétegben megszilardul. Ekkor meleg (58-60CP9-0s) csipesszel vagy
spatulaval a szovetdarabkakat a paraffinba helyezzik ugy, hogy a metszendd felszin
a forma fenekére keruljon. A szovetdarabka elhelyezése utan azonnal teljesen
megtoltjuk a format paraffinnal és csaknem a felszinéig a hideg vizbe nyomjuk. A
gyors lehdlés fontos, kilonben a paraffin ikras szerkezettel szilardul meg! Miutan a
paraffin megdermedt, az anyagunk blokkolasra és metszésre kész. Rutin
laboratoriumi eljarasokra a paraffin beagyazas a legcélszeribb, azonban ha specialis
vizsgalatokat vagy kiulondsen szép metszeteket akarunk késziteni akkor mas
maodszereket is igénybe vehetink. llyen pl.: a celloidin beagyazas, melynek elénye a
struktdra kulondsen szép megtartottsaga, hatranya viszont, hogy igen
hosszadalmas. Atmenet a paraffin és a celloidin beagyazas kozott a kombinalt
paraffin - celloidin beadgyazas.

V. Blokkok felragasztasa (blokkolas)

A kiontd formaban vagy papircsonakban Iévd anyagot a metszeés céljara eld kell
késziteni. A papirformat éles szikével, vagy zsilettpengével levagjuk. Az anyagunkat
un. blokkfara ragasztjuk. A blokkfa kemény fabol készult, tégla alaku és olyan
nagysagu, hogy a mikrotom megfelelb részébe j6l behelyezhetd legyen. A
felragasztast felmelegitett szikével, vagy erre a célra készitett fém lapokkal
végezzuk. (Celloidin beagyazas utan a blokk aljat egy - két percre eteralkoholba
martjuk, és a blokkfara celloidint cseppentiunk.)
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V1. Metszés

A metszet készitésére alkalmas mdszer a mikrotom. Kulonb6zd tipusu és
gyartmanyu mikrotomok ismeretesek, hazai viszonylatban leginkabb hasznalatos az
un. szanka-mikrotom. A blokkfara felragasztott anyag fixen all, és a mikrotomkés

egy sinen (szankdn) mozog. A metszet vastagsagat a blokk pontos emelésével lehet
szabalyozni.

A szanka-mikrotom hasznalatanak fobb Iépései:

1. A felragasztott blokk metszendd felszinét szikével a szévetdarabkaig
lefaragjuk a késdbbi metszés sikjaban. A blokkot a targytartoba
fogjuk és a feluletét vizszintesre allitjuk.

2. Kivalasztjuk a megfeleld kést. Paraffin és kett0s beagyazas esetén a
planokonkav, celloidin blokk vagy kemény szévetdarabka
metszésekor a biplan kést erdsitjuk a késtartdba.

A kés dblésszoget altalaban 13-15 fokra allitjuk. llyen szog
mellett a kés élfelulete majdnem parhuzamos a metszés
sikjaval.
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A metszési szoget annal kisebbre allitjuk, minél keményebb
és minél nagyobb a metszendd anyag. Apro paraffinba
agyazott készitmények derékszodgben is metszhetdk.

3. A blokkot a targytarto rogzitd csavarjanak meglazitasaval pontosan
a kés alad emeljuk és rogzitjuk.

4. A szanka palyajanak végén elhelyezett karon beallitjuk a kivant
metszetvastagsagot.

5. Altalaban a 6-12 mikron vastagsagu metszetek megfeleldk. Finom
citologiai vizsgalatokra kettds beagyazas utan 1-3 mikronos
metszeteket is készithetunk.

6. Metszés: A szankot Utkozésig hatra, majd eldre hdzzuk. Fontos ,
hogy a szanka egyenletesen , kdnnyen csusszon és kezuinkkel ne
nehezedjunk ra!

Beagyazott anyag sorozatmetszésére alkalmas az un. Minot rendszerd kerekes
mikrotom. Ha fixalt anyagbdl a beagyazas megkerulésével akarunk metszeteket
késziteni, akkor az un. fagyaszto-mikrotomot hasznaljuk. Ennek lényege, hogy a
fixalt (esetleg fixalatlan!) vizsgalati anyagunkat szénsavhoval megfagyasztjuk,
ezaltal az anyag metszésre alkalmas, kemény allapotba kerul. Szénsavat a
fagyasztoémikrotom targyasztalaba vezetik be , s azt a megfeleld szelep kinyitasaval
id0szakosan engedjuk az asztalba, s ezaltal a rajta levd szervdarabka hirtelen lehdl ,
megkeményedik. A mikrotomkés az asztal felett félkérben mozgathatd, minden
hldzas alkalmaval a beallitott mikron emelését is elvégzi. Kbnnyebben tudjuk a
fagyasztott metszeteket elkésziteni, ha nemcsak az anyagot, hanem a mikrotomkést
Is lehGtjuk, ezt agy érjuk el , hogy fagyasztaskor az anyag felett tartjuk a kést is.
(Egyes fagyaszto-mikrotomokba a késhatés is be van épitve.) Fagyaszto-
mikrotommal 5-10 mikronos metszetek készithetdk. A jO metszetkészités alapja a jo
mikrotomkés. A kések éleinek durva hibait - csorbait - csak un. Mississippi-kovon
(legfinomabb fendkd) lehet kikészorulni. Az élek finomitasara fara erdsitett
fendszijat hasznalnak. A fendfara négy szij van ragasztva, altalaban szamozva
vannak.

VII. Metszetek targylemezre hiizasa

A mikrotomkésrdl a metszeteket ecsettel vizre teritjik, agy, hogy a metszetek
»fenyes fele” legyen a vizen. A metszetek egyenetlenségeit, rancait is a vizen Uszva
igazithatjuk ki. A targylemezeket el6z6en gondosan zsirtalanitani kell. A
kereskedésben kaphato targylemezeket eldszor neutralis mosészerrel tisztara
mossuk, majd 24 orara kromkénsavba tessziuk. A kromkénsavbdl annyit veszunk ki,
amennyire éppen szilkség van és azt folyovizben gondosan megmossuk, hogy maro
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anyag ne maradjon a lemezeken. A targylemezeket a mosovizbdl kdzvetlendl
felhasznalas eldtt vesszuk ki. Amennyiben a fent leirt zsirtalanitas nem elégséges, a
kromkénsavas kezelés és mosas utan a szarazra torolt targylemezeket lang felett
néhanyszor athuzzuk. A zsirtalanitott targylemezre hluzott metszeteinket ezutan
forré vizbe (60-70C°) martjuk, itt a metszetek kisimulnak, kitertilnek. Ezutan a
metszeteket fuggblegesre allitva par percig szaritjuk, majd 56C°-os termosztatba
helyezzik 15-30 percre. Festés eldtt a metszeteket lang felett 6vatosan athuzzuk, s
ezutan kezdjuk meg a deparaffinalast.

VIII. A metszetek depar affindlasa

A lemetszett anyagunk gyakorlatilag viztelen és paraffinnal van atitatva. Célunk
pedig az, hogy altalaban vizes festékoldatokkal fessuk meg metszeteinket. Els6
feladatunk a paraffin eltavolitasa. Altalaban xilolt szoktunk hasznalni. A
deparaffinalas igen Iényeges, mivel ahol paraffin marad, ott a metszet festetlen lesz.
Néha nem elégséges az egyszerl deparaffinalas, hanem a metszeteket 56 C°-ra
melegitett, tdbbszor valtott xilolban deparaffinaljuk 12-24 6ran keresztul. A
deparaffinalas utan un. leszallé alkoholsorban nedvesitjuk metszeteinket. Erre azért
van szukség, mert az anyagunk teljesen vizmentes és ha hirtelen kertlne vizbe a
gyors vizfelvétel a struktura szétrobbanasat eredményezné. Ezért fokozatosan
vizesebb és vizesebb alkoholban nedvesitjik a metszeteket és vegul a festées elott
desztillalt vizbe helyezzik. Ezutan végezzik el a megfeleld festest.

| X. Felragasztas

A metszetek tovabbi kezelését megkodnnyithetjuk azaltal, hogy targylemezre
ragasztjuk. A metszeteket legtobbszor tojasfehérje-glicerinnel ragasztjuk fel. A
tojasfehérje-glicerint a kévetkezéképpen készitjuk. Egy tojasfehérjét széles szaju
Uvegben habosra keveriunk, majd megnedvesitett szQrbpapiron atszarjuk. A szart
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tojasfehérjébe egyenld mennyiségl glicerint keveriink. A keveréket a romlastol
megovhatjuk, ha a tojasfehérjében néhany apro timol darabkat oldunk. A
tojasfehérje-glicerinbdl egy kis cseppet a zsirtalan targylemez kézepére helyezink
és éterrel vagy benzinnel zsirtalanitott ujjhegytinkkel vékonyan, egyenletesen
szétkenjuk. A vékony fehérjés réteget gdzolésig melegitve megszikkasztjuk. A
paraffinos metszeteket a langyos vizbdl spatuldval huzhatjuk fel a bekent
targylemezre, legtbbbszor szépen kiterithetdk. A készitményeket azutan 37 C°-os
termosztatba tesszik 12-24 orara. A termosztatban a metszetek tokéletesen
kisimulnak és letapadnak.

X. Festés

A lemetszett anyagunkat nativ (festetlen) allapotban k6zénséges mikroszkoppal alig
lehet vizsgalni, mivel az egyes sejt-illetve széveti komponenseknek az optikai
torésmutatdja kozott igen kicsi a kilonbség. A hisztotechnikdban hasznalatos
festések legnagyobb része empirikus eredetd, és csak a keletkezesik alkalmazasuk
utan jo par évvel (évtizeddel) tudtunk magyarazatot adni a festés mechanizmusarol.
Legtbbb szovettani festésunknek egyszera fizikai-kémiai alapja van. A festendd
molekulak és a festék molekulak elektromos toltése (savas vagy bazikus jellege)
hatarozza meg azt, hogy mit, mivel lehet megfesteni. Ezen elméleti meggondolasok
alapjan altalaban azok a festékek j6 magfestdok, melyek bazisos karakterek (pozitiv
toltéssel rendelkeznek), mert ezek kapcsoldédnak a nukleinsavakhoz, de ezekkel a
festékekkel festddik az ergasztoplazmatikus retikulum is. A savas jellegd (negativ
toltésh) festékek foleg a citoplazma fehérjeihez kotddnek. Ezek alapjan beszélink a
szovettani gyakorlatban mag és plazmafestd festékekrdl. A hisztolégiaban kétféle
festéket szoktunk felhasznalni. Az elsd csoportba az un. természetes festékek
tartoznak, ilyen pl. a hematoxilin, mely egy fa kivonatabdl készul, vagy pl. a karmin
melyet egy csigabdl vonnak ki. A masodik csoportba az un. szintetikus festékek
tartoznak. Mivel az elsd szintetikus festékeket az anilinbdl allitottak eld, ezért ezeket
anilin festékeknek is szokas nevezni. Minden festék aromas alapvegytuletbdl
szarmazik. Tehat minden festék a benzolra, vagy annak szarmazékara vezethetd
vissza. Az aromas gyurd szerkezeti valtozasai jatsszak a fo szerepet a festékhatas
kialakulasaban. A benzol maga nem szines, azonban, ha bizonyos gyokok, illetve
atomcsoportok kapcsoldédnak a gyarahoz, akkor szines vegyuleteket, illetve
festékeket nyerhetlnk. Bizonyos atomcsoportok a szinek kialakulasaban jelent6s
szerepet jatszanak, ezek a benzolgylarahoz kapcsolédva un. konjugalt
kettoskotéseket hoznak létre. llyenek: CO, CS, CN, NN, NO, NO,. Minél tébb ilyen

csoport talalhaté a molekulakban, annal intenzivebb szint kapunk. Ezeket az
atomcsoportokat kromoforaknak nevezzik. A benzolbdl levezethet kinon és
szarmazeékai is szinesek, hiszen telitetlen kettds kotéseket tartalmaznak, de ezek
meég nem festékek, mivel nincsen affinitdsuk a szovetekhez. Az ilyen szines, de nem
festd vegyuleteket kromogéneknek nevezzuk. Ahhoz, hogy a szines vegyluletek
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affinitassal rendelkezzenek a szévetekhez, bizonyos gyokok szikségesek, ezeket
auxokrom csoportoknak nevezziuk. Nem ezek adjak a vegyuletek szinét, de ezek
szukségesek ahhoz, hogy a vegyuletek a szévetek bizonyos komponenseihez
kotddjenek. Ezek az atomcsoportok adjak a festékek toltését, tehat soképzd funkciot
toltenek be. llyenek: -OH, -NH,, -N(CH3),, -COOH, -SOH3. A festék savas vagy

bazikus jellegét a disszocialni képes anionikus, vagy kation jellegd csoportok
hatarozzak meg. A bazisos, illetve savanyu csoportok altaldban s6 formajaban
fordulnak eld. Példaul a savanyu festékek szines sav soi, rendszerint Na-so, de
lehetnek K-, Ca- illetve aluminium sok is. A bazisos festékek szines bazis soi, és
rendszerint klorid, szulfat, vagy acetat sok. Vannak olyan festékek, melyeknek
nincsen toltésuk. Ezek vizben nem, csak szerves oldoszerekben oldédnak. K6zottuk
talaljuk a zsirfestékeket. A festékeket nem szintk, hanem kémiai szerkezetuk
alapjan rendszerezziuk. Nemzetkozi jelzéstik az un. ,,color index” (Cl) szam, mely a
kilonb6z6 gyartmanyok azonositasara szolgal.

A szOvettani technikaban hasznalatos festékeket a kdvetkezd csoportokba
sorolhatjuk:

Nitro - szarmazékok

Azo - vegyluletek
Trifenilmetan - szarmazékok
Xantén - szarmazékok
Akridin - szarmazékok
Antrakinon - szarmazékok
Azin - szarmazékok

Oxazin - szarmazékok
Tiazin - szarmazékok

Tiazol - szarmazékok
Ftalocianin - szarmazékok
Termeészetes festékek rendszerint névényi eredetlek, altalanos
szerkezeti képletuk nincsen.

=
B3 'S L S0 OO COLDSES

=
A

A festékek mellett néha betl és szamjelzéseket talalunk.
A leggyakrabban eldéfordulékat az alabbiakban ismertetjuk:

acetat, madszal festésére alkalmas
kékes arnyalatu

= klérral nem reagal

= nyomasra (textil) alkalmas

= vilagos, élénk szinG

= z0Oldes arnyalatu
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Festékeink bazisos, illetve savas karaktere hatarozza meg, hogy milyen strukturat
fog megfesteni.

Magfesto szerek

1. Hematoxilin: az un. természetes festékek kozé tartozik, a
leggyakrabban hasznalatos magfestd szer. Maga a hematoxilin
szintelen, nem fest. Ahhoz, hogy festoképesseé tegyuk oxidalni kell.
Ezt hivjuk a szbvettani technikdban a hematoxilin érésének. Az érées
alatt haematoxilinbdl hematein keletkezik: Hemalaum: a hematoxilin
kalium-aluminiumszulfatot tartalmazo oldata pH 3-nal voréses ibolya
szind.

2. Karmin: a természetes festékek kozé tartozik, aluminiummal egyutt
hasznaljak magfestésre. Magfestésre savanyu oldatat hasznaljak.

3. Fuxin: a trifenilmetan szarmazékok kozé tartozik. Savanyu fuxin:
(fuxin S, rubin S) kifejezetten savanyu festek, a fuxsin szulfatalt
formdaja. A mag bazikus fehérjeihez (hiszton) erdsen kotddik.
Magfestésre még szamos festék hasznalhato, igy neutralvoros,
safranin, kernechtrot, bismarck barna, gentiana ibolya, kresyl ibolya
stb.

Plazmafestd szerek

1. Eozin Y: leggyakrabban hasznalt plazmafestd szer, a xantén
szarmazékok kozé tartozik, ultraibolya fényben zdldesen fluoreszkal.
Leggyakrabban a haematoxylin-eosin festésben hasznaljak.

2. Orange G: az azo-festékek csoportjaba tartozo, erdsen savanyu
festék.Vizben jol oldodik, szamos kombinalt festés plazmafestdje.

3. Chromotrop 2R: vizes, illetve alkohol oldatban plazma festésre
hasznalhatd. Szintén az azo festékekhez tartozik, savanyu festék.
Plazmafestésre még szamos festék alkalmazhatd: azoploxin,
anilinkék, stb.
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A plazma és a magfestdszerek egyuttes alkalmazasaval végezzik az un.
kombinalt festési eljarasokat, mikor is a mag és a plazma egymastol eltérd
szinben tuntethetod fel. Szamos esetben nemcsak két, hanem harom, sot tobb
festéket hasznalunk, s igy a plazma és a mag feltintetésén kivil mas strukturak
(kotdszovet, idegrostok, stb.) is kimutathatok. A trikrom festések alapja, hogy a
magfestdk alkalmazasa utan két, egymastol eltérd diszperzitasu festéket
alkalmazunk.

A metszetek kezelése festések eldott és utan

A festéshez célszerlO klvetta sorozatot késziteni.

A targylemezeket lapos véga csipesszel megfogva helyezziuk el a kiivettaba. Az
egyik kuvettabdl a masikba vald atvitelkor a lemezek aljan 6sszegyalt folyadékot
papirvattahoz érintve itassuk fel.

Leggyakrabban hasznalt kettds festési eljards a heamatoxilin - eozin festés:

| . Festékoldatok elkészitése

1. Azonnal hasznalhaté hematoxilin oldat

10 ml 96 %-o0s alkoholban 1 g hematoxilint, 200 ml meleg desztillalt vizben pedig
20 g timsot oldunk. A két oldatot az 6sszedntés utan felforraljuk, 1/2 g hydrarg.
oxid. flavumot adunk hozza, mire az oldat megkékul. Az egyébként hosszadalmas
erlelést ezzel mellézhetjuk. Gyors hités utan az oldatot szirjuk.

2. Eozin oldat

A vizben oldédo eozinbdl 1%-0s torzsoldatot készitiink. A torzsoldatot hasznalat
eldtt tovabb higithatjuk egészen 0,1%-0sig.

3. Sosavas alkohol differencialashoz
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100 ml 70%-0s alkohol + 1 ml cc. s6sav.

Il . A festés menete

El6szOr a szukséges anyagokat a festoklUvettaba toltjuk. A kivettakat jelzéssel

latjuk el és sorba

allitjuk a hasznalat sorrendjében.

pu

1 Xilol 4-5 perc Deparaffinadas
2 Absz. akohal 2-3 perc  Xilol kimosésa
3 96%-0s alkohol 2-3 perc Alkohol eltavolitasa
4 70%-os akohal 2-3 perc Alkohol eltavolitasa
5 Deszt. viz 2-3 perc Alkohol etavolitésa
6 Hematoxilin oldat 5-10 perc Magfestés
7 Deszt . vizes Oblités 1-2 perc A festék lemosasa
Y Magfestés fokozasa
8 Kutviz. 5-30 perc (oxidalas)
s Esetleg differencialas 1-2 Uténa mosas tbbszor valtott

sosavas a kohollal

masodpercigkutvizben 10 percig.

10 Deszt. vizes oblités 1-2 perc Kutviz ledblitése
11 Eozin oldat 1-2 perc Plazmafestés
12 Deszt. viz 1-2 perc Plazmafestés differencidlasa
13 70%-0s akohol 1-2 perc Viztelenités
14 96%-0s absz. alkohol 1-2 perc  Viztelenités
15 Absz. alkohoal 3-4 perc Viztelenités
NI (el E L 3-4 perc Felderités

fokozatban)

XI. A metszetek lefedése és cimkézése

Derités utan, festés végen a xilolbdl kivett targylemezt kenddvel letordljuk és a
metszetet egyik széléhez vékony uvegbottal leggyakrabban kanadabalzsamot
cseppentiunk. A csepp szabad oldalahoz megfelelé nagysagu, ferdén tartott
fedblemezt huzunk (mig annak mentén a balzsam szétfut). Ezutan a lemez felso
szélét bonctivel megtadmasztjuk, majd tl segitségével lassan a metszetre bocsatjuk.
A dumarlakk is hasznalhato lefedésre, mely gyorsabban szilardul. Ismertek
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szintetikus mdgyantéak is, ilyen pl.: a cedax. Glicerines felderités utan ajanlott a
glicerin - zselatin keverék is (zselatin + glicerin +fenol + deszt. viz keveréke).

A cimkére keruljon fel:

A vizsgalandoé szerv neve;

Az allat latin neve;

A festési eljaras;

A készités iddpontja;

Ajanlott még: a rogzités modja, preparator neve, konkrét specialis
megjegyzes.
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