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Eljarasok a csont- es a porcszovet
vizsoalatara

A koto- és tamasztészovetek kozé tar-
toz6 csont-, illetve porcszovet a gerin-
cesek (Vertebrata) torzsébe tartozo él6-
[ények jellemz6 szovetféleségei. Em-
berben a magzati élet folyaman, a ko-
zéps6  csiralemezb6l  (mezoderma)
szarmazé embrionalis kot6szovetbdl
(mesenchyma) alakulnak ki, mikozben
annak sejtjei maguk korul szilard kozti
allomanyt termelnek.

A legtobb csont helyén el6bb annak
(hyalin-)porcos el6 alakja képzédik,
majd ennek helyét foglalja el fokozato-
san a csontszovet. A csontok fejl6dése
csak a pubertés utan fejezédik be. A ke-
mény és egyben rugalmas csontszovet
nagyfoka regeneraciora képes. Megval-
tozott terhelés hatdsara szerkezete
atépllhet, de részletenkénti, lassu
atépllése (remodeling) e nélkul is folya-
matosan végbemegy. A tomor csont
nyomoszilardsaga 1,5-1,8 t/cm? 1211, Ké-
miai Osszetétele viszonylag tag hatarok
kozott valtakozik. 15-45% viztartalma
mellett szarazanyagtartalméanak 1/3-at
szerves, 2/3-at szervetlen anyagok al-
kotjak. A szerves anyagok 90%-a I-es ti-
pust kollagén, a tobbi egyéb fehérje,
neutrlis zsir és lipoid. (Csont-specifi-
kus fehérjék az osteocalcin, osteo-
nectin és az osteopontin.) A szervetlen
anyagok nagy része trikalcium-foszfat,
illetve hidroxiapatit [Cas(PO,);OHI,
csekély részik kalcium-karbonat és
egyéb sok.

A csontok felszinét ereket tartalmazo,
rostos kotdszovetes csonthartya boritja
(1. abra). Kuls6 rétegtik tomor, belsejiik
szivacsos, itt a csontgerendak kozti te-
ret sarga (zsiros) vagy voros (vérképzo)
csontvel6 tolti ki. Mikroszkoppal a
csontszovet sejtekre és sejtkozotti allo-
manyra kilonithets. Az utébbi rétege-
zett, lemezes szerkezetl, optikailag
anizotrép. A kb. 10 pm vastag lemezek
(lamellak, laminak) péarhuzamosan
rendezett kollagénrostokbdl, valamint
szervetlen so6kbol allnak, és vékony,
kollagénszegény ragasztéréteg koti
Oket dssze. A tomor csontszovetben a
lemezek 5-15 rétegben, koncentriku-
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1. dbra.

A csontszovet vdazlatos szerkezete
a. Szivacsos csont
b. Tomor csont
c. Csonthartya

2. dbra.
Csontszovet. Hematoxilin-eozin festés

san elhelyezkedve 100-300 pm atmé-
rojt, hossziranyl, hengeres képleteket
(osteonokat) alkotnak. Ezek — a benntik
spiralisan futé kollagénrostok miatt —
polarizalt fényben kiilonésen szembe-
ttinGek. (Tripszinemésztéssel izolalha-
tok is.) Az osteonok tengelyében, az
Gn. Havers-csatornakban és az ezeket

harantul 0sszekotd Volkmann-
csatorndkban talalhatok a csont erei. A
laminak  kozotti uregecskékben

(lacunakban) foglalnak helyet a tojas-
dad maggal és keskeny citoplazméaval
rendelkez6, 20-25 pm hosszU, barack-
magalakl csontsejtek (osteocytak). A
lacunédkb6l minden iranyban csator-
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nacskak (canaliculusok) indulnak ki.
Ezekben hidzédnak a csontsejtek finom
citoplazmanytlvanyai, amelyek révén
a sejtek kapcsolatban allnak egymassal
és az ket taplalo érrendszerrel. A sejt-
nyllvanyok atlag 100 nm atmérojtiek,
a canaliculusok atméroje atlag 260 nm
251 A canaliculusok fala és a nydlva-
nyok kozott proteoglikanokat tartalma-
z6 pericellularis tér van 29,

A csontszovet sejtkozotti allomanya
gyenge basophiliat és PAS-reakciot
mutat. Hematoxilin-eozin festéssel
egynem(nek tlnik, csupan az osteo-
cytak magjai lathat6k a lacunakban (2.
abra). A sejtek citoplazmaja, a nyulva-
nyokkal egyttt festetlen marad. Van
Gieson (pikrosziriusz voros) festéssel a
nem mésztelenitett csont alapalloma-
nya vorosre, a mésztelenitett csonté
sargara fest6dik (a canaliculusok voro-
sek, fgy kis nagyitassal narancsszint |-
tunk). Trikrom festéssel a mésztelenitett
csont alapéallomanya vords, a nem
mésztelenitetté, (illetve a metszetben
mésztelenitetté) kék lesz. Csontszovet
jelenlétének demonstralasara, vala-
mint oktatasi célbol sziikség lehet
olyan eljarasra, amely elektiven feltiin-
teti a szovetre jellemzé lacunakat és
canaliculusokat.

A csontszovetet mikroszképpal csi-
szolat vagy metszet formajaban vizs-
galhatjuk. A csiszolatot vékonyra kif(-
részelt csontlemezbdl készitjik, ame-
lyet acetonnal torténé zsirtalanitas
utan targylemezre ragasztva finom-
szemcsés csiszolopapir és  fendké
(sztirke, Gn. Arkansas ko) segitségével
tovabb vékonyitunk. Az atttin6vé valt
lemezt kanadabalzsammal lefedve a
csont Uregrendszere a benne maradt
levegd és az alapallomany eltéré fény-
torése folytan lathato lesz. A preparatu-
mot bazisos jellegli anilinszinezékek
(fukszin, kristalyibolya) alkoholos ol-
dataval atitatva az tregrendszert a szi-
nezék rajzolja ki.

A hosszadalmas csiszolatkészitésnél
sokkal egyszer(ibb eljaras, ha a cson-
tot formalinban val6 alapos fixalas



utan mésztelenitjik (dekalcinaljuk),
paraffinba agyazzuk és metszetet ké-
szittink bel6le. A dekalcinalas —azaz a
csont keménységét okozd és a met-
szést akadalyozo kalciumsok eltavoli-
tasa — olyan savakkal torténhet, ame-
lyek a vizben oldhatatlan trikalcium-
foszfatbol és kalcium-karbonatbél jol
oldédé kalciumsét képeznek. Erre a
célra salétromsavat, sésavat, hangya-
savat, triklor-ecetsavat  ajanlottak.
Richman és munkatarsai 1'¥ sésav és
hangyasav elegyét tartottak elényos-
nek. (A Bio-Optica cég [Milano] altal
forgalomba hozott Bio-Dec dekal-
cinal6é folyadék a biztonsagi adatlap
szerint szintén sésavat és hangyasavat
tartalmaz.) A s6savhoz a gyengébb sav
hozzaadasa elsé megkozelitésben in-
dokolatlannak latszik, a gyakorlatban
azonban célszertinek bizonyult.
Elvileg minden sav hasznalhaté ami a
trikalcium-foszfatot oldja, de gyenge
vagy hig savakkal hosszi ideig tart a
dekalcinalas. Vékonyabb szévetminta,
er6sebb sav, nagyobb savkoncentra-
ci6, hosszabb id6, magasabb homér-
séklet és az oldat keverése elGsegiti a
mésztelenitést 24, Lillie és munkatarsai
051 kimutattdk, hogy a tobbek altal ja-
vasolt, an. ,elektromos dekalcinalas”
nem elektrolizisen, hanem az oldatnak
az aram hatasara torténé felmelegedé-
sén alapul. A savak hatranya, hogy
idovel — kulonosen magasabb hémér-
sékleten — a nukleinsavakat hidrolizal-
va kioldjak a nukleoproteinekbdl,
ezaltal gyengitik a sejtmagok festédé-
sét. A bazikus anilinszinezékekkel va-
[6 a festhet6ség mar rovid ideig tartd
dekalcinalas utan megszinik.
Hematoxilin—eozin festéssel a magfes-
t6dés ekkor még megmarad, de a ma-
gok egyre halvanyabbak és vorosebb
arnyalatdak lesznek. A hematoxilin
ugyanis nem csak a nukleinsavakhoz,
hanem a sejtmag bézikus proteinjei-
hez, az argininben dus hisztonokhoz
is kotédik, amelyeket semleges vagy
gyengén savanyl kozegben az eozin is
megfest. (A nukleinsavak lehasadasa
utan a hisztonok savanytd szinezékek-
kel még gyengén ligos kozegben is
festédnek M.) A gyorsabb mészte-
lenités érdekében csak addig emelhet-
juk a sav koncentraciojat, mig a festé-
dés nem karosodik. Nagyobb anyag-
nal megtorténhet, hogy amikor az tel-
jes egészében metszheté allapotba ke-
ril, széli részein mar nem kapunk
magfestodést. Normal sésavval (a ke-
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reskedelemben kaphaté tomény sésav
kb. 12-szeres higitasaval) szobahd-
mérsékleten, négy napig torténd
mésztelenités utan, timsés hematox-
ilinnal a magfest6dés még elfogadhato
marad, ennyi id6é viszont b6ven ele-
gendd a szokvanyos méretli, 1-2 g-os
anyagok dekalcinalasdhoz. A folyadé-
kot feleslegben alkalmazzuk. A csont-
ban 50% trikalciumfoszfat-tartalmat
feltételezve, 1 g csontszovethez lega-
[abb 10 ml n normal sésav sziikséges.
A mésztelenedés el6rehaladasat cél-
szeri naponta ellenérizniink tivel
vagy bemetszéssel. (A rontgenvizsga-
lat, a silymérés vagy a mésztelenit6ol-
dat kalciumtartalmanak ammoénium-
oxalattal torténé detektalasa inkabb
csak elméleti lehet6ségként merdil fel.)
A mésztelenitett anyagokat legalabb
egy oran kereszttil araml6 csapvizben
mossuk.

Er6sithetjik a sejtmagok fest6dését,
ha timsés hematoxilin helyett vas-
hematoxilint hasznalunk. Hasonlé ha-
tast érhettink el, ha a mésztelenitd sav-
hoz ferris6t adunk, és a metszetet tim-
s6s hematoxilinnal festjiik %191 (A sz6-
vethez kotodott ferrisok a timsos hema-
toxilint vas-hematoxilinna alakitjak.)

A kiméletesen mésztelenitd, enyhén
lGgos pH-ja etilén-diamin-tetraece-
tsavas dinatrium (EDTA-Na,) oldat las-
st hatasa miatt rutin patolégiai célra
nem alkalmas ', de ahol az id&faktor
nem szamit (normal szovettani prepa-
ratumokhoz, enzimhisztokémiai vizs-
galatokhoz, sziklacsonthoz) ajanlhaté
mésztelenitésre. A vegyszer lGgos ko-
zegben a kalcium-ionokkal rosszul
disszocial6, de vizben jo6l old6do
komplexet képez (1 M=372,24 ¢
EDTA-Na, 103 g trikalcium-foszfatot
old). 1 g csont dekalcinalasara
legalabb 20 ml 10 g/dl-es oldatot sza-
mitsunk. Az oldat készitésekor 10 g

1. tabldazat

vegyszert vizzel 100 ml-re feltoltiink,
majd kevergetés kozben addig adunk
hozza szemcsés natrium-hidroxidot,
mig a folyadék fel nem tisztul (pH=8).
(Az EDTA-Na, savanyu so, vizben ne-
hezen oldédik. Laggal semlegesitve
EDTA-Na4 képletl, jol oldhaté séva
alakul.)

Richman és munkatarsai '8 vizsgala-
taibol és a Bio-Dec oldattal elért ked-
vez6 eredményekbdl kiindulva 1,0 n
normal sésavhoz a szovettani labora-
toériumban kéznél 1évé ecetsavat, illet-
ve pikrinsavat adtunk, és formalinban
fixalt majszovetet, illetve voros csont-
vel6t ebben az oldatban 1-6 napig
inkubalva, majd paraffinba 4gyazva a
metszetekben megfigyeltiik a sejtma-
gok festodését. 10 térf% ecetsav hata-
sara a magfestédés javult, de a voros-
vértestek  részben  hemolizalédtak.
Jobb eredményt értiink el pikrinsavval
telitett 1,0 normal sésavval vagy az
alabbi oldattal:

Tomény (36-38 tomeg %-0s)

sésav 8 ml

Telitett pikrinsav oldattal

(kb. 1,3 g/dI) 100 ml-re feltoltve

A magfestodést értékelve a kovetkezd
sorrendet kaptuk: kontroll (sav nél-
kal)>pikrinsavas sésav=Bio-Dec>nor-
mal sésav. Arra vonatkozéan nem ta-
laltunk magyarazatot, hogy az 6nma-
gukban rosszul mésztelenité, gyenge
szerves savak hogyan gatoljak a nuk-
leoproteinek er6s szervetlen savak ha-
tasara torténdé hidrolizisét. Az ecetsav
és a pikrinsav egyébként szamos, be-
valt fixal6 keveréknek (Bouin, Carnoy
stb.) is alkotorésze. A pikrinsav sarga
szine ellen6rizhet6vé teszi az anyag
kimosasat, és altala az oldatot kbnnyen
megkiilonboztethetjik a szintelen for-
malintol.

Csont- €s porcfestési eljarasok egyes lépései

1 2 3. 4. 5. 6.
Sch | Miiller-f.
Csont | ¢ ]rn o V. Mésztelenités | Celloidin Tionin Pikrinsav | Alkohol
’ formalin
Csont 5“*}?‘}“ Miller-f. | Mésztelenités | Celloidin | Tionin | PW-sav | NH,OH
Csont | Krutsay | Formalin | Mésztelenités | Paraffin | Metilénkék | Alkohol | PW-sav
Porc | Romeis | Formalin | Mésztelenités | Paraffin | Metilénkék NH4- .. | Alkohol
molibdenat
Porc | Krutsay | Formalin | Mésztelenités | Paraffin | Metilénkék | PW-sav | Alkohol
LABINFO « 2015/2. 9



A zsirtartalmG csontok ativodasanak
el6segitésére a mésztelenité folyadék-
hoz N-cetilpiridinium-kloridot (katio-
nos detergens), illetve natrium-lauril-
szulfatot (anionos detergens) adtunk.
0,1 g/dl koncentracio esetén ezek felii-
letaktiv hatasat hatasat a savas kozeg
megszlintette (az oldat felrazva nem
habzott). 1 g/dl koncentracidban a ten-
zidek — kilonosen a Na-lauril-szulfat —
mar hatdsosnak bizonyultak. Ez ut6bbi
a fest6dést nem rontotta.

barna, pelyhes csapadékot ad a tionin-
nal, a foszfor-volframsavra keletkezé
fekete csapadék csupan mikroszkop-
pal lathaté.) Egyes szinezékek megbiz-
hatatlansaga miatt Allison'?' csak tana-
sitvannyal azonosithat6 tionin készit-
mények hasznalatat ajanlotta.
Vizsgélataink szerint a moédszerhez
paraffinmetszetek is alkalmasak, a
Maller-oldattal valé kezelés mell6zhe-
t6 "9 A tionint elényosen helyettesit-
hetjik egyéb, bazisos tiazin szinezé-

foszfor-volframsav a szinezéket fixalja,
azaz ellenallébba teszi a kontrasztfes-
ték, illetve a viztelenité alkohol hatasa-
val szemben.

A csontszovet festésére az alabbi

eljarast ajanljuk:

1. A formalinban rogzitett, mészte-
lenitett és paraffinba agyazott met-
szetet glicerinnel késziilt, 1 g/dl-es
metilénkék torzsoldat és desztillalt
viz 1:9 aranyu elegyével festjik 1-2

3. dbra.
Csontszovet. Metilénkék-eozin festés

4. dbra.

6. dbra.
Hyalinporc. Hematoxilin-eozin festés

Csontmetszetek festésére Schmorl 2"
tobb mint 100 éve kozolt két eljarast,
melyek mindmaig szerepelnek a hisz-
totechnikai kézikonyvekben (I. tabla-
zat). A csontokat fixalas utan hetekig
Maller-féle folyadékban (kalium-piro-
kromét oldatban) tartotta, majd savban
mésztelenitve celloidinba agyazta. A
metszeteket tionin oldattal festette,
pikrinsavval, illetve foszfor-volfram-
savval kezelte és alkohollal differen-
cialta. Leirta, hogy az eljarasok nem az
osteocytakat és nyutlvanyaikat, hanem
az 6ket befogad6 Uregrendszert festik
meg. (Az 0,1 pm atlagos atmérgji sejt-
nyulvanyok a fénymikroszkép feloldo-
képességének hatara alatt maradnak.)
A paraffin bedgyazast és a toluidinké-
ket nem talalta alkalmasnak a festések-
hez, Drury és Wallington'™ viszont az
azlr A-t hasznalhaténak tartottak.

A Schmorl-féle csontfestésnél a
hosszi el6kezelésen és a ma mar ke-
véssé hasznalatos celloidin beagyaza-
son kiviil gondot okoz, hogy a tionin
igen hajlamos a csapadékképzésre,
amelyet mar Schmorl is emlitett. Alko-
holos, vagy megszlirt vizes oldatdban
is talalunk apro, sotétlila-fekete krista-
lyokat, amelyek a metszetre rakodhat-
nak. A festés soran alkoholban oldha-
tatlan, fekete csapadék is kivalhat a
metszeten. (Kémcsében a pikrinsav
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5. dbra.

A hyalinporc vazlatos szerkezete.
a. Porc
b. Porchartya

kekkel (toluidinkékkel, metilénkékkel),
valamint a trifenil-metan szinezékek-
hez tartozé kristalyibolyaval és bazi-
kus fukszinnal is. Ezek hasznalatakor a
metszet nem lesz csapadékos. (Kém-
cs6ben azonban a foszfor-volframsav a
szinezékeket mikroszképos méretdi
pelyhek alakjaban kicsapja.) Az eljaras
feltehetéen a pericellularis proteog-

sz

likan réteg basophilidgjan alapul. A
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percig. (A torzsoldat eltarthatd.)

2. Oblités vizben.

3. Differencialas 70%-os etil- vagy izo-
propil-alkohollal, mig festék vono-
dik ki a metszetb6l (1-2 percig). (To-
ményebb alkohol nehezebben diffe-
rencial.)

4. Oblités vizben.

5. Fixalas 5 g/dl-es foszfor-volframsav
oldattal 1/2-1 percig.

6. Oblités vizben.

7. Kontrasztfestés mikroszképos kont-
roll mellett 0,1 g/dl-es eozin B-oldat-
tal, mig a csontalapallomany r6zsa-
szinG nem lesz (kb. 5 percig). (A
foszfor-volframsavval kezelt metszet
nehezebben veszi fel az eozint.)

. Oblités vizben.

9. Viztelenités alkoholban, derités, le-

fedés.

e}

Eredmény: a lacunak szélei, a
canaliculusok, a porcalapallomany és
a hizosejtek szemcséi sotétkékek, a
csontalapallomany és az egyéb szove-
tek rozsaszintiek (3. abra).

Megjegyzés: a metilénkék kristaly-
ibolyaval vagy bazikus fukszinnal he-
lyettesithet6, ekkor a kontrasztfestést
elhagyjuk. Kristalyibolya festéssel a
canaliculusok nagyobb atmérgjtinek
tinnek mint metilénkékkel (4. abra).

Bar a hisztotechnikai kézikonyvek a



csontsejtek feltlintetésére a Schmorl-
modszert ajanljak, tobben is probal-
koztak a csontmetszetek ezlist impreg-
nacidjaval 1 612,14, 231,

A porcszovet a csontokndl rugalma-
sabb, de kisebb nyomészilardsagu (kb.
1,5 t/em?) 211 Mikroszképos szerkezete
szerint tivegporcot (hyalinporcot), ros-
tos porcot és rugalmas porcot kiilon-
boztetiink meg. Mindegyik sejtekbdl,
rostokbol és rostkozotti allomanybdl
épul fel, és ereket tartalmazé, rostos

fixalasra mas, nagy aniontomeg
anyag pl. foszfor-volframsav is hasz-
nalhat6 M. Az eljarassal a porc ros-
tkozotti allomanyanak proteoglikanjai
és savanyu glikoproteinjei festédnek. A
savas kozeg megakadalyozza az egyéb
szovetelemek festodését.

A porcszovet festésére javasolt el-

jaras

1. A formalinban fixalt, paraffinba
agyazott anyag metszetét 30 percig

A. B., Wallington, E. A.: Carleton’s histological tech-
nique. 5" ed. Oxford University Press. London, 1980.
pp. 199-220. 6. Gaudin-Audrain, C., Gallois, Y.,
Pascaretti-Grison, F., et al.: Osteopontin is histochemi-
cally detected by the AgNOR acid silver technic.
Histol. Histopathol. 23 (2008), 469-476. 7. Ghazali
bin M., Isa, M., Pek Chin Hoo: A technique for the
simultaneous staining of osteocytes and osteons in
frozen sections of decalcified bone. Biotechn.
Histochem. 55 (1980), 47-48. 8. Krutsay M.: A szovet-
tani vizsgalati anyagok mésztelenitésérél. Morph. Ig.
Orv. Szemle. 10 (1970), 231-232. 9. Krutsay, M.: Uber
die Entkalkung histologischer Untersuchungsobjekte.
Zbl. allg. Path. 114 (1971), 75-76. 10. Krutsay M. és
Szita I.: A csont-lacundk és canaliculusok feltiintetésé-
r6l. Morph. Ig. Orv. Szemle. 16 (1976), 65-66. 11.

7. dbra.
Hyalinporc. Metilénkék-eozin festés

8. dbra.

Rostos porc. Metilénkék-eozin festés

9. dbra.
Rugalmas porc. Metilénkék-eozin festés

kotészovetes porchartya hatarolja (5.
abra). A porcsejtek (chondrocytak)
20-25 pm atmérojtiek, kerekdedek.
Gyakran tobb, zsemlyealakd sejt cso-
portot alkot. Kis, kerek sejtmagjuk van,
b6 citoplazmajuk igen halvany, benne
sok glikogén mutathato ki. A sejtkozot-
ti allomany kb. 70% vizet, a hyalinpor-
chan és a rostos porcban kollagénros-
tokat, a rugalmas porcban rugalmas
rostokat, valamint proteoglikanokat,
semleges és savanyu glikoproteineket
tartalmaz, erek nincsenek benne. A
hyalinporc rostkozotti  allomanya a
rostokat elfedi, ezért sejtkozotti allo-
manya egynem(inek tiinik (6. abra). Ez
az alapallomany - kulonosen a sejtek
koral — er6sen basophil fest6désd,
PAS-pozitiv. Van Gieson-festéssel hal-
vanyvoros,  trikrom  festéssel  és
alciankékkel kék, alcianzolddel zold
szinG lesz. Az alcianszinezékekkel va-
16 festédés eredményét a pH és az ol-
dészer lényegesen befolyasolja I'3l. A
PAS-festés és az alcianszinezékek a
nyakokat is feltlintetik.

A porcszovet elektiv festésére a mult
szazad elején Romeis” kozolt egy
eljarast, amely igen hasonlé a
Schmorl-festéshez (1. tablazat). A szer-
z6 savas metilénkék oldattal festett, és
a szint ammoénium-molibdenat paco-
lassal fixalta. Késobb kidertlt, hogy a
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festjik az alabbi oldattal: Glicerin-
nel készilt, 1 g/dl-es metilénkék
torzsoldat 1T ml
1,0 n normal sésav 1 ml
Desztillalt vizzel 100 ml-re feltoltve
(A torzsoldat eltarthato.)

2. Oblités vizben.

3. Fixalas 5 g/dl-es foszfor-volframsav
oldattal 1/2-1 percig.

4. Oblités vizben.

5. Festés 0,1 g/dl-es eozin B-oldattal,
mig a kotészovet rézsaszinl nem
lesz (kb. 5 percig).

6. Oblités vizben.

7. Viztelenités alkoholban, derités, le-
fedés.

Eredmény: a hyalinporc alapalloma-
nya, a rostos és a rugalmas porc ros-
tkozotti allomanya kék, az egyéb szo-
vetelemek rézsaszintek (7., 8. és 9.
abra).
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