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Adatok az epefestékek
hisztokémidjdhoz

Az emberi vorosvértestek élettartama
dtlag 120 nap, de a voros csontveld-
ben folyamatosan djra termelédnek. A szer-
vezetben elszértan — elsGsorban a lépben,
a mdjban és a voros csontvelgben — jelen 1¢-
v, kotGszoveti eredetti faldsejtekben (mak-
rofdgokban) az elpusztult vorosvértestek
hemoglobinjdbdl a kétértéki vas ledisszo-
cidl, a globin enzimhatdsra lehasad. A
visszamaradt protoporfirin IX (C3,H;,N,0,)
tetrapirrol-gy(rdje felnyilik és belgle ké-
keszold szind biliverdin (C33H;,N,O) ke-
letkezik. Ezt a szinezéket a biliverdin-re-
duktdz kozvetlentl bilirubinnd (Cy3HaoN,O)
alakitja (1-2. dbra). A bilirubin vizben
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2. abra. Az epefestékek spektralis
elnyelési gorbéi

alig oldddik, egyes szerves olddszerek (pl.
kloroform, benzol) azonban oldjdk, hig ol-
data sdrga, toményebb oldata barna szind.

A bilirubin albuminokhoz kététten, un.
indirekt bilirubinként jut a vérkeringésbe,
koncentrdcidja a vérben <17 pmol/l. Ezt a
formdjdt a vese nem vdlasztja ki. A mdjba
jutva elvdlik a fehérjéktdl, és a glukuronil-
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transzferdz enzim hatdsdra, két molekula
glukuronsavval észterezve konjugdlt, direkt
bilirubinnd alakul, amelynek szintje a vér-
ben <5pmol/l. (A klinkai laboratériumok
a vér direkt és totdlis bilirubin-koncentrd-
ci6jét vizsgdljdk, a biliverdinnel nem fog-
lalkoznak.) A direkt bilirubin epesavas al-
kélifémsdkkal, koleszterinnel, foszfolipoi-
dokkal és fehérjékkel egyiitt az epével trtl.
Ennek szine a bilirubin-biliverdin ardnytdl
fliggben a sdrgdsbarndtdl a kékeszoldig ter-
jedhet. A bélben, baktériumok hatdsdra, a
glukuronsavak lehasadnak a bilirubinrdl,
amely redukdlédva szintelen sterkobilino-
génné (Cy3H,5N,0), majd oxiddlédva bar-
na szind sterkobilinné (C33H,,N,0,) alakul.
(Ez adja a széklet szinét.) A sterkobilinogén
egy része urobilinogénként (C55H,,N,0;) a
bélbdl felszividik, dthalad a vesén és kiva-
lasztédik a vizelettel, amelyben Ehrlich-
reagenssel (p-dimetil-amino-benzaldehid
s6savas oldatédval) detektdlhatd (a voros re-
akciéterméket kloroform oldja). Az urobi-
linogén hidnya vagy megszaporoddsa ér-
zékenyen jelzi a bélbe jutott bilirubin meny-

3. abra. Icterusos maj metszéslapja

nyiségét. Urobilinné (C33H,,N,O4) oxidé-
16dva a vizelet sdrga szinét adja.

A vér bilirubin-szintjének emelkedése-
kor a bdr a sdrgdtdl a s6tét zoldesbarndig
terjedd szinben elszinezddik (icterus). Ez
legkordbban a szem kotShdrtydjdn ismer-
hetd fel. A bels§ szerveken dltaldban nem
ldthat6 feltling szinvéltozds, tartds sdrgd-
sdgndl azonban a vese és a mdj zoldesbar-
na-barndszold lesz (3. dbra). Fokozott vo-
rosvértest-pusztuldskor vagy a glukuronil-
transzferdz csokkent termelddésekor (pl.
Gilbert-kérban, Crigler—Najjar-szindrém4-
ban) az indirekt bilirubin szintje emelke-
dik a vérben. Epetitelzdréddskor, mdjbeteg-
ségekben és a konjugdlt bilirubin kivélasz-
tdsdnak zavardndl (Dubin-Johnson-, ill.
Rotor-szindrémdban) féként a direkt bili-
rubin koncentrdcidja nd, és 35 umol/l fe-
lett a festék megjelenik a vizeletben is.

A bilirubinnak a vérben és a vizeletben
vald kimutatdsdra, meghatdrozdsdra szd-
mos szinreakci6t ajdnlottak. Ezek a biliru-
binnak biliverdinné és tovdbbi szines ter-
mékekké (bilicianin, biliprazin, koletelin)
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val6 oxidéldsdn alapulnak (salétromsavval,
terrikloriddal, jéddal). A vérben valé meny-
nyiségi (fotometrids) meghatdrozdsdra a
van den Bergh-reakciét haszndljék (diazo-
télt szulfanilsavval a bilirubin v6ros szine-
zéket képez).

A patolégusok el6tt jol ismert, hogy a
szovettani feldolgozdst megel§z§, forma-
linban (4 g/dl-es formaldehid-oldatban)
torténd ,,fixdlds” sordn az epe és a sdrga-
sdgban szenvedettek mdjdnak barna szine
néhdny éra vagy néhdny nap alatt — levegG-
t6l elzdrva is — zolddé vilik, ellentétben a
formalinmentes fixdlékban (pl. aceton)
valé viselkedéssel. Lillie és munkatérsai [7]
vizsgdlatai szerint szdmos alifds és aromds
aldehid képes a szinvéltozdst elidézni. A
z0ld szin redukdlészerek (Na-ditionit, Na-
borohidrid, K-piroszulfit, Na-tioszulfét)
hatdsdra barna lesz, de oxiddldszerekre
visszaalakul. A formaldehid redukaldszer-
ként ismeretes, ezért kérdéses, hogy az 4l-
tala 1étrehozott szin biliverdintdl szarma-
zik-e. Spektrofotométerrel vizsgdlva [7], a
formalinnal elegyitett epe elnyelési gorbé-
je eltér a biliverdin spektrumétdl (4. ab-
ra).
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4. abra. Bilirubint és formaldehidet
tartalmazo oldat elnyelési gorbéje [7]

Mikroszkdppal az epefestékek csak ott
és csak akkor mutathatdk ki szemcsék-al-
vadékok alakjéban, ahol nagyobb koncent-
rdciét érnek el (pl. a méj epekapilldrisai-
ban, a vesecsatorndkban) és fehérjékhez
kotddtek, igy a fixdldskor azokkal egytitt
kicsapddtak. A szovettani feldolgozds so-
rdn ugyanis a szervrészletek vizzel és szer-
ves olddszerekkel (alkohollal, acetonnal, xi-
lolollal stb.) keriilnek érintkezésbe, ame-
lyek a vegytiszta bilirubint, ill. biliverdint
oldjék.

A formalinban fixdlt, icterusos szervek-
bél késziilt metszetekben az epefesték rész-
ben barna szind is maradhat. (A mitétileg
eltdvolitott epehdlyagok koétszovetében
esetenként tisztdn bilirubinbdl 4ll6, barna
lerakdddst taldlunk.) A barna szin megne-
heziti vagy lehetetlenné teszi a bilirubin el-
kiilonitését az esetlegesen ugyanott el§-
forduld, egyéb barna pigmentektdl (lipo-
fuscin, hemosziderin, melanin).

A kérszovettanban szokdsos, rutin he-
matoxilin-eozin festés sordn a bilirubin
megtartja barna szinét, a biliverdin viszont
az eozintdl zoldesbarna lesz, ezért nativ
sziniiket biztonsdggal csak festetlen met-
szetben dllapithatjuk meg. Mig ilyenkor a
biliverdin z6ld szinérdl jol felismerhetd, a
bilirubin azonositdsdra hisztokémiai reak-
cidkat kell alkalmaznunk. Itt csak olyan
reagensek johetnek szdmitdsba, amelyek
rovid reakci6idd alatt a barnétdl eltérd,
élénk szint adnak, nem roncsoljdk a sz6-
veteket és végtermékiik vizben oldhatat-
lan. Stein [8] jédtinktura (etil-alkoholos jéd-
oldat) és Lugol-oldat (KI-os jédoldat) 1:2
elegyével a bilirubint biliverdinné oxiddlta.
Jobba [4] a Stein-féle reagenst 5-18 éra ke-
zelési idGvel a légutakba jutott epe, kemé-
nyit§ és celluléz kimutatdsdra ajanlotta,
mert mindegyik ad szinreakciét a jéddal.
Kutlik [6] oxiddlészerként vastimsé-, ill.
ldgos kdlium-ferricianid-oldatot javasolt. A
bilirubin az elgbbivel zoldre, az utébbival
biborvérosre szinezddott. Walker és mun-
katdrsai [9] az oxiddldsra kdlium-pirokro-
mdt-, ferri-ammdénium-szulfét-, ill. jédol-
datot haszndltak. Fouchet [1, 2] 1917-ben
kozolte, hogy ferri-klorid triklér-ecetsavas
oldata a bilirubinnal kékeszold szinreakci6t
ad. Ezt Hall [3] 1960-ban vezette be a kér-
szovettani technikdba, és a kézikonyvek
azéta is ezt ajdnljdk [5]. A triklér-ecetsav
hatdsa specifikus, mert mds, hasonlé erds-
ségll savval nem helyettesithetd. Hétrdnya,
hogy erdsen higroszkdpos, elfolydsodik,
mérése kényelmetlen. Higitott (sdrga) epé-
ben a triklér-ecetsav sdrgds, a ferri-klorid-
és a ferri-ammonium-szulfét-oldat sziir-
készold, a Fouchet-reagens sotét zoldeskék
csapadékot képez. Lugol-oldat hatdsdra az
oldat szine zoldes lesz.

A szovettani metszetekben Fouchet-re-
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5. abra.
Epefesték-
rogok
icterusos
majban.
Lugol-reakcié

agens, ill. Lugol-oldat alkalmazdsa utédn (5
perc kezelési id6) az epefestékek zold szin-
ben mutatkoznak. (1 g/dl-es, kdlium-jodi-
dos jédoldat elemi jéd nélkiil is készithet
0,3 g kédlium-jodét, 2 g kdlium-jodid, 8 ml
1,0 1 sésav és 92 m deszt. viz elegyitésével.)
Lugol-oldat esetében a metszet diffizan
megbarnul a j6dtdl, ezért azt el kell bel6le
tévolitanunk. Ez a ,szintelenités” tortén-
het 5 g/dl-es kdlium-jodid-oldattal, de au-
tomatikusan is végbemegy, amikor a met-
szetet, fedGlemezzel torténd elzdrdsa elétt,
a szokvdnyos médon alkoholon és xilolon
vissziik dt. (Az elemi jédot szintén oldé
nétrium-tioszulfdt a képzgdott biliverdint
visszaredukdlhatja bilirubinnd [7].) A z6ld
szin hosszabb, vizes mosésra zoldesbarna,
lugok hatdsdra sotétbarna lesz (ez savakra
nem valtozik, de a reagensekkel ismét zolddé
tehetd). Ezért a metszetet csak roviden ob-
litstik desztilldlt vizben (vagy inkdbb 2%-os
ecetsavban). A konnyebb tdjékozddds ér-
dekében célszert az eljdrds végén az alap-
szovetet van Gieson szerint, pikrinsav—sava-
nytfukszin- vagy pikrinsav—sziriuszvoros-
oldattal megfesteni (5. dbra) [5].

Koszonetnyilvadnitds. A szerzg koszonetet mond Treiber
Ldszléné kérszovettani asszisztensnek készséges techni-
kai segitségéért.
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