32 OSTEOLOGIAT KOZLEMENYEK

2012/1

A Kossa-reakciorol. 1.

Krutsay Miklos dr.

Magyar Imre Korhdz, Patologiai Osztdly, Ajka.

Osszefoglalas: A szerzé az oldhatosagi szorzatok alapjan elemzi a Kossa-reakcional végbemend ioncseréket.
Oxalsavval kezelt metszetekb6l a vegyszeres redukcid el6tt az alapszovethez ionosan kotott eziist hig ecetsavval
eltavolithato, és az igy kezelt metszetek hematoxilin-eozinnal vagy egyéb szinezékkel is megfesthetok.

On THE Kossa reaction — 1.

hematoxylin-eosin, or with other dyes.

The author analyzes ion exchanges occurring during the Kossa reaction, based on solubility products. Using tis-
sue sections treated with oxalic acid, the silver ionically bound to the ground tissue can be extracted with diluted
acetic acid before reduction by chemicals. The sections thus obtained are suitable for counterstaining with

eljaras heterogén rendszer fazishatarain végbemend

ioncserén alapul, amelynél a metszetben 1¢évo,
nehezen oldhat6 sok, vagy a szerves vazhoz kotott, de
elektrolitikusan disszociald, szintelen vegytiletek felszi-
nes rétegének ionjai helyet cserélnek a reagensoldat
azonos toltésli ionjaival. A keletkezett 0j, szintén nehezen
old6do vegyiiletek vagy mar eleve szinesek vagy tovabbi
reakcidval szinessé tehetdk, és ezaltal az eredeti vegyiilet
lokalizacioja mikroszkoppal megallapithato.

ﬂ legtobb szovettani festés €s szdmos hisztokémiai

A kevéssé oldhatd sok telitett oldataban, amelyben
teljes disszociaciot feltételeziink, dinamikus egyensuly
all fenn az oldatlan anyag ¢s a bel6le oldatba ment ionok
kozott (4B, Osszetételli sonal A,B«>An+B,). Az oldo-
dasnal, mint egyensulyra vezeté reakcional a képzodott
anyagok és a kiindulasi anyagok koncentracidi kozotti
Osszefliggést a tomeghatas torvénye irja le. E szerint az
egyiitthatok hatvanyara emelt ionkoncentraciok szorza-
(egyensulyi allando, K=[A]™[B]/[AnB.]) allando érték.
Minthogy a kevéssé oldodo sok esetében a nevezd, azaz
a szilard so6 koncentracioja allandonak (egységnyinek)
tekinthetd, a K-val Osszevonhaté egy Uj konstanssa
(K, K, L, negativ logaritmusa: pL,), tehat L=[A][B]".
Az [A]™[B]") ionszorzatot telitett oldat esetében a so
oldhatosagi szorzatdnak nevezzikk. Ez vezet6képességi
mérésekkel hatarozhatd meg, és értéke fiigg a hdmérsék-
lettdl. Ha az oldoszerbe vitt anyag mennyisége alapjan

szamitott aktualis ionszorzat kisebb az oldhatosagi szor-
zatnal, az oldat telitetlen, ha eléri annak értékét, akkor
telitett lesz, ha pedig azt meghaladja, a s6 egy része
oldatlan marad. A tdblazatokban megtalalhat6 oldhatdsa-
gi szorzat még nem ad egyértelmii felvilagositast a
kiilonboz6 vegyiiletek oldhatosagarol, mert ehhez tekin-
tetbe kell venniink a molekulat alkot6 ionok szamat is.
(Azonos L-érték esetében az a s6 oldodik jobban, amely-
nek képletében az ionok egyiitthatdja nagyobb, tehat a
molekula tobb ionra disszocial.)

Valamely elektrolit oldatdban az ionkoncentraciok
aranya egyenld az egyiitthatok aranyaval ([4)/[B]=m/n).
jezhetjiik az ion egyiitthatojanak és a vegytilet oldhatosa-
ganak (S) szorzataval, azaz [A]=m-S és [B]=n-S. Ezeket
behelyettesitve:

L=(mS)" (nS)»=S"*+mm-n"

Az egyenlet atrendezésével kapott képletbdl kiszamit-

haté a mol/l-ben kifejezett oldhatdsag:

S=""L/m"-n" =A/m=B/n
A vegyiilet oldhatosagat az ion-egyiitthatokkal rendre
megszorozva megkapjuk az ionok molaris koncentracio-
jat a telitett oldatban. Az oldhatésag g/l-értékeihez
jutunk, ha a mol/l-értékeket megszorozzuk a vegyiilet
molekulatomegével illetve az egyes ionok tomegével.
Azonos molaritas esetén a g/l-érték annal nagyobb, minél

nagyobb a moltomeg illetve az iontdmeg.
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kiils6 forrasbol valdo novelése a tdmeghatas toérvénye
ion hatas”). Ez csak gy kovetkezhet be, hogy a so old-
hatdsaga csokken, és egy része kicsapdodik az oldatbol.
(Az oldhatdsagi szorzat nem valtozik). Ezért alkalmaz-
zak az analitikai kémidban a kémszereket feleslegben
egyes ionok tokéletesebb levalasztasara. Az oldhatosagi
szorzat segitségével megtudhatjuk, hogy az A.B. so
milyen toménységben oldddhat olyan oldatban, amely c4
mol/l A-iont tartalmaz. L=([4]+cs)™[B]". Ha cs>>[A4],

L=c"[B]", [Bl"=L/c és S=[B]/n=4L/cn".

Ha azonos anionnal vagy kationnal rendelkezd, két,
nehezen 0ld6do s6 (4.B. és C,B,) keriil egy oldatba, a

V4

sagi szorzatokbodl szamithatjuk ki: [4]=%/L /L + L, és
[C1=%L,/\L,+L,, [A)"/[CP=L/L:. (m illetve p=1
esetén VL = L). A kozos ion [B]= {/L1 /A" :Q/L2 /CP=

s0 oldhatosagi szorzata hatarozza meg [6].

A Kossa-reakciot és a kobaltszulfid-reakciot ioncseré-
vel (heterogén cserebomlassal) magyaraztuk [3, 4].
Ennek soran a nehezen oldodo kalciumvegyiilet felszini
kationjai kicserélddnek a reagens kationjaival, olyan
vegyiiletet képezve, amely oldhatatlanabb az eredeti kal-
ciumvegyiiletnél. Lillie és Fullmer [5] szerint a kalcium-
oxalat azért nem reagal az ,,egyszeri” (napfénnyel torté-
né redukalast alkalmazd) Koéssa-reakcional, mert az
eziist-oxalat jobban oldhatd nala. Pizzolato [7] kalcium-
oxalatot eziist-nitrattal és tomény hidrogén-peroxiddal
kezelve, er6s fénybehatasra pozitiv reakciot kapott, felte-
hetben az alabbi egyenletek szerint:

Ca(COO)z + 2AgNO; = Agy(COO), + Ca(NOs)2
Agr(COO0), + H,0, = Ag,O + 2CO; + H,O
Ag0 + H,0, =2Ag + O, + H,O

Az oldhatosagi szorzatokbol az oldhatdsagot kiszamit-

va megallapithato, hogy egyes eziistvegyiiletek (példaul

az eziist-foszfat ¢és az eziist-karbonat) oldhatobbak a
megfeleld kalciumvegyiileteknél (1. és II. tablazat). (A
kalcium-oxalat és az eziist-oxalat olhatosaga kozott nincs
Iényeges kiilonbség.) A vegyszeres redukcié eredménye
azt bizonyitja, hogy ennek ellenére is képzddik eziistso,
és a Kossa-reakcio csupan azért negativ, mert a vegyiilet
nem fényérzékeny. (Az eredeti modszerrel csak a kal-
cium-foszfat feketedik meg, de ez is csak metszetben,
bizonyos szerves anyagok jelenlétében.) Az eziistso
keletkezése a kalciumso feletti oldat iondsszetételének
valtozasabol is levezethetd.

A Kossa-eljarasnal az eziistnitrat-reagensben 1évo
eziist-kationok nehezen 0ld6dé soét (Ag.B.) képeznek a
szintén nehezen oldhatd Ca,B, kalciumsobdl keletkezett
B anionokkal. Ekézben a kalciumso oldodik, és beldle
tovabbi kalcium-ionok keriilnek az oldatba, a nitrat-
ionok mellé. Minthogy az eziist-ionok koncentracidja a
kalcium-ionokéhoz viszonyitva igen nagy, ezért az
eziistsd L,=[Ag]™[B] oldhatosagi szorzatanak megfele-
jelentdsen csokkenie kell. A koncentracié azaltal csok-
ken, hogy AgnB, 0sszetételll ezlistvegyiiletbdl all6 csapa-
dék valik ki. Ekkor a kalciumsé L,=[Ca]r-[B]" oldhatosa-
gi szorzatabol kdvetkezden a kalcium-ionok koncentraci-
6janak novekednie kell az oldatban, ami csak Ggy tortén-
het, hogy az eredeti kalciumvegytiletb6l bizonyos meny-
nyiség még oldodik. Ennek soran az elektroneutralitasnak
megfelelden B anionok is oldatba mennek, de ezeket az
eziist-ionok a kalciums6 felszinén azonnal levalasztjak.
Igy magyarazhatjuk, hogy akkor is végbemegy a csapa-
dékképzodés, ha az eziistsé oldhatdsdga nagyobb, mint
az eredeti kalciumsog.

A Kossa reakcional a kalcium-foszfaton kiviil a tobbi
szovetelem, igy metszet szerves alapszovete — akar fény-
nek kitéve — honapok mulva is szintelen marad, és tetszés
szerinti kontrasztfestékkel megfesthetd. (A fényérzékeny
eziistsok maradékanak eltavolitasa céljabol az eziistozési
eljarasok utan szokvanyosan alkalmazott natriumtio-
szulfat-kezelés tehat ez esetben feleslegesnek tiinik.)
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1. abra. Mészrogok meningiomdban. Mészreakcio.

2. dbra. Mészrégok meningiomaban.
Oxdalsav — ecetsav — mészreakcio — HE-festés.
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1. tablazat

Egyes fémvegyiiletek oldhatésaga

Vegyiilet Oldhatosagi Oldhatosag Vegyiilet Oldhatosagi Oldhatosag
szorzat* (L) mol/l g/l szorzat* (L) mol/l g/l
Cu3(PO4)2 1,4-10-%7 1,7-108 6,0-10¢ CuS 6,0-10-37 7,7-10-1° 7,4-10-17
350,57 85,60
FePO, 9,9-10-16 3,1-10°8 4,7-10-¢ FeS 6,0-10-1° 7,7-10-10 6,8:108
150,82 87,91
Pb3(PO4): 1,5-10-32 1,7-107 1,4:104 PbS 3,410 1,8-10-14 4,3-10-12
811,49 239,24
Ni3(PO4)2 4,7-10-2 2,1-107 7,7-10 NiS 1,410 1,2-10-12 1,1-10-10
366,08 90,77
Co3(POs4)2 2,1-10-3% 4,5-108 1,6-10-5 CoS 4,0-102! 6,3-10-1 5,7-10°
366,08 90,96
AgiPO4 1,4:10-18— 1,5-10-5— 6,7-10-3— AgS 6,0-10-5! 1,1-10-17 2,8:10-15
418,58 8,9-10-17 4,3-10° 1,2:102 247,8
Ca3(PO4)2 2,1-10-3— 1,1-107— 3,4-10-- CuCO;s 1,4-10-10 1,2-10- 1,3-10°
310,18 1,0-10-26 2,5-10¢ 7,7-10+ 113,6
Cu(COO0), 4,4-10-10 2,1-10-5 3,0-10-3 PbCO3 1,6:10-13 4,0-107 1,1-10#
141,6 267,19
Co(COO0); 2,7-10° 5,2-10°% 7,6:103 NiCOs 1,4:107 3,810+ 4,5-102
146,92 118,70
Agx(COO0), 5,4:10-12— 1,1-104— 3,410 CoCOs 1,0-10-10 1,0-10- 1,2-107
303,76 3,6:10-1 2,1-10+ 6,3-102 118,91
Ca(COO0), 2,4.10°— 4,9-10-5- 6,3-10-3— Ag,COs 6,2:10-12— 1,2:104%— 3,3-102—
128,09 2,0-108 1,4:104 1,8:102 275,75 8,1-10-12 1,3-104 3,6:102
AgCisH350; 2,8-10-12 1,7-10¢ 6,5-104 CaCO; 2,8-10— 5,3-10-- 5,3-10-3—
391,05 100,09 8,7-10° 9,3-10% 9,3-10-3
Cas(PO4);0H 1,8-10-%8 1,1-107 3,3-10°% CasH(PO4)3 1,3-104 4,6-107 2,0-10
301,22 446,24
Ca(CisH3502)2 3,6:10-15 9,7-10¢ 5,9-103 Ca,P,0, 3,0-10-18 9,1-107 2,3-104
606,45 254,108

*Egyes L-értékekre vonatkozoan némileg eltérd adatokat talalunk az irodalomban

1I. tablazat
Minthogy in vitro a kalciumfoszfat sem reagal, annak

lehetdségét is felvetettiik, hogy metszetben a Kossa-
pozitivitast szerves gyokokhoz kotott kalcium is okozza,

Ionkoncentraciok telitett oldatban (mol/l)

Vegyiilet Anion Kation . .
és ezek a gyokok mésztelenités utan ujra kalciumot kot-
CoS 63107 63107 hetnének meg [3]. Mésztelenitett csontszovet-blokkok
CaCOs 7,3-10° 7,3-10° kalciumso-oldattal vald kezelés utan, illetve a nélkil is
CoCO; 1,0-10° 1,0-10- er6sen megfestddtek alizarinvords S-sel, de a beldliik
CuCO; 1,2:10° 1,2:10° késziilt metszetekben ugyanezen reagenssel nem tudtuk a

A2:CO; 1310+ 2,610+ kalcium jelenlétét hisztokémiailag igazolni.

Ca(CO0), 23104 83104 Az eziistnitrat-kezelés utan vegyszeres redukalast
. : hasznalva a kalciumfoszfaton kiviil a kalcium-oxalat, a
Co(COO): 5,210 5,210 kalcium-pirofoszfat és a kalcium-karbonat, oxalsav eld-
Cu(COO), 2,1-10- 2,1-10- kezeléssel pedig a kalcium-sztearat is pozitiv eredményt
Ag(CO0), 1,6:10+ 3,2:104 ad. (Az oxalsav elbontja a zsirsavas kalciumsokat,
Casy(PO.), 2,6:106 3,9-106 mikdzben zsirsav és kalcium-oxalat keletkezik. Ez utobbi
Cox(PO2): 9.010° 14107 eziist-nitrattal azonnal reagal, eziist-oxalatot képezve.) A
sejtmagok ekkor halvanybarnara festédnek, az alapszo-
Cus(PO.): Sl Sl vet pedig sarga lesz, mert a bazikus szinezékekhez
AgsPO4 2,9-10° 8,7-10% hasonléan hozza k6tédott kevés eziist-ion az erélyesebb
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redukalo-hatasra szintén fémeziistté alakul (7. dbra). Ez
az aspecifikus festddés elénydsnek mondhatd, mert kont-
rasztfestés nélkiil is lehetdvé teszi a mészlerakodasok
lokalizalasat. Natriumtioszulfat-utokezelés ez esetben
még kevésbé sziikséges, mert a redukaloszer az Gsszes
redukalhato eziistot atalakitja.

Hosszabb id0 alatt, magasabb hdmérsékleten a rézionok
is képesek a zsirsavakkal sot (rézszappant) képezni, a kal-
ciumszappanokat pedig rézszappanna alakitjak. (eziist-
illetve kobalt-sokkal nem tapasztaltunk ioncserét.) A
kékeszold zsirsavas rézsok apolaros oldoszerekben oldha-
tok, és alkalmasak a zsirsavak spektrofotometrids mennyi-
ségi meghatarozasara. A réz-acetattal kapott reakciot
Benda a zsirnekrosisok makroszképos demonstralasara
illetve a zsirsavak hisztokémiai kimutatasara ajanlotta [1].
A kalciumszappanok gyengébben szinezddnek a zsirsa-
vakndl. Fischler [2] fagyasztott metszeteken rézacetat-
pacoldas utan hematoxilin-festést, majd lugos
kaliumferricianid-oldattal valo differencilast alkalmazott.
Ekkor a fest6dést nem a zsirsavas réz sajat szine, hanem a
beldle képzodott, kékesfekete rézhematoxilin adta.

Amennyiben vegyszeres redukcié esetén a sejtmago-
kat vagy az alapszdvetet mas szinben (példaul trikrom-
festéssel) kivanjuk feltiintetni, vagy — kevés anyag eseté-
ben — ugyanazon a metszeten kell hematoxilin-eozin-
festést is végezniink, a reakcid soran az alapszovethez
kotodott eziistot még a redukalas elétt el kell tavolita-
nunk, anélkiil, hogy a kalciumvegyiiletek felszinén kép-
z0dott eziistvegyiileteket kioldanank. Erre a célra az
eziist-ionokkal komplexet képez6 vegyiiletek, nehézfém-
sok illetve savak alkalmazasa johet szoba. Kisérleteinknél
natrium-tioszulfatot, natrium-szulfitot, kalium-piroszul-
fitot, ammonia-oldatot, réz-acetatot, 6lom-acetatot és
ecetsavat hasznaltunk.

Natrium-tioszulfat-, natrium-szulfit- illetve kalium-
piroszulfit-kezelés utan az alapszovet szintelen maradt,
ammonia-oldat utan sarga lett. A kalciumvegyiiletek nem
festddtek, mert az eziistsok komplexek alakjaban kiol-
dodtak, és helyiikon az eredeti kalciumvegyiilet maradt
vissza.

AgrCO3+2NaxS:03=Naz[Agx(S203)2]+NaxCO;
AgrCO3+2NaxS03=Na;[Agx(SO3),]+Na,CO3
Ag,CO3+KoS,05+H20=K5[Ag2(S03):]+H2CO3
Ag,CO3+4NH4OH=[Ag(NH3),].CO3+4H,0O

Réz-acetat illetve olom-acetat hatasara a sejtmagok
festédése elmaradt, viszont a meszes teriiletek fekete
reakcidterméke mellett az alapszdvet tovabbra is hal-
vanysarga lett.

Az ecetsav szintelenné tette az alapszdvetet. Az eziist-
karbonatot és az eziist-foszfatot feloldotta, mig az eziist-
oxalatot valtozatlanul hagyta.

2CH;COOH+Ag.CO;=2CH;CO0Ag+H>COs
3CH;COOH+Ag3PO4=3CH3COOAg+H;PO,

Oxalsavas mészreakcié esetében a kiilonbozé kal-
ciumsok atalakulnak kalcium-oxalatta, amely eziistionok
hatasara eziist-oxalattd valtozik. Minthogy a kalcium-
oxalat és az ezist-oxalat ecetsavban oldhatatlan, az
eziistnitrat-kezelést kovetd hig (2 ml/dl-es) ecetsavval
torténd néhany perces kezelés az eziist-ionokat csupan az
alapszovetbdl vonja ki. A kalciumvegyiiletek helyén
kialakult eziist-oxalat a metszetben marad, és a reduk-
cional megfeketedik. Elvileg mas, gyenge sav is hasznal-
hatd, amely az eziist-oxalatot nem oldja. (Oxalsavat
alkalmazva azonban a meszes teriiletek festédése gyen-
giilt.) Tehat az oxalsavas mészreakciot az ezilist-nitrat
utdni ecetsav-kezeléssel kiegészitve a metszetet alkal-
massa tehetjiik hematoxilin-eozinnal vagy egyéb szine-
zékekkel torténd megfestésre (2. dbra).
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