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Urat-lerakodasok szovettani kimutatdsa
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Osszefoglalas: a hugysav és az uratok anizotropok, erdsen argentaffinok és adjék a ferri-ferricianid-reakciot.
Enyhén lugos (boraxos) oldatban szobahémérsékleten is redukaljak az eziist-nitratot. Ha ezutan a szovethez nem
specifikusan kotodott ionos eziistdt erésebben lugos formaldehid-oldattal redukaljuk, sarga kontrasztfestést
kapunk, kiilon szinezék alkalmazasa nélkiil. Semleges eziistnitrat-oldatban a natrium-uratbol eziist-urat képzodik,
amelyet a formaldehid-oldat szintén fémeziistté redukal.

HISTOLOGICAL DETECTION OF URATE DEPOSITS

Uric acid and urates are anisotropic and strongly argentaffinic substances that give a positive reaction with ferric-
ferricyanide. They reduce silver nitrate in the slightly alkaline solution of borax, even at room temperature.
Reducing the ionic silver bound non-specifically to the tissues with an alkaline formaldehyde solution produces a
vellow counterstain without the use of an appropriate dye. In a neutral silver nitrate solution, sodium urate is
transformed into silver urate, which is reduced to metallic silver by the formaldehyde solution.

tasanak végterméke az emberben a hlugysav

(CsHaN4O3, M=168,11). Ez a szervezetbdl naponta
kb. 700 mg mennyiségben tavozik, kétharmad részben a
vizelettel. A vegytilet fehér, porszert, kristadlyos anyag,
amely—bar nincsenek karboxil-csoportjai—kétértéki,
gyenge savként viselkedik (pKsi=5,7). Tobb tautomer
alakja ismeretes, koziilik leggyakoribb a laktdm-forma
(1. dbra). (A laktim-alakban a karbonilgyokoket -COH-
csoportok helyettesitik.) Lemezes kristalyai romboid-
vagy téglalap-alakuak, a rombos-rendszerbe tartoznak. A
hugysav és soi alkoholban oldhatatlanok, vizben rosszul
oldddnak. A sav oldhatésdga erdsen fligg a vegyhatastol
¢és a homérséklettdl, semleges kozegben, szobahdmérsék-
leten kb. 6 mg/dl (0,36 mmol/l), pH 5 koriil mar csak 1,5
mg/dl (0,09 mmol/l). Méréseink szerint pH 6-os desztil-
lalt vizben 336 pmol/l tdménységben oldodik. Alkalifém-
hidroxidok, -karbonatok oldataban ill. piperazin-oldatban
a hugysav sokkal konnyebben oldhat6, mint vizben. A
piperazint a gydgyaszat-
ban is megkisérelték fel-
1l hasznalni, hugysavkovek

HN NH oldasara [4]. A hugysav
‘ >= és az urdtok redukdlo
0% NH

A nukleinsavak purinbazisai (adenin, guanin) lebon-

sajatsaguak.

N 1. abra. A hugysav
H trilaktam-alakjanak
szerkezeti képlete.

A mononatriumurat-monhidrat (CsHsN4+O3Na-H,O,
M=208,10) szobahomérsekletli, telitett vizes oldata kb. 70
mg/dl (3,4 mmol/l) tdménységli, de 37 °C-on pH 7.4-es
pufteroldatban a s6 120 mg/dl koncentraciot érhet el [5].
Oldhatoésadga Wilcox és mtsai [11] szerint pH 7,7-nél,
Kippen és mtsai [5] szerint pH 7 és 10 kozott minimumot
mutat. Az oldékonysagot a hémérséklet emelkedése
noveli, natrium-klorid jelenléte csokkenti [5].

A testfolyadékokban a hugysav pH 7.4 koriil urat-
anion (natrium-urat) alakjaban van oldva. Koncentracidja
a szérumban 3-7 mg/dl = 180-420 pmol/l (néknél kb.
15%-kal alacsonyabb érték). A natrium-urat in vitro
vérplasmaban 10,6 mg/dl, vizeletben 21,4 mg/dl tdmény-
ségben oldddik [5]. Savas vegyhatasu (pH<S,5) vizelet-
ben huigysavva alakul, amely — ha szdmara az oldat tulte-
litett — kicsapddik, és beldle bizonyos kortilmények
kozott ko is képzddhet.

A vér hugysavszintjének a kivalasztas zavarabol vagy
tultermel6désbdl eredé emelkedése esetén koszvény
(arthropathia urica) alakulhat ki. Ekkor mononatriumurat
kristalyok rakodnak le tophus uraticusoknak (koszvé-
nyes csomoknak) nevezett gocokban, az iziiletekben,
késébb a boralatti kotészovetben, esetleg a vesékben is.

A rutin patologiaban az uratokat tartalmazo szovetek
koziil legtobbszor a bér kdszvényes csomoi, ritkan a
koszvényes iziiletek elemei (porc, tok, bursa) keriilnek
szovettani vizsgalatra. Az irodalom szerint az anyagokat
alkoholban kell fixalnunk, mert a vizes kozegben torténd
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2. abra. Uratkristalyok tophusban, polarizalt fényben,
Rot I. kompenzatorral.

formalin-fixalas, és az utana alkalmazott foly6 csapvizes
mosas soran az uratok kioldodhatnak. Simkin és mtsai
[10] szerint a formalin az uratokat nem csupan fizikali-
san, hanem kémiai reakcid utjan, addicios vegyiiletet
képezve is oldja, ezért a metszetben mar csak kis hanya-
dukat talaljuk meg. Shidham és mtsai [9], valamint Bély
[2] azonban azt tapasztaltdk, hogy pufferezett (pH=7,4)
formalinban torténd, nem til hosszu rogzités és rovid (30
perces) mosas az uratok mennyiségét a nagyobb anya-
gokban lényegesen nem csokkenti. Magunk, pufferezetlen
formalin utan is ezt észleltiik. Mindazonaltal a legna-
gyobb biztonsagot az alkoholfixalas nyujtja, vizben valo
kimosas nélkiil.

A gyakorlatban a natrium-urat kimutatasanak van je-
lentdsége. A vizsgalat a legegyszertibben polarizalt fény-
ben torténhet. A mononatrium-urat kristalyai tii alaktak,
erdsen negativ kettostoréstiek, optikailag kéttengelytiek,
a monoklin és a triklin rendszerbe tartoznak (2. dbra).
Barnas szinii halmazokat képeznek, amelyeket szalmaka-
zalhoz hasonlitanak. Metszetben valé lokalizalasukhoz
az alapszdvet enyhe megfestése is sziikséges (pl. a
HE-festés eozin-oldataval). Shidham és mtsai [8] a fes-
téshez—a kioldodas elkeriilésére—alkoholos eozin
Y-oldatot javasoltak (0,5 g/dl, 20 sec.). Ezen szerzdk [9]
¢és Bély [2] megfigyelték, hogy hematoxilin-eozin-festés
utan az elézbleg jelen volt uratok mar nem mutathatok ki.
Feltehetden a hematoxilin-oldat savtartalmanak hatasara
hugysavva alakulnak at, amelynek durvabb kristalyai
mar nem kotddnek a szdvethez. Hasonldképpen nem
ajanlott a hematoxilin-festés a savakban kdnnyen oldodo
kristalyos kalciumsok, pl. a kalcium-pirofoszfat vizsgala-
tanal sem [6].

Az uratok argentaffinok, argyrophilok és adjak a ferri-
ferricianid-reakciot is. Feltlintetésiikre a hexametilén-
tetramin-eziist oldattal végzett, Gomori-féle argyrophil-
reakcidt [3] javasoljak. (A hexametilén-tetramin formal-
dehid és ammonia vegyiilete.) Ennél azonban egyszeriibb
¢és specifikusabb az argentaffin-reakcio [7] (3. dbra),
amelynél az eziistoldat nem tartalmaz redukaloszert és

3. abra. Uratkristalyok tophusban. Argentaffin-reakcio

komplexképz6 anyagot. (Az argyrophil-reakcié ugyanis
olyan, gyengén redukald szdvetelemeket is feltiintet,
amelyek onmagukban nem képesek mikroszkoppal latha-
to mennyiségi eziistdt kivalasztani.).

Az argentaffin-reakcional az uratok az eziist-nitratot
fémezistté redukaljak. A melléktermékként képzodo sav
megkotésére, a reagensnek lugos vegyhatasunak kell
lennie. Eziists6-oldatok meglugositasara csak kevés
vegyiilet (pl. piperazin, ammonium-hidroxid, boérax)
alkalmas, minthogy az eziist-ionok tdbbnyire csapadékot
alkotnak a lugokkal és a Iugosan hidrolizalé sokkal (pl.
alkalifém-hidroxidokkal, -karbonatokkal, -foszfatokkal).

A piperazin, bar nem csapja ki az eziist-nitratot, és
ajanlottak is argentaffin-reakciohoz [1], feloldja a hugy-
savat és kisebb mértékben az uratokat is, ezért a reagens-
ben nem hasznalhat6. Eziistnitrat-oldathoz adott ammo-
nia-oldat kezdetben eziist-oxidbdl all6 barna csapadékot
okoz, amely a tovabbiakban komplex vegyiilet alakjaban,
ammoniafelesleg elkeriilésére azonban a sztdchiometrikus
aranyt titralasszertien be kell allitanunk, ami a reagens
elkészitését nehézkessé teszi. Mindezt figyelembe véve
reagensiinkben boraxot hasznaltunk. Béraxszal meglugo-
sitott eziistnitrat-oldatbol — in vitro —a hugysav mar szoba-
hémérsékleten is, rovid ido alatt fekete eziist-csapadékot
valaszt ki. Meleg oldattal azonnal s6tétbarna szint kapunk.
Natrium-urat esetében, metszetben a redukcid lassabban
kovetkezik be. 60 °C-on — elomelegités nélkiil — kb. fél
ora sziikséges a megfeleld fedettséget ado eziistlerakodas
kialakulasahoz. Tul hosszu inkubalas az uratok festédését
mar nem erdsiti, csak az alapszdvet festédését fokozza,
ezaltal a kontraszt csokken. Szobahdmérsékletii oldattal
még két ora utan is kissé gyengébb lesz az ezilistozodés, de
az alapszovet szintelen marad.

Semleges oldatban az uratok melegen is csak lassan
redukaljak az eziist-nitratot, de felsziniikon, révid ido
alatt, ioncserével — a hémérséklettdl fliggetleniil — szinte-
len eziist-urat képzodik, amelyet a formaldehid-oldat
barna szinnel szintén eziistt¢ redukal. Ez az eljaras meg-
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4. abra. Tophus bérben. Ferri-ferricianid-reakcio.
Lupe-nagyitas.

felel a kalciumvegyiiletek kimutatasara szolgald ,,mész-
reakcionak™ [7]. Oxalsav-elékezelés esetén az uratok
reakcidja elmarad, mig a kalciumvegyiiletek megfeke-
tednek.

A ferri-ferricianid-reakcional [7] az urat-lerakodasok
diffuzan festddnek (4. abra). A reagensben 1évo ferrisot
az uratok ferro-séva redukaljak, amely kalium-
ferricianiddal oldhatatlan ferro-ferricianidot (Turnbull-
kéket) képez.

3Fe?* + 2[Fe(CN)s]>=Fe;[Fe(CN)g]2

A kristalyok a savas reagensben nagyrészt kioldodnak
a reakciotermék melldl, és maradékukat—polarizalt fény-
ben—csak a sotétkékre szinez6dott, nagyobb gocok kdze-
pén talaljuk meg.

Az urat-kristalyokat el kell kiiloniteni az alkoszvény-
ben (chondrocalcinosis, CPPD) el6fordulé kalciumpiro-
foszfat-dihidrat-kristalyoktol [6]. Az utébbiak zomokeb-
bek, tobbnyire gyengén pozitiv kettdstorésiick. Ugyanazon
kristalyrendszerekbe tartoznak, mint a natrium-urat, de
redukalé tulajdonsaguk nincs.

Az AJANLOTT ELJARAS ISMERTETESE

1. Az etilalkoholban vagy formalinban fixalt anyag paraf-
fin-metszetét a paraffin kiolddsa utan 60 °C-os termosz-
tatban, lefedett Petri-csészében 30 percig kezeljiik bora-
xos ezlstnitrat-oldattal (az oldatot nem melegitjiik eld).
Ekozben a nagyobb urat-lerakodasok szabad szemmel
lathatoan megfeketednek, az alapszdvet pedig halvany
barnasarga lesz. Az oldat készitésekor az A-oldathoz
azonos térfogatil B-oldatot adunk.

A-oldat: 0,1 g/dl-es eziistnitrat-oldat.

B-oldat: 0,4 g/dl-es borax- (Na.B4O7-10H,0) oldat.

2. Oblités kétszer valtott desztillalt vizben.

3. Kezelés 25 ml tomény formalint, 75 ml desztillalt
vizet és 5 g vizmentes natrium-karbonatot tartalmazo
oldatban 2 percig.

5. Oblités vizben.

4. Viztelenités, derités, lefedés.

Eredmény: az urat-lerakodasok feketék, a sejtmagok
halvanybarnak, az alapszdvet sarga.

Megjegyzés: tobb metszetnek kiivettaban valo kezelése
esetén, a nagyobb oldatmennyiség lassibb felmelegedése
miatt, sziikséges lehet az eziistozési id6 meghosszabbitasa,
deszt. vizben valo ledblitést kovetd mikroszkdpos kontroll
alapjan. Az argentaffin-sejtek szemcséi és argentaftin pig-
mentek (melanin, hematoidin, lipofuscin, melanosis coli
pigment) is eziistozédhetnek, de morfologiajuk és lokaliza-
cidjuk alapjan konnyen elkiilonithetok. Egyes kalciumso-
lerakodasok szintén megfeketednek, azonban ezek ferri-
ferricianid-negativok, a leggyakrabban eléforduld
trikalcium-foszfat (hidroxi-apatit) pedig izotrdp.

Levelezési cim: Dr. Krutsay Miklos. 8401 Ajka, Koranyi
Ferenc utca 1. Tel.: 88-521-800/170.

E-mail: krutsaym@korhazajka.hu
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