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Tetrazoliumvegyiiletek fémyreakeidi

LI A fémy hatisa a TTC kémiai &s enzimatikus'
redukeidjara
JAMBOR BELA
Eitvis Lérdnd Tu:loményég_ye.egm Niiuényéleu_an’i Intézet, Budapest

A tetrazoliumvegyiiletek hiolégiai alkalmazisirél beszdmolé munkik tébbszie emlitik, hogy
* az inkubdldst sététben kell végezni, illet6leg hogy egyes biolégiai anyagok csak fény jelenlétéhen
redukéljik a TTC-t. Izgy pl. Mackenzie é Fuller [5] rdamutatnak, hogy kisérleteik sordn
a rikos sejtek TTC-vel kezelve csak fényen pirosodnak meg; Z weifach [6.] kiemeli, hogy szé-
" vetmetszetek enzimaktivitdsdnak TTC-vel valé vizsgdlatanal a napfény keriillends, sth. Az altala-
nos vélemény mégis az, hogy a fény zavaré hatdsa abban nyilvanul, hogy az indikétorként alkal-
mazott TTC redukéls hatds nélkiil is diszproporcionalédik, formazén keletkezése kozhen, Gondol-
hatunk azonban arra a lehetségre is, hogy a fény hatdsa nemesak ebben 4ll, hanem, hogy az kata-
lizilja az enzimatikus illetéleg kémiai reakeift, esetleg a redukals anyagok jelenléte katalizdlja
a fény okozta diszproporcionloddst. A kérdés részletesebb vizsgalata az elméleti szemponton felil
azért latszik kivinatosnak, mert egyrészt képet-kapunk arrdl, hogy milyen mértékii a fény zavaré
hatdsa, tehat az 6vatossigban meddig kell elmenniink, masrészt esetleg fel is haszndlhatjuk a fény
hatdsit igen gyenge redukeibs hatdsok ,,felerdsitésére”, amennyiben bebizonyosodik, hogy nem a-
redukdlé anyagok katalizaljik a diszproporciondlédést, hanem = fény katalizdlja a redukciét.

Az eddigiek alapjdn [4] mar nyilvinvalé volt, hogy fényen a TTC még redukdls anyag jelen-
léte nélkiil is megpirosodik a diszproporciondlodasi reakeié kapesdn, s igy fényen végezve az inku-
béldst, nem tudhatjuk, hogy a fénytél, vagy a redukélé szert8l pirosodott-e meg, E kérdésrefigyel-
miinket Tdrczy JenS IV. éves biolégia-kémia szakos hallzaté azon tapasztalata irdnyitotta, hogy
tejhez adott TTC a kémesd fény felli oldaldn pirosodott meg egy-két 6rai 4llds utén, az ellenkezd
oldal fehér maradt, viszont a tiszta TTC oldat azonos koncentriciéban ugyanakkor nem pirosodott
meg. N ;

Kisérleti rész
Madszerek és eszhozok azonosak az el8z8 kézleményiinkben lefrtakkal [4].

A végzett kisérletek

1. Elészor azt a kérdést vizsgaltuk meg, hogy mennyire redukéalédik a TTC
fényen és sotétben, killonbéz8 py érték mellett, C-vitamin és. éleszté hatdséara.
Ezzel egy tisztdan kémiai és egy enzimatikus redukciét vizsgaltunk meg s megélla-
pitottuk egyittal, a reakcidnak az oldat py értékétsl vals fiiggését is. A kisérleti
eredményeket az 1. és 2. dbra mutatja. A két abrabél a kovetkezdket sziirhetjiik le :

a) pn = 10,8 alatt az adott feltételek mellett sem a C-vitamin, sem az éleszté
sitétben nem redukilta. a TTC-t. ‘ s
: b) py = 10,8 felett az élesztd nem, a C-vitamin viszont nagymértékben
redukélja sététhben a TTC-t.

¢) Fényen a C-vitamin py = 5 felett redukalja a TTC-t, még pedig a py
novekedésével novekeds mértékben. i ;

d) Az éleszt6 legjobban py = 6—8 kozott redukalja fényen a TTC-t,
py = 7 korill optimuma van. p; = 10 felett a redukalé képesség ismét néni
latszik, ezt azonban feltehetéleg nem enzimatikus redukeié idézi els, hanem az
élesztében levd endogén redukalé anyagok. :
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"A C-vitamin és az élesztd py gorbéjét osszehasonlitva, szembetiinik
a két gorbe kozotti lényeges eltérés, ami a kétféle redukcié eltérd mecha-
nizmusara vall.

2. A kovetkez6 tisztazandd kérdés az volt, hogy a fény katalizalja-e a TTC
redukciéjat, vagy a redukiléanyagok kat alizaljak-e a TTC fényen valé diszpropor-
cionalodasat. E kérdést tgy kozelitettils meg, hogy mind C-vitamin, mind pedig
élesztd jelenlétében killonb oz ideig fényen tartott TTC oldatot megpolarografaltuk
annak megéllapitasara, hogy mennyi foto-TTC keletkezett. Ha u. i. a redukalé
anyagok katalizaljak a diszproporcionalédast, akkor azok jelenlétében annyival
tobb foto-TTC-t kell az oldatban taldlmunk a fényhatds utdn, mint amennyivel
tobb TF keletkezett a kontrollhoz ViSZOnyitva. Ha viszont ennek megforditottja
41l fenn, vagyis a fény katalizalja a kémiai és enzimes redukeiét, akkor kb. ugyan-
annyi foto-TTC-t kell taldlni a redukélé anyagok jelenlétében megvilagitott oldat-
ban, mint a redukaléanyag-mentes kontrolban. Az erre vonatkozé kisérleti adato-
kat az 1. tdblidzat mutatja.

' Amint az adatokbél lathatd, sem a C-vitamin, sem az éleszt6 esetében nem
kisérte megfelels foto-TTC tiébblet a T F-tobbletet, vagyis ez utébbi nem disz-
proporcionalédas, hanem szabalyos redukeié 1itjan keletkezett.

Redukaléanyagok hatésira foto-TTC tébblet helyett ellenkezdleg hiany
1ép fel a kontrollal szemben. Ez nyilvanvalé, ha meggondoljuk, hogy a ,.szabalyos”
redukeiéra elhasznalt TTC-b6l nem keletkezhet foto-TTC. (Megjegyzends, hogy a
tablazat tsszetartozd adatainak dsszege egyes esetekben eltér a 1009,-t6l. Ennek

1. tablizat

Fleszté és C-vitamin hatdsa levegé jelenlétében szort napfénynek kitett 10 3M TTC oldatra. A reakeié
végén az oldatban levé TF, foto-TTC és TTC wnennyisége az eredeti TTC mennyiség 9;-aban

7 |
Hozzdadott Fényen dllds ideje 6rikban | Meghatdrozott
anyag i PH | v | " 1 1 ‘ 2 anyag
0,19% élesats 1l M 10 15 30 TF
[ 83 70 60 42 TTC
12 18 25 30 foto-TTC
|
- 5 7,1 e 5 8 13 TF
85 75 65 40 TTC
11 20 s 36 foto-TTC
1073M C-vitamin 9,4 — 13 24 31 TF
— 69 53 45 TTC
— 20 26 31 foto-TTC
— 9.4 - 1 4 13 TF
— 18 65 47 TTC
- 22 32 39 - foto-TTC

oka részben az, hogy az egyes értékek meghatérozisa kiilsnb6z8, snmagukban
sem teljesen pontos médszerckkel tortént, részben az, hogy a feltiintetett harom
vegyiileten kiviil kisebb mennyiségben miés termékek is képzédhettek.)

Fentiek kétségtelenné teszik, hogy a TF-tébblet fény katalizalta redukeiéhsl.
s nem redukalé anyagok 4ltal katalizalt diszproporcionalédashdél ered.
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3. Az 1. és.2. abra adatainak ismertetésekor mondottuk, hogy sitétben
csak az adott feltételek mellett nem észleltiink TF kivalast redukalé hatasra, Ezzel
azonban nem akarjuk azt mondani, hogy semleges kézeghen a TTC csak fény
hatésira redukalhaté, pl. élesztével. Itt b&vebben mem részletezett kisérleteink
szerint a redukei6 sotétben is véghemegy megfelels kisérleti feltételek mellett (pl.
37 C°, hosszabb reakcids id6, sth.). A fény tehat nem feltétele, hanem csak kata-
lizalgja a TTC redukcidjanak : lehetdvé teszi a reakecidt kedvezétlen feltételek
mellett is. :
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1. dbra 2. dbra
103 M TTC-b6l -1072M  C-vitamin (L), i1l. Az 1. abrin kozolt kisérlet azon valtozata,
194 &lesztd (1L.) hatdsara szért napfényen (a), hogy a reakcids idét viltoztattuk, az oldat
ill. sététhen (b) 2 6ra alatt kivdlt TF koncent-  pp-értékét pedig -dllandéan tartottuk: az
Tdcié6 mennyisége (az eredeti TTC koncentricié  élesztd esetében PH = 1,5, a C-vitaminos kisér-
%o-dban) kiillsnboz6 pa-értékre beallitott oldat-  lethen py = 10,8. Jelélések azonosak az T.
ban, ITL. : fényen allt, red. anyvagnélkiili kontrol. dbraéval

4. Emlitettiik egy el6z6 munkénkban [4], hogy kristilyosodasi gécok
(CaCOy, zselatin, stb.) jelenlétében a fény hatasara TTC-bél kivals TF mennyisége
tetemesen fokozédik. Feltehetd volt, hogy ez a hatas azon alapszik, hogy a TF
kapilldraktivabb lévén a TTC-nél [2], adszorbensek jelenléte a TF keletkezését elg-
segiti: a reakeciét gatlé aktivélasi energia egy részét w. i. az adszorpeiés energia
fedezi. Ha ez a feltételezésiink helyes, akkor ennek a gyorsitd hatdsnak nemesak

] 2. tiblizat
8 ml 10~ 3M TTC, BT, ill. NT vizoldatahél 17,6 mg C-vitamin + I ml puffer + 10 mg zselatin + 1 ml
viz jelenlétéhen, 16 éraig 26°-on sitéthen valé inkubilis utin azonos médon kirdzott formazén
extinkeidja (-Lzs). A kontralok (—zs) zselatint nem tartalmaztak :

Az inkubilsi TTC BT NT
pp-érték o s [ Lza 5 e | +zs ! o TEs { +zs
|
7,6 0 i i} 0 0,16 0,05 2,5
8,5 0 ! 0,10 0,07 0,13 217
9,3 0 | 0 0,11 0,17 0,30 Fa)
10,3 0.06 L 0,20 0.13 1,60 0,80 3.9
i |

a fény hatasara létrej6vé diszproporcionalédasi reakeiénal kell mutatkoznia, hanem

mis olyan reakciéknal is, ahol TF keletkezik. :
Eszerint felilletaktiv anyagok jelenlétében a TTC kémiai redukciéjanak is

gyorsabban kell lefolynia. E kérdés eldintésére végzett kisérletiink eredményét a

8
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2. tablazat kozli. Vizsgalatunkat két litetrazolium vegyiiletre is kiterjesztettiik,
s a py-értéket is varidltuk. Lathatjuk a tiblazatbél, hogy — kiilsnssen a ditetra-
zoliumvegyiileteknél, — a zselatin jelenléte a redukcié mértékét a kontrolhoz
képest tobbszorisére fokozta.

5. Megvizsgaltuk azt is, hogy a BT kémiai és enzimatikus redukeidjat
fokozza-e a fény hatédsa, miutan egyik e18z6 kozleményiink szerint [4] a diszpropor-
cionalédasi reakeié — legalébb is semleges k{jzeghen — mnem jon létre fény hatasara.
2. sz. kisérletsorozatunk feltételei mellett élesztd és C-vitamin formazinképzé
hatasit a BT esetében is megvizsgdlt uk parhuzamosan napfényen és sététben :
azt tapasztaltuk, hogy a fényen levl oldlatokban ugyanannyi formazén keletkezett,
mint sététhen. Dyar [1] tehat hely-esen jart el, amikor a kloroplasztok foto-
redukalé hatdsat TTC hlelyett BT-vel vizsgalta.

Az eredmény ek megheszélése

Osszevetve jelen eredményeinket az el§z6 kozleményeinkben foglaltakkal [2,
3, 4], megéllapithatjuk, hogy a TTC Ibiolégiai hasznalatianal a fény szerepe csak
kisebb mértékben tulajdonithaté a fénykatalizalta diszproporcionilédasanak :
ennél sokszorta nagyobb mértékben m Asitja meg az eredményt a fénynek magira
a kémiai vagy enzimatikus redukeciéra valé katalizalé hatésa. Az elsd kisérletben
pl. semleges kizegben sitétben sem a C-vitamin, sem az éleszt§ egyaltaldban nem
idézett el formazankivalast, viszont fényen ez j61 mérhet§ médon beksvetkezett.
Ez felveti azt a gondolatot, hogy gyengén redukalé anyagok kimutatisara, sét
esetleg mérésére a fény ezen hatasat szindékosan is alkalmazni lehetne. Ilyenkor
az Osszehasonlité eredmények érdekében szigorian standard fényviszonyokat kell
biztositani. Ez esetben a fényre érzékeny TTC-t kell hasznalni, viszont ha a fény
hatdsét ki akarjuk zérni, de mégis fényen kell inkubdlnunk (mint ahogy az Dy ar
idézett munkijiban tértént), BT hasznalanda.

Az adszorptiv anyagok hatasira vonatkozé vizsgalataink a tetrazolium vegyii-
letek bioldgiai hasznalataval kapesolatban a formazanképzsdés mértékét befolya-
solé wijabb tényezdre hivjik fel figyelmiinket. Ezen tényezék, az eddigi munkaink-
ban kozoltekkel egyiitt azt eredményezik, hogy nem szdmithaté ki a reakeié mér-
tékébél a vizsgalt biolégiai anyag redoxpotencialja. Ez csak akkor volna lehetséges,
ha mind a biolégiai rendszer, mind a hasznalt indikator reverzibilis redoxrendszer
‘volna. Ezzel szemben :

a) A biolégiai redoxrendszernels altalaban irreverzibilisek, csak bizonyos
enzimek képesek a redoxindikétoroklkal vals reakeciot kozvetiteni.

“b) A tetrazolium vegyiiletek t6bbé-kevéshé szintén irreverzibilisek, s igy a
redukeidjuk esak tilfesziiltséggel lehetséges.

¢) Kolloidok jelenléte a kolloidtél és a kézeg py-értékétdl, valamint a
hasznalt indikatortdl fiiggden esetleg egy egész nagysagrenddel eltolhatja az ered-
ményt. A biolégiai anyagok mindig kolloid természetiiek.

d) Hasonlé hatasit TTC esetében a fény is.

Ezek alapjan vilagos, hogy a tetrazolium-vegyiileteket mennyiségi mérésekre
(pl. enzimaktivitas) csak a fentick szigori szem eltt tartdsaval lehet hasznalni,
de a mindségi eredmények 6sszehasonlithatésaga is csak a kell§ kautélak mellett
lehetséges.

Végiil kiszonettel tartozom Térczy Jend kartdrsnak értékes kozremiikodéséért.
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Osszefoglalas

1. Fényen nemcsak a diszproporcionalédasi reakcié, hanem a kémiai és
enzimatikus redukcié is erdsen fokozédik TTC esetében, a BT-fényre e téren is
érzéketlen.

2. Kimutattuk, hogy a fokozott formazankivalas oka a redukeié fokozddasa,
nem pedig a diszproporcionolédasé. :

3. Nagyfeliiletdi anyagok (kolloidok, CaCOy, stb.) a formazan keletkezésével
jard osszes tanulmanyozott reakcidékat gyorsitjadk az adszorpeibs energia révén.
ezek a reakcidk : a TTC kémiai és enzimatikus redukeciéja, valamint fényhatésra
torténd diszproporcionélédasa. Kiilonésen nagy ez a hatas a ditetrazolium-vegyii-

letekre (BT, NT).
Erkesett : 1955, mdrcius 1.
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CBETOBBIE PEAKLUMWMHU TETPA3OQJIMEBbLI X COE,EII/IHEHI/Iﬁ

II. BIMSJHHWE CBETA HA XMMHUUECKOE M ®EPMEHTATHRHOE
BOCCTAHOBJIEHHME TTX

B. fwdop
Hafenra fusno10run pactennid ¥ pusepcurtera mm. JI. 9Te:wa, ByvaanewT (Benrpus)

Peswme

1. Ha cBeTy Cu/IbHO IOBBILAETCST HE TOIBKO PEAKIH St Auctniponiopunonnpopanus TTX,
HO I XHMHYECKOE H (JEPMCHTATHRHOE €ro BOCCTAHOBJIEHHE. Ha BT CBET M B 9T0M OTHOWCHHYE HE
B.IHSIET.

2. Tloxasano, Yro NPHYMHA YCHJIEHHOTO BbIAETeHusT POPMA3ana 3aKNI0YaETes B YCHIEHUIO
BOCCTAHOBJNEHHA, a HE IUCIPONOPIMOHUPOBAHIS.

3. O&bemucroie pewecTsa (Kommonanl, CaCOy, 1 T. 1) mocpencTroM AJ[COPIIIHOHHOR SHEPT U
YCKOPSIOT BCE HIYUCHHBIE ABTOPOM DPEAKLMH, CONPUBOMAAIONMECS 00pa3oBaHMeM (opMasaHa,
ITH PEAKILMI CIIEYIOWME | XHMHUECKOe M (EPMEHTATHBHO® BoccTamoBienue TTX 1 TPOUCXO0-
ASEE 1101 NEHCTBUEM CBETA €0 AMCIPONOPLMOHHPOBAHME, 3TO JACHCTBUE OCOGEHHO CHILHO BLIpa-
YKEHO y AMTeTpa3’omueBbx coeauneHuii (BT, HT).

Pucynor 7.: Kounenrpaumsa Td (B %-ax 0T MCXOmHOM KoHueHTpaunn TTX), BoIAeImB-
werocst B Teuenne 2 yacos u3 10—M TTX npur gedicrsin 10--2M puramuna C (1) 1 19,-ro Apos-
KeBoro pactnopa (II), Ha paccestIoM CONHeuHOM cBeTe (a) M B TemuoTe (b), B pacTBopax ¢ pasiny-
HOit BemuiHol pH; 3: KonTpons (10-3M Bopubii pacTBop TTX).

Pucynox 2.: BapuaHT onbita, MOKA3aHHOTO HA PHCYHKE .1, B KOTOPOM H3MEHSIIH PEAK-
LUHOHHOE Bpems, 4 BenuuuHa pH pacrsopa 0bia NOCTOAHHOM @ B cayyae APOJNOKEBOT0 pAcTBOPA
pH = 7,5, a B cayuae surammna C pH = 10,8. OG03HAYCHUA Te-)<€, KAK U HA pucynxe 1.

8*
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Die Lichtreaktionen der 'Ietrazo]iumverhindungen

III. Die Einwirkung des Lichtes awmf die chemische und enzymatische
Reduktion des TTC
) B. JAMT BOR :
Pflnnzeuphysio]og'isches Institut der L. Eétves Universitat, Budapest (Ungarna)
Zusammenfassung

- 1. An dem Licht kann sich nicht nur die Disproportionierungsreaktian'steigern, es steigert
sich auch die chemische und enzymatische Redulstion stark im Falle von TTC; das BT ist auch
in diesem Belange unempfindlich gegen Licht. :

2. Wir haben erwiesen, dass die Ursache dex- erhshten Formazanausscheidung die gesteigerte
Reduktion ist und nicht die Steigerung der Dispxoportionierung.

3. Substanzen von grossen Oberflichen (Kolloide, CaC0,, cte.) beschleunigen die mit der
Entstehung des Formazans verbundenen sémtlichen Reaktionen auf Grund der Adsorptionsenergie.
Diese Reaktionen sind : die chemische und enzy matische Reduktion des TTC. sowie deéssen auf
Lichteinwirkung erfolgende Disproportionierung. Besonders gross ist diese Einwirkung auf die
Reduktion der Ditetrazolinm-Verbindungen (BT, NT).

Abb. 1.: Das aus 107% M TTC, auf Einwirkung von 10~? M C-Vitamin (I) bzw. 1% Back-
hefe (I1) nach 2 Stunden an diffusem Sonnenlicht (a) hzw, im Finstern (b) entstandene Formazan
(in % der Anfangsmenge des TTC), in, aul verschiedene py-Werte eingestellten Losungen. ITT:
Kontroll : (Im Licht gestanden, ohne Reduktionsmittel)

Abb. 2.: Fine derartige Variation des Versuches auf Abb. 1., dass wir die Reaktionszeit
verdnderten, den pr-Wert der Lésung konstant haltend ; im Falle der Hefe war py = 7,5 bei
Vitamin-C py = 10,8. Die Bezeichnungen gleick Abb. 1. j

Tab. 1.: Einwirkung von Hefe und Vitamin-C auf eine 10—% M TTC-Lisung, die luftzug-
ginglich an diffusem Sonnenlicht stand. Am Ende der Reaktionszeit wurden folgende Mengen an
TF, »Foto-TTC« und TTC in der Losung bestimimt : (in % der Anfangskonzentration von TTC).

Tab. 2.: Extinktionswerte der ausgeschiittelten Formanzane aus 8 ml 10~% M wisseriger
TTC, bzw. BT, bzaw. NT-Lasung, die nach Zugabe von 17,6 mg Vitamin-C, 1 ml Puffer, 10 mg
Gelatine (+2s) und 1 ml Wasser 16 Stunden bei 26° C im Finstern inkubiert wurde. Die Kontrolle
enthielten keine Gelatine (—zs).

Light Reactions in Tetrazolium Compounds
IIL. Effect of Light on the Chemical and Enzymatic Reduction of TTC
) B. JAMBOR ;

Institute for Plant Physiology L. Edtvés University, Budapest (Hungary)

Summary

1. With TTC, not only the disproportionation reaction but also the chemical and enzymatic
reactions are markedly intensified in light, whereas BT is insensitive to light in these respects
as well.

2. Intensified reduction, and not intensified disproportionation, is responsible for increased
precipitation of formazan. :

3. Owing to their adsorptive energy. substances of large surface (colloids, CaCO,, etc.)
have been found to accelerate reactions concurrent with formazan formation. The reactions stu-
died are the chemical and enzymatic reductions of TTC, and its disproportionation upon the action
of light. Particularly intense is this action on ditetrazolium compounds (BT, NT). ‘

Fig. 1. Amount of TF concentration (expressed as percentage of the original TTC concen-
tration), which precipitated within 2 hours from 10—3 M of TTC (I) upon the action of 10—2 M
of vitamin C and (II) upon that of 1 per cent yeast, in (a) scattered daylight and (b) darkness,
in solutions adjusted to different pus. III. Control (exposed to light, without reducing agent).

Fig. 2. Variant of the experiment in Fig 1; reaction times altered, p--s kept constant
at 7,5 for veast, and 10,8 for vitamin C. Other denotations the same as in Fig. 1.

Table 1. Effect of yeast and vitamin C upon 10—% M of TTC solution exposed to scatter
daylight in the presence of air. Amount of TF, photo-TTC, and TTC, present in the solution at
the termination of the reaction, expressed as percentage of the original amount of TTC.

Table 2. Extinction of formazan obtained by shaking out{rom 8 ml of an aqueous solu-
tion of 10-% M of TTC, BT, and NT, respectively, in the presence of 17,6 mg of vitamin C,
1 ml of buffer, 10 mg of gelatine, and 1 ml of water, after incubation at 26 °C for 16 hours
in darkness. Controls free of gelatine (—azs). : i



