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A tetrazélinm-vegyiiletek emzimolégiaja

1941-ben Kuhn és Jerchel [15] invert
szappanokkal kapcsolatos vizsgdlataik sordn
bakteriosztatikus hatdsd anyagokat keresve
djra elévették a Pechmann é Runge
[26] altal 50 éve eldallitott és régen feledésbe
meriilt trifeniltetrazéliumkloridot. Vizsgdlataik
sordn megallapitottdk, hogy ez a vegyiiet
kilonbézié biolégiai anyagok hatdsdra (élesztd,
névényi anyagok stb.) piros, vizoldhatatlan
formazdnnéa redukalédik. Mdr akkor kifejezésre
juttattik azt a véleményiiket, hogy a tetrazo-
lium vegyiileteknek ez a redukeidja enzimek
kézremiitkodésével jatszddik le és ezért bioldgiai
felhaszndldsuknak is tig lehetbsége nyilik.

Kuhn é Jerchel[15] munkdja alap-
jén Lakon [19] modszert dolgozott ki kiilon-
boz6 magvak csirazoképességének megdllapits-
séra trifeniltetrazéliumkloriddal (TTC). A habori
folytin ezek a bioldgiai alkalmazdssal kapeso-
latos munkdk csak Németorszdagra korlatozéd-
tak, mig a hdbori utin Dutcher német-
.orszdgi Utja alkalmdval megismerkedett a méd-
szerrel és Mattson é Jensen-nel egyiitt
irt kizleményében [23] ismertette.

Ettol kezdve a tetrazélium-vegyiiletek biolg-
giai alkalmazdsa mind rutinvizsgilatok, mind
pedig kutatdsi célra hihetetlen mértékben elter-
_jedt s ma mér az erre vonatkozé irodalom t5bb
szdzra rig. Nagy elterjedtségét alabbi elényos
‘tulajdonsagainak készonheti :

1. Mig a redox-indikdtoroknak (pl. metilén-
kék) altaldban az oxidalt alakja szines és a
redukalt alakja szintelen, addig a TTC oxidilt
.alakja szintelen és redukdlt alakja szines. Mivel
a redox-indikiatorokat a biolégidban dltaldban
‘redukdlé hatdsok kimutatdsira, illetéleg méré-
sére hasznaljuk, viligos, hogy sokkal jobban
észrevehetd a viltozds akkor, ha az szintelenbdl
:szines formaba valé atalakuldssal térténik.

2. A tiébbi redox-indikdtorral szemben a
tetrazélium-vegyiiletek redukalt alakja (forma-
zinok) altaldban vizoldhatatlan, ennek viszont
két elénye van: a) A redukalt alak a redukeié
helyén marad s igy a redukalé enzimek topog-
rafiai elhelyezkedése sziveten, st 'a sejten
beliil is megdllapithaté. b) A redukdlt alak
oldhatatlansdga folytin nem olyan érzékeny a
levegé oxigénjére, mint pl. a leuko-metilénkék
s igy a TTC hasgnilatakor nem sziitkséges anae-
rob feltételeket biztositani. Ez a munkat
Iényegesen egyszeriisiti.’

3. Ugyanebben az irdnyban hat az a koriil-
mény is, hogy a legtébb formazin képzddése
irreverzibilis folyamat : a tetrazélinm-vegyiile-
tek redukcidja konnytiszerrel valésithaté meg,
viszont a formazénok oxiddcioja esak igen
erélves oxiddlé hatdsra.
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4. A biolégiai alkalmazhatésig szempontjd-
bol az a kiriilmény is fontos, hogy a tetrazélium-
vegyilletek toxicitisa kb. azonos, vagy kisebb
mértékii, mint a tébbi redox-indikdtoroké s igy
vitdlisan is alkalmazhaté.

A fenti elGnyos tulajdonsdgai miatt széles-
korii kutatds indult meg egyrésat ij tetrazélium-
vegyilletek el&allitasdra, masrészt azok kiilon-
bozd alkalmazdisi moédszereinek kidolgozasira.
Tébb szdzra tehetd ma mar az eddig elGallitott
tetrazolium-vegyiiletek szama, biolégiai célra
csak néhiny nyert alkalmazast.

Ami az alkalmazisi médszereket illeti, ezek
az alabbi csoportokba sorolhaték : 1. Dehidro-
gendz-aktivitas mérése a Thunberg-technika ana-
légidjdra, mind ép szovetdarabokban, mind
pedig homogendtumokban és sejt-szuszpenziok-
ban. 2. Dehidrogendzok hisztokémiai kimuta-
tdsa, in vitro torténd inkubilds utdn. 3. Dehid-
rogenazok kimutatdsa a tetrazéliumvegyiiletek
in vivo alkalmazisa utdn készitett metszetek-
ben. 4. Nem-enzimatikusan miikods redukils
vegviiletek kimutatdsa, mérése (pl. cukrok,
C-vitamin stb.). :

A tetrazdlium-vegyiiletek ezen sokoldald é&s
kiterjedt felhasznildsdnak irodalmét tobben is
ismertették. [24, 30, 32, 38, 39]. Ez alkalommal
a tetrazélium-vegyiiletek enzimatikus redukeié-
janak mechanizmusit s az aktivitdsmérés méd-
szerét ismertetjik.

1. Az enzimes redukcié mechanizmusa.

Kuhn és Jerchel[15] utalt ra elgszor,
hogy a hiolégiai anyagok hatdsdra torténd for-
mazinképzédéshen enzimhatdsnak is szerepet
kell jatszania, Ez két okbél kivetkezik : 1. H&-
kezelt biologiai anyagok elvesztik redukéls
képességiiket. 2. Bioldgiai anyagok mir sem-
leges kizegben is képesek a TTC-t formazdnnd
redukdlni, mig kémiai redukildszerek csak
erfisen ligos kozegben: pl. az aszkorbinsav,
glutation és cisztein csak pH =9, a redukilé
cukrok csak pH = 11 felett valtanak ki forma-
zianképzédést [15]. e

Ez a kovetkeztetés mindmdig megallja
helyét és a tovdbbi kisérletekben igazolast
nyert annak ellenére, hogy a kémiai redukils
anyagokkal . kapesolatban tett megallapitdsuk
reviziora szorul. Roberts [34] ugyanis azt
taldlta, hogy a cisztein, glutation SH és BAL
semleges kozegben is redukalja a TTC-t, meg-
felels koncentriciéviszonyok mellett.

A vizsgalt redox-indikdtorok voltak: TTC,
BT, NT, 2,3-difenil-5-metil-tetrazélinmklorid,
NT-foszfit-2B, 2-naftil-3,5-difenil-tetrazélium-
klorid, kaliumtellurit, MK &s reszazurin. Az
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utébbi két indikdtort 10—3 M kérili koncent-
rdciéhan, a tobbit és a redukdlé anyagokat is
19 kériilli koncentrdciéban alkalmazta, pH =
= 7.4 foszfat puffer jelenlétében végezve az
inkub4lédst 2 é6ra hosszat, szobahtfokon,sététben.

Roberts kisérleteinek eredményei azt
mutatjdk, hogy a szulfhidril-vegyiiletek az
adott kérillmények kizott kisebb-nagyobb mér-
tékben redukaltak a fenti redox-indikdtorokat,
kivéve az 5-metil-2,3-trifenil-tetrazélinum- klori-
dot. A MK-t csak a BAL redukélta. Szulf-
hidril-blokkolé anyagok gatlohatdsat is meg-
vizsgalta és viltozo mértékii gitldst tapasztalt.

Roberts azon az édlldsponton van, hogy
a formazin-képzédést biologiai anyagokban
féleg a szulfhidril csoportok okozzdk, bir ese-
tenként mds mechanizmus is kozrejdtszhat
(enzimek). Findlay wmég tovabb megy és
ezen az alapon SN-meghatdrozdsi médszert dol-
sozott ki [9]. Roberts dllispontjinak bizo-

nyitékat abban latja, hogy kiilanbézé biologiai - -

anyagok (szovetek) redukilé képessége ugyan-
azokon a helyeken a legnagyobb, ahol a legtibb
szulfhidril csoport van [2, 31, 32] tovdbb4, hogy
a szovetek redukdlé képességét cianid fokozza

[1, 4, 33), jodacetamid [43] és egyéb szulfid- .

blokkol6k gatoljak [35]. Mivel azonban a
szulfhidril-gatlé anyagok gyakran csak csok-
kentik, de nem sziintetik meg teljesen a szive-
tek formazinképz6 hatdsit, Roberts arra
a konkluziéra jut [34], hogy az indikaterok
zedukciéjat valoszinfileg az élettanilag aktiv
rendszerek dltal fenntartott redoxpotencidl-
szint okozza.

A tetrazélium-vegyiiletekhez sok tekintetben

hasonléan viselkedd MK-ra mnézve Lock-
hart[22] mar 1939-ben kimutatta, hogy a
borsobol és a babbdl eldallitott diaforaz a hid-
rogént Ko I-r8l dtviszi MK-re. 1940-ben mir
dltaldnosan elfogadott nézet volt [12, 45], hogy
az oxiddlt szubszirdt hidrogénjének ttja a

dehidrogendzokon (koenzimen) flavinenzimen 4t :

visz a MK-hez :

almasav Jl.Ko I ‘[‘l'flavin H, f\lK T‘Hgo
oxilecetsav++KoH,I ! flavin LMK 1%02

Hogy a tetrazélium-vegyiileteknél is hasonlé
a helyzet, arra elészér Bielig utalt [3]:
baktériumok TTC-t redukilé képességének
pH-fiiggése és hoérzékenysége arra vall, hogy
egy flavéprotein, a diafordz a kozvetlen redu-
kdlé tényezt. Mattson és tarsai [23] méar
kordbban rdamutattak, hogy a TTC-t redukilja
a glukéz-dehidrogenaz, Ko L. jelenlétében ; hogy
flavinenzimek is jelen voltak-e arrél az emlitett
munka pem tesz emlitést. Késébbi munkdjuk-
ban [14] J ensen és tdrsai beszdmolnak arrél,
hogy a TTC-t tébb, Ko I.-el kapesolatos dehidro-
genaz is redukdlni képes, egyebek kézitt a
tejsav- és foszfoglicerin-aldehid-debidrogendz.
Szerintiik a rendszerek nem tartalmaztak sem
flaviproteineket, sem citokromoxidazt, allita-

Szemle

sukat azonban kisérleti adattal nem tdmasz-
tottak ald. Egy régebbi munkdjiban Roberts
is [31] annak a nézetének ad kifejezést, hogy
dehidrogeniz enzimrendszerek oxidiljdk a szub-
sztratokat és redukdljdk a TTC-t (ecsak 3 évvel
késtbbi munkéijdban tulajdonit a szulfhidril-
vegyileteknek nagyobb. fontossagot. ‘

A tetrazolium-vegyiiletek enzimes reduk--
ci6jinak mechanizmusdit Brodie és Gots.,

"[5] munkdja tisztdzta. Kimutattik, hogy a

foszfo-glicerinaldehid-dehidrogendz Ko I. jelen-.
létében nem képes a TTC-t redukélni, bar maga
a Ko I redukalédik. Ha azonban pékélesztébél
késziilt diafordzt is adtak a rendszerbe a Ko I.
formazan képztdés mellett oxidalédott. Bebizo--
nyosodott tehdt, hogy a redukélt Ko I, egy-

-maga nem képes a TTC-t redukélni, csak dia--

foriz kozvetitésével. Ez egyittal azt is jelenti,.
hogy a redoxpotencidl riem az egyediili tényez§
a redukciéban. A TTC redukciés potencislja
semleges kiozeghen (mormdl kalomel elektré--
dokhoz képest) —0,38 V, a Ko L. redoxpoten-
cidlja — 0,57 V, a flavinenzimeké koriilbeliil
—0,36 V, az alkohol acetaldehid rendszeré
pedig —0,48 V. Legjobban tehit a Ko I.-nek
kellene redukdlni a TTC-t s mégis a TTC-val
majdnem azonos energia szinten levs flavin
enzim a kizvetlen elektrondonor a TTC
részére. 3 i i :

A TTC redukciojdhoz sziikséges energiit,
vagyis a hidrogént és elektronokat, végered-
ményben a - szubsztrat, jelen példdmon az-
alkohol szolgéltatja. Azt varhatnék tehdt, hogy
eonek legyen a lincolatban a legmagasabb-
energiaszintje, vagyis a legnegativabb redox--
potencidlja. Mint litjuk azonban, a —0,48 V
redoxpotencidli alkoholt egy ndla negativabb.
energiaszintli anyag, a kodehidriz I. oxid4lja.
Ez a litszélagos ellentmondds azonban rigton
eltiinik, ha meggondoljuk, hogy a kézilt redox--
potencidl-értékek normilillapotra vonatkeznak,
vagyis az oxidalt és redukalt alkatrész 1:1
ardnyt - elegyére. Ha teh4t a rendszerben sok
alkohol é&s kevés aldehid van, akkor az alkohol,
acetaldehid rendszer aktuilis redoxpotencislja
negativabb lesz a megadott normal értéknél s a
Ko T. mir képes lesz -oxiddlni; kiilénésen
akkor, ha az utébbindl az oxidalt és redukalt
forma ardnya ellenkez irdnyba tolédik, vagyis.
aktudlis redoxpotencidlja pozitivabb lesz. Errél
viszont a flavinenzimen keresztiil a TTC, ill.
természetes viszonyok kézt a levegd oxigénje
gondoskodik. :

Brodie és Gots [5] kisérletei sordn tel--
jesen redukalt Ko L-et is dsszehoztak TTC-vel
s nem volt képes azt redukélni, pedig ilyen fel-
tételek mellett ennek meg kellett volna tor--

“ténnie; ha viszont a Ko I.-nél gyengébhen

redukdls flavinenzimet is juttattak a rendszerbe
a formazinképzidés megindult. Nem vitds tehdt,
hogy a flavinenzim szerepe az, hogy lecsikkenti
a TTC aktivéldsi energidjat és igy redukeids.
potencidljit pozitiv irdnyba tolja el, végered--
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ményben tehdt a flavinenzim a TTC-vel az
enzim-szubsztrit viszonyban 4ll.

Hasonlé eredményre jutott Kun is [18]:
tridzfoszlitdehidrogendz magiban nem képes a
TTC-t redukdlni, csak ha mitokondriumokat
(vagy azok butanolos kivonatdt) adunk hozz4.
Valészinii, hogy a - mitokondriumokhan egy
flavinenzim, a citokrom-C-reduktiz a szitkséges
hatétényezd. A TTCt az aminosav-dehidro-
gendzok is redukdljdk melyek szintén flavin-
enzimek.

Brodie és Gots [6, 7] tovabbi munkdja
sordan kimutatta, hogy a kristdlyos tejsav-,
alkohol- és glicerin-dehidrogendz ~sem képes
magdban redukdlni a NT-ot, Ko I. jelenlétében
sem. Ha ellenben az Escherichie colib6l iltaluk
eldallitott flavoproteint is a rendszerhez adtik,
a redukcié (formazin-képzédés) megindult.
Ezen 1 flavoprotein tulajdonsdgai: 1. Csak
Ko L-t8l tud hidrogént és elektront dtvenni,
Ko IL-t6l nem. 2. Tipikus flavin-spektruma
van. 3. A formazin-képzédés pH-optimuma
7.8. 4. Dializdlt apo-enzimje FAD hozzaaddssra
visszanyeri aktivitasat. 5. Hidrolizis utén a
.D-aminosav-oxidiz apoenzimjét aktivva teszi
(ez is FAD jelenlétére wvall). -

Shelton é& Schneider [37] szerint
a’ tisztitott xantin-oxiddz és a DPN-citokromre-
reduktdz is gyorsan redukaljdk a TTC-t. Ay
elibbi furacinnal hasonléképpen reagal [41].

Kuhn é Linke[16,21] a TTC és MK
‘redukcidjat hasonlitottdk ossze. Ennek soran
a vizsgdlt rendszer alkohol - alkohol dehidro-
genaz + Ko I. 4 kiilonb6zé  flaveprotein -+
TTC, ill. MK volt. TTC esetében aerob, MK
esetében pedig anaerob kirilmények kézstt
tortént az inkubdlds. A vizsgdlt flavoproteinek
voltak : flavinmononukleotid-protein (»srégi sar-
ga enzim«) és az alloxazinadenin-dinukleotid-
protein (»fj sdrga enzim«), vagy diaforaz.
A végzett kisérletek azt mutattik, hogy mind-
két flavinenzim redukdlni képes a TTC-t és
MK-et; a régi sdrga enzim azonban csak
anaerob viszonyok kizt. Ez ugyanis kézvetleniil
a levegt oxigénjének is képes leadni a hidrogént
és elektronokat és ezért ‘az oxigén kompetitiv
gatld hatdst fejt ki a TTC és MK-el szemben.

A szerzék azt taldltdk, hogy a TTC diaforaz
hatdsara kb. 18-szor lassabban redukalédik,
mint a MK. Ez szerintiik virhaté is volt abbsl,
hogy a TTC redukciés potenciilia kb. 100
mV-tal negativabb, mint a MK redoxpotenci4lja,
vagyis az utébbinak sokkal erésebben kell oxi-
dilnia. Viszont Brodie é Gots[6] a NT
és MK reakcidsebességét az altaluk izolslt bak-
térium-flavoproteinnal kb. azonosnak taldltak.
Az NT redukeiés potencidlja a TTC-ével kb.
azonos ; ha a redukeiés potencial dontené el a
‘reakcidsebességet, akkor az NT-nak is 18-szor
lassabhan kellene redukdlédnia, mint a MK-nek,
Kuhn é Linke [16, 21] adataihoz hason-
l6an. De taldlhaték az irodalomban mas ilyen
adatok is a kiilonb6z6 redoxindikdtorok &ssze-
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hasonlitdsdrsl. Tgy plL Thi-
mann[28] MK és 2,6-diklérfenolindofenol
(DIP) redukeciéjinak sebességét hasonlitottak
ssze: almasav-dehidrogendz esetében a DIP
elszintelenedésének sebessége a MK-énck tsbb-
szorose volt. Ez magiban véve éppen a reduk-
¢iés potencidl dont§ szerepére utalna, ugyanis
a DIP redukecigs potencialja kb. 0,2 V-tal
pozitivabb a MK-énél, ez tehit indokolttd tenns
a gyorsabb elszintelenedését, Ugyanezek a szer-
z8k azonban egy mdsik kisérletet is kozolnek,
amely azt mutatja, hogy a MK - kifejezetten
gitolja a DIP enzimek redukeiéjit zab és bors
mitokondriumok 4ltal, szukeinit vagy maldt
szubsztritumolk jelenlétében. Ha pl. 10—+ M
DIP jelenlétében az clszintelenedést 100-nak
vesszitk, 5—10—4 M MK-et is adva a rendszer-

Price és

‘hez, az elszintelenedés 619 -ra csokken. A MK
‘ezen gatlé hatdsanak mechanizmusdrél azonban

az idézett szerzék nem nyilatkoznak, Megemli-
tik, hogy Glock és Jensen [10] NT-al
zab csiranévényben mintegy 30-szor lassibb
redukciét észleltek, mint DIP-el, 3

Price és Thimann [27] el6z6 munks-
jaban a zab-koleoptil borostyénkésav-dehidro-
gendzat inaktivnak taliltdk MK és thiomn
irdnydban, viszont, — mint ldttuk — a DIP-et
simdn redukdlja [28]. ¢

Egy, a TTC-hez é MK-hoz hasonléan mii-
kodé redox-indikdtor a furacin (5-nitro-2-fural-
dehid-semikarbazon) g4tlé hatdsinak mechaniz-
musdt vizsgdlta Gots, Jordan és Bro-
die[l1]. Azt taldlesk, hogy a furacin gitls
hatdst fejt ki a MK, a niluskék & TTC reduk-
cidjira, kilonbozé dehidrogeniz szubsztritokat
tartalmazé  Escherichia coli szuszpenziéban.
A gatlé hatds oka szerintiik killonbozs lehet -

1. LegkézenfekvGbb ok az, hogy a furacin
verseng a mdsik indikdtorral a hidrogénért.
Valészinfileg ez a helyzet a MK esetében, A
LMEK-et u.i. a furacin visszaoxidalni nem tudja.

2. A niluskéket viszont vissza tudja a
furacin .oxidalni [és a gitlds magyarizata a
szerzok szerint ebben van,

3. Az a magyardzat is elképzelhetd, hogy a
furacin  kizvetleniil a dehidrogendz-enzimet
gitolja, vagyis annak szubsztritjival verseng.
Ezt alitimasztja egyrészt ag, hogy Mk-el mért
szukszcino-dehidrogendz-aktivitds furacin ltal
okozott gitldsa ‘csikken, ha a szukszcinat kon-
centriciét noveljilk. Mdsrészt az a’tapasztalat
is a 3. magyardzatot tamasztja al4, hogy a MK
¢s furacin gdtlé hatdsa [11, 28] sok esetben csak
nagy koncentrdcid esetében szdmottevé.

Lithatjuk e néhény adatbél is, hogy a redox-
indikdtorokat, — s fgy a tetrazdliumvegyiilete-
ket is, nem lehet gépiesen hasznalni enzim-
aktivitds mérésekre. A redukei schessépét s
ezzel az egyes enzimek aktivitdsira kapott érté-
keket ugyanis nem egyediil az enzimek mennyi-
sége determindlja, hanem abban tibh tényezd-
nek is fontos szerepe van: 1. Kétségteleniil
fontos tényez8 a redoxpotencisl. 2, Lényeges



150

az is, hooy az egyes enzimek a redox-indi-
kitorok aktivdldsi energidjdt milyen mértékben
csokkentik. Ez minden flavinenzimre ill, indi-
katorra nézve killonbozé mértékd. 3. Igen
valészinii az is, hogy egyes indikdtorok egyes
enzimekre gatlélag hatnak akdr a szabsztra-
tummal vald versengés, akdr, ahogy azt egye-
sek feltételezik [1, 13], a szulfhidril csoportok
blokkoldsa révén.

Igy konnyen lehetséges, hogy egy redox-—
indikdtor egy enzimnek hidrogén-akceptora is
és gatlo anyaga' is lehet egyszerre.

Mindebbdl azt a kivetkeztetést kell levon-
nunk, hogy a Thunberg-médsserrel (ill. annak val-
tozataival) azonos anyaghan kiilénboz8 enzi-
mekre nézve kapott aktivitds-értékek egymassall
nem hasonlithaték ovssze. Vagy meg kell tehat
clégedniink ugyanazon enzimre kapott értékele
Ssszehasonlitdasaval killonbbzd anyagban, vagy
kalon vizsgdlattal kell eldénteniink, hogy az=
isinertetett gatlé hatds nem forog-e fenn. Ez a
nehézség azonban inkdbb elvi természetii csupdn,
mert gyakorlatilag rendszerint az a feladatunk
hogy egy bizonyos enzim aktivitdsdt mérjiilke
meg kiilinhozé anyagokban, Ez esetben pedig
fenti nehézségekbdl adodd esetleges hibdk a=
Baszes méréseket egyformén terhelik és igy a=
eredmények ardnya helyes lesz.

Osszefoglalva a tetrazélium-vegyiiletek enzi-
mes redukeiéjdnak mechanizmusarél eddig meg-
allapitott tényeket, elfogadhatjuk, hogy kozvet -
len proton, ill. elektron donorként esak flavin-
enzimek szerepelnek. Ezek vagy kozvetleniil,
vagy Ko I. ill. Ko TL-vel kapesolt dehidrogena =z
{tjan oxidaljdk a szubsztritot. Tibb-kevesebb
biztonsaggal eddig a kivetkezd flavin enzimele-
61 4llapitottak meg, hogy redukélni képesels
a tetrazélium- vegyiileteket : régi és #j sirga
enzim (diafordz), aminosav-dehidrogendzok, Bro-
die és munkatdrsai baktérium-flavoproteinje,
citokrom-c-reduktiz, xantin-oxidéz, szukcino -
dehidrogenaz, éleszt6-diafordz. )

Tzek koziil azok, melyek a szubsztritot ko=-
vetleniil nem képesek oxidalni a szubsztritra
specifikus, koenzimmel kapcsolt dehidrogendz
kozbejottével végzik el azt. gy minden dehid-
rogendz kimutatdsa és mérése elvileg lehetséges
egymés mellett, ¢csak az inkubdtumhoz adott
szubsztratot kell varidlni aszerint, hogy melyik
dehidrogendz aktivitdsit kivdnjuk mérni.

Megallapithatd tovabba az is, hogy az egyes
enzimek reakcidsebessége az egyes indikdtorolk-
kal nagyon kiilinbozd lehet, sot az indikitor
gatls hatast is kifejthet a kozvetlen donorra,
vagy az elézd lépés dehidrogendzdra.

2, A dehidrogenaz-aktivitis mérése

Az el5z6kbil kézenfekvinek litszik a dehid-
rogenzdok aktivitis mérése a megfeleld szub-
sztratnak a vizsgdlt anyaghoz addsdval, ahogy
az mar Thunberg médszerébsl ismere-
tes [42]. E médszer lényege az, hogy a vizsgd-

Szemle

landé anyagnak 1-—200 mg-jdhoz f6lés meny-
nviségii szubsztritot adunk és megfelelo pH-
értékre beallitott foszfit pufferral és MK-el
oxigénmentes térben inkubdljuk pl. 37°%-om,
figyelve a MK elszintelenedését. Ha tartalmaz
a rendszer a hozzdadott szubsztratnak megfelels
dehidrogenizt, a metilénkék néhdny perc alatt
elszintelenedik. (1. dbra)

Mint litjuk, az clszintelenedés eleinte linedri-
san halad, majd a MK mennyiségének csokke-
nésével egyre lassibbodik. A teljes elszintelene-
désig folytatva a mérést, a gbrbe aszimptotiku-
san kizeliti meg az abszcisszit. A jelenség
magyardzata az, hogy elegendd MK jelenlétében
a reakeié limitdlé tényezdje egyedill az enzim
koncentricidja; késtbb azonban chhez a MK

konecentracidja is csatlakozik s a reakeid O.-ren-

diibgl 1.-rendiivé vélik. Konnyen belathatd,
hogy az enzimaktivitis az elszintelenedési giorbe
egyvenes részének irdnytangensével lesz ardnyos,
vagyis 2-szeres enzimaktivitds esetén az elszin-
telenedési giirbe kétszerte meredekebb lesz. Izen
gyakran gy jarnak el, hogy az elszintelenedési
girbe fotometrids megillapitdsa helyett az elszin-
telenedéshez szitkséges idgt mérik. Kénnyen
belathaté, hogy nagyobb enzimaktivitdsnak
meredekebb girbe, & ezzel egyiitt révidebb
elszintelenedési idd felel meg. Az 1. dbra alapjan :

aktivitds =k - tg a = k - 0,6/12

Mivel a MK induldsi extinkciéja allandd,
ennek értéke beolvaszthaté a konstansba s igy -

E

1

< aktivitas = k' - ———
g elsz. ido

T )
1. dbra

elszintelencdése T am  és
alapjan [40]

72 perc

Metilénkék Willson adatai

Az elszintelenedési idé megallapitasa azon-
ban egyrészt nehéz, mésrészt a kapott érték
csak abban az esetben volna az aktivitassal
forditva ardnyos, ha az elszintelenedés egyenes
lefutdsit volna (1. dbrdn szaggatottan).

E szisztematikus hiba kikiiszobolésére djab-
ban nem a teljes, hanem csak a 909-0s clszin-
telenedés idejéncle mérését irjak eld [42]. Ez gy
valésithaté meg, hogy’ dsszehasonlitdsul egy
10-ed annyi MK-et tartalmazd, enzim nélkiili
kémesivet, ill. Thunberg-csovet haszndlunk &s



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom 5. (1956) No. 1.

151

a szinegyenl§ség eléréséhez sziikséges id6t mér-
jiilk. Ezzel az elszintelenedési goérbe végének
elhajliasa miatti hiba ragyrészt elkerilhetd.

A vizsgalathoz haszndlt Thunberg-csé elst
részébe tesszitk a MK-et, vagy az enzimtartalmi
vizsgalandd anyagot s csak az evakundlds és az
inkubdldsi hofok elérése utdn, vagyis a meérés
kezdetekor keverjilk az oldat tébbi részéhez.
Ezzel elérjiik, hogy az elSzetes miiveletek folya-
mén a MK még ne kezdjen clszintelenedni.

Az inkubildst két okbol kell oxigénmentes
térben veégezni: egyrészt azért, mert a leg-
16bb flavinenzim akar kiézvetleniil, akar citok-
rom rendszeren at, dt tudja adni az oxigénnek
a hidrogént s igy az oxigén a MK-vel versengve,
az utébbi elszintelenedése lassiibb lesz. Az eva-
kudlds sziikségességének madsik oka az, hogy a
keletkezé§ LMK-ct az oxigén spontdn vissza-
oxiddlja MK-¢é, ez szintén lassitja, esetleg meg
is gdtolja az elszintelenedést.

A Thunberg-cst haszndlata és az evakudlds
elkeriilheté azzal, ha az inkubaldshoz kiforralt

E -

anaeroL

aos

T ] T T T T
70 23 30, 48 50 60 QDEFC
2. dbra

1 mg TTC-redukcidja 25 mg patkanyméajhormogenatum dltal
Kun é Abood nyoman [17] .

anyagokat haszndlunk (kivéve természetesen az
enzimet) és az oldathoz annyi zselatint is
adunk, hogy az inkubdlds héfokdn koecsonyis
legyen. Ezaltal ertsen lelassul az oxigén bedif-
funddldsa s az oldat belseje oxigénmentesnek
tekinthetd.

A MK haszndlata esetén az elszintelenedés
fotometrids kovetése specidlis Thunberg-csive-
ket igényel ; ezek olyan koloriméterekben hasz-
nalhaték, melyek kémes8 behelyezésére is alkal-
masak. Azért kell a fotometrdlist a Thunberg-
csGben levd anyaggal végezni, mert annak fel-
nyitdsdval leveg keriilne bele és a MK vissza-
kékiilése folytdn hibds eredményt kapnink.
De még a Thunberg-cséhen valé fotometrilds
is csak akkor végezhetd el, ha az inkubilt

oldat nem nagyon zavaros, ami biolégiai mun-
kéanal ritkdn wvalgsithaté meg.

A levegh oxidalé hatisa nem egyenls mér-
tékii a kilonbozg redox-festékek esetében.
A 2,6-diklérfenol-indofenol (DIP) eléggé stabil.
Ezt haszniltdk Price és Thimann [28]
vizsgilataikban. Még ennél is stabilabb a tetra-
zélium-vegyiiletek formazinja. Tetrazélium-ve-
gyiileteket haszndlva hidrogén akceptorként, a
formazdanképz6dés idfkozonkénti fotometralds-

sal jél kovethetd és a kapott gorbéhél az enzim-

aktivitds kiszdmithaté. Hatranya e médszernck
az, hogy annyi Thunberg-csévet kell inkubal-
nunk, ahiny formazin-értéket mérni akarunk,
mivel a formazin fotometrilisa (csapadék
lévén) csak megfelels oldészerrel valé kioldas
utdn lehetséges. Ez a nehézség elesik akkor,
ha rutin-vizsgdlatrél van szé és nem akarjuk
a formazdnképzodési idégorbe tobb pontjat
megdllapitani, hanem csak egyet, mely a girke
linedris részén wvan. Ezzel a gorbe kezdeii
iranytangense mar megdillapithaté; ha az in-
kubdcios idét allandéan tartjuk és dgy va-
lasztjuk meg, hogy az annak megfelel érték
még a linedris .részre essék, akkor az igy
mért formazdn mennyiség egyenesen ardnyos
az enzimaktivitissal. :

E szempontok alapjian dolgoztik ki Kun
és Abood [17] és mdsok [25, 36] szukcine-
dehidrogeniz-aktivitds meghatdrozasi mddsze-
ritket. A szerz@k kiemelik a TTC haszndlatidnak
azt az elényét, hogy nem kell anaerob kériil-
mények kozott dolgozni. A levegd jelenléte

. csak lassitja a formazdn képzfdést, de a végss

érték mindkét esetben azonos (2. abra). Hogy
ez a végsd érték a TTC hiny 9,-dnak felel meg,
az az idézett kozleményhsl [17] sajnos nem
deriil ki, mert nem kézli a fotometrildsnil hasz-
ndlt kiivettdk vastagsdgit. Fel kell azonban
tételezni, hogy "a kézlemény osszes extinkcié
értéke azonos kiivettdra vonatkozik és ebben
az esetben a kozlemény adataibél kiszdmithatd,
hogy 2. dbrankon a TTC-redukecidja 109%-ig
megy, azutin megill. (Az idézett kdzleményben
E = 0,08-nak kh. 0,01 mg TTC felel meg a
standard-gérbe szerint.) Ez igen érdekes, mert
a 2. dbrin kozélt girbék béséges mennyiségil
natrinmszukeindt jelenlétében késziiltek, tehit
a szubsztrat nem fogyhatott el. A MK elszin-
telenedési gisrbéje, viszont mint lattuk, a teljes
elszintelenedésnek meglelelden az abszcisszahoz
tart aszimptotikusan, vagyis a reakeié addig
megy, amig a MK el nem fogy. Hasonlé a helyzet
Lindemann [20] kisérleteinél is. O bak-
térinmszuszpenzié dehidrogendz-aktivitdsat mér-
te, illetleg tanulminyozta a kisérleti feltételek
hatdsat. Adataibél kitlinik, hogy a TTC esak
kb. 409%-ig redukdlédik (l. az idézett kizl. 2.
abrajat). A jelenséget azzal magyardzza, hogy
egvrészt egyre kevesebb redukilhaté TTC all
rendelkezésre, madsrészt a baktériumok csak
korlatolt mennyiségii formazint tudnak befo-
gadni. Véleményem szerint az elst feltételezés
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csak a linearitdstél valé eltérést magyardizza
meg, eppcn tgy, mint azt a Mk esetében lattuk :
ettsl még el kellene érnie a _gorbének a 100%
redukcidét. Sokkal wvaldszintibbnek latszik a
mésodik feltevés, anndl is inkabb, mert a reduk-
cidkor keletkezd formazan nem tud dgy eldif-
fundaélni, mint a LMK és az apoenzim feliiletén
adszorbedlodva megakaddlyozza +jabb TTC
odajutdsit., Brodie és Gots[5] izeldlt
enzim-rendszerekkel végzett kisérleteiben a TTC
szintén csak kb. 109;-nyira redukélédott, vagyis.
a jelenség nines sejtes szerkezethez kiotve, Ezzel
szemben Kuhn é Linke ugyancsak izo-
lalt  enzimekkel 10095-0s redukciét Lkapott
[16, 21]. Ennek okdra néave esak feltevésekre
tdmaszkodhatunk. A kérdés mielgbhi tisztdzdsa
sziitkségesnek litszik, mert a formazan adszor-
bedloéddsa a reakeié kezdetén is befolydssal lehet
a sebességre, igy végeredményben hibis ered-
ményre vezet. Fokozza ennek veszélyét az a
kiriilmény, hogy ez a hatds esetleg nem egyenld
mértékben jelentkezik a kiilonbozé vizsgilt
anyagokndl s igy az eredményeknek nemesak
abszolit; hanem relativ értékét is megviltoz-
tathatja.

Tovibbi nehézségek is bonyolultta teszik az
enzimaktivitds mérését. Az e téren tisztdzandd
kérdések a kivetkeztkben foglalhaték ossze :

1. Befolydsolja-e a kapott aktivitds értéket
az anyag homogenizdldsa. 2. Tisztdzandé a TTC
behatoldsa a seJtckbe 3. Az enzim-koncentricié
névelésével a mért redukeié néha nem linedri-
san' nd. Ennek oka ismeretlen [8, 29], 4. Egy-
szerre tobb dehidrogendz szubsztritjit adva a
rendszerhez, az egy-egy szubsztrittal kapott

.redukeciés értékek nem &sszegezbdnek. Ez

. kiillondsen endogen szubsztrdt . jelenlétében
zavar. ;

Fenti nehézségek tisztdzdsdt célzé kisér-

leteink eredmenym rividesen kOZOlJuk
Erkezent 1955. mdrcius 1.
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