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Az elektronmikroszkópos h i sz tokémia j e l e n t ő s szerepet t ö l t be különböző 
módsze r t an i lehetőségek közöt t a m e m b r á n o k u l t r a s t ruk tu rá l i s elemzésében. 
A hisz tokémiai e l já rások a l k a l m a s a k a m e m b r á n b a n vagy a membrán felszí-
nén elhelyezkedő enzimek lokal izác ió jának in s i t u t a n u l m á n y o z á s á r a . A m e m b -
r á n h o z k ö t ö t t enz imek v izsgá la táva l lehe tővé vá l t a m e m b r á n s t ruk tu rá l i s 
o rgan izá l t ságának morfológiai t a n u l m á n y o z á s a . Az eljárás m a még qua l i t a t i v 
esetleg szemiquan t i t a t í v köve tkez te t é sek l evonásá ra a l k a lmas , mégis a m o -
dern morfológiai lehetőségek egy ik legperspekt iv ikusabb e l j á rá sának t ű n i k . 
A módszerek kétségte len e lőnyökke l rendelkeznek, a s zöve t eke t roncsoló, 
m a j d a s e j t f r akc ióka t , enz imműködés t izolál t körü lmények közöt t v izsgáló 
b iokémia i módszerekkel szemben. Az enz imműködés egy sor kö lcsönhatás 
k ö v e t k e z m é n y e k é n t jön létre. A környeze tbő l va ló k i ragadássa l részben m e g -
s z ü n t e t j ü k azt a biokémiai v izsgá la tok a lka lmáva l . 

Az in situ hisztokémiai e l j á rásokná l t ö b b módszer tani p rob léma ma m é g 
mego lda t l an , ezeknek f igye lmen k ívü l h a g y á s a a h i sz tokémia i reakció k iv i -
te lezésekor és ér tékelésekor az e n z i m m ű k ö d é s és lokalizáció vizsgálatát ille-
t ő e n helytelen köve tkez te tések levonásá t e redményezhe t i . 

Az enz imműködés op t imál i s fe l té te lének és a szöveti s t r u k t ú r a épségé-
nek egymás mel le t t i biztosí tása kü lön-kü lön o lyan köve te lményeke t t á m a s z t , 
me lyek anny i ra el lentétesek, h o g y csak op t imá l i s kompromis szum lehetséges. 
Az enzim hisz tokémiai v izsgá la tok kivitelezéséhez szükséges feltételek bizo-
nyos fokig e l lentmondásosak az ép s e j t m ű k ö d é s körü lménye ihez v i szonyí tva , 
h iszen az int racel lulár is reakció a l a p k ö v e t e l m é n y e a sejt f e lü l e t i m e m b r á n j a i -
n a k sértése. A m ű k ö d ő sejt e s e t ében ezzel szemben a m e m b r á n éppen a s e j t 
o ldo t t komponense inek k i á r a m l á s á t akadá lyozza meg. A hisztokémiai r e a k -
ciónál azonban á t j á r h a t ó v á kell t e n n i , kü lönböző kívülről b e v i t t anyagok szá-
m á r a . Az ATPáz esetében pl. ép k ö r ü l m é n y e k közö t t a s e j t e k b e n ATP nem j u t 
be, a sikeres reakc ió a l apköve te lménye a m e m b r á n sze rkeze t i á t a l ak í t á sa , 
részleges des t rukc ió ja . A h i sz tokémia i r eakc ióban az enzim k i m u t a t á s á r a m a 
ké t lehetőség ismeretes , az egyik az enz immolekula közve t len megha tá rozása , 
a más ik pedig az enzim ál tal ka ta l i zá l t r e a k c i ó fe lhaszná lása . Az e lőbbinél 
j e l ze t t szubsz t rá t v a g y gátló a n y a g au torad iográf iás e l j á rássa l tör ténő lokal i -
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zá lásá t h a s z n á l j u k fel. Az u tóbb iná l p e d i g a reakció v é g t e r m é k az e n z i m mű-
ködés so rán szubsz t r á t h a s í t á s b ó l k e l e t k e z e t t nehéz f é m i o n n a l l e c s a p o t t pre-
c i p i t á t u m , a m i t az enz im helyén p r ó b á l u n k lokal izálni . 

Az e l m ú l t években s z á m o s p r ó b á l k o z á s tö r t én t a z ATPáz k i m u t a t á s á r a , 
az egyes A T P á z féleségek e ld i f fe renc iá lásá ra , a v o n a t k o z ó el járások p r o b l é m á -
j á n a k összefoglalására , a módszerek h a s z n á l h a t ó s á g á n a k t i s z t ázásá ra ,me lynek 
során i smere t e ink b ő v ü l t e k , a t é m a k ö r b e n elvégzett m u n k a jelentős. I smere -
t e ink a z o n b a n m a még n e m elegendőek a h h o z , hogy az enz imek he lyé t p o n t o -
san loka l i zá l juk , a r eakc ió spec i f ic i t ásá t h a t á r o z o t t a n b izonyosnak v e g y ü k , 
a m i k i fe jezésre j u t a b b a n , hogy az i r o d a l m i a d a t o k e redménye i e g y m á s s a l 
többszörösen e l l e n t m o n d ó a k . Az e lmúl t é v e k kr i t ikai j e l l egű v izsgá la ta i egy-
ben m e g t e r e m t e t t é k a n n a k a fel té telei t , h o g y az e l j á rá sok spec i f i c i t á sának vizs-
gá l a t áva l r é szben e l h á r í t s u k a me tod ika i nehézségeket és olyan m ó d s z e r e k e t 
p r ó b á l j u n k kidolgozni , m e l y e k az enzim va ló s helyét l oka l i zá l j ák , i l le tve enzim-
m ű k ö d é s k ö v e t k e z m é n y e k é n t k i a l aku l t p r e c i p i t á t u m o t e redményezzenek . 

Az ATPáz kimutatásának módszerei 

A f o s z f a t á z é k k i m u t a t á s á n a k e l m é l e t i és g y a k o r l a t i a lapja i t G Ö M Ö R I 

( 1 9 3 9 ) és T A K A M A T S U ( 1 9 3 9 ) zseniális fe lfedezése f e k t e t t e le. Az A T P á z ki-
m u t a t á s á n a k m ó d s z e r t a n i fe l té te le i t is ez az el járás a d t a . Először G L I C K ( 1 9 4 5 ) , 

G L I C K - F I S C H E R ( 1 9 4 6 ) , m a j d N A I D O P R A T T ( 1 9 5 1 5 2 ) P R A T T ( 1 9 5 3 5 4 ) 

dolgozot t k i fémsós e l j á r á s t az enzim k i m u t a t á s á r a . A m a haszná la tos mód-
szerek r é szben a W A C H S T E I N — M E I S E L ( 1 9 5 7 ) ólomsós, r é szben pedig a H E R -

M A N P A D Y K U L A ( 1 9 5 5 ) koba l t sós e l j á r á s a . Az e lő b b in é l az enzim reakc ió 
p H 7,2 7,4 k ö z ö t t t ö r t é n i k , a k é p z ő d ö t t anorgan ikus fo sz fá to t az i n k u b á l ó 
o l d a t b a n l evő ó lomionnal c s a p j u k ki és a képződöt t ó lomfosz fá to t v i z s g á l j u k 
e l ek t ronmik roszkóppa l . Az u tóbb iná l p H 9,0-nél t ö r t é n i k reakció, a h o l az 
a n o r g a n i k u s fo sz fá to t e lőször k á l c i u m - f o s z f á t t á a l a k í t j u k , m a j d m á s o d i k lép-
csőben k o b a l t - f o s z f á t t á a l a k í t v a vál ik a lka lmassá e l e k t r o n m i k r o s z k ó p o s ki-
m u t a t á s r a . A W A C H S T E I N — M E I S E L e l j á r á s a lapvető p r o b l é m á j a az ó lom rész-
b e n enzimre , részben s z u b s z t r á t r a k i f e j t e t t béní tó , i l le tve hidrolizáló s a j á t s á g a . 
A H E R M A N P A D Y K U L A e l j á r á s n á l a r e a k c i ó t e r m é k d i f f ú z i ó j a m i a t t nehéz 
az enzim p o n t o s he lyének lokal izálása . A z elmiílt é v e k b e n számos p r ó b á l k o -
zás t ö r t é n t a reakc ió spec i f i c i t á sának j a v í t á s á r a , az i n k u b á l ó oldat k o m p o n e n -
se inek koncen t rác ióbe l i v á l t o z t a t á s á v a l , ezek azonban n e m oldot ták m e g az 
a l apve tő , spec i f ic i tás t z a v a r ó p r o b l é m á k a t . 

E R N S T (1972) a m e m b r á n ATPáz k i m u t a t á s á r a A T P he lye t t p -n i t ro fen i l -
f o s z f á t o t h a s z n á l t és az ó l m o t s t r o n c i u m m a l h e l y e t t e s í t e t t e . A k é p z ő d ö t t an-
o rgan ikus f o s z f á t o t első l é p c s ő b e n s t r o n c i u m m a l r e a g á l t a t t a , ma jd a c s a p a d é k 
e lek t ronszóró s a j á t s á g á n a k növelése c é l j á b ó l ó l o m - f o s z f á t t á a l ak í to t t a . A z el-
j á r á s s a l kapcso l a to san m e g j e l e n t e k o lyan közlések, m e l y e k ezzel az e l j á r á s sa l 
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lényegesen spec i f ikusabb , szelekt ívebb, és j o b b lokalizációjú hisztokémiai 
c s a p a d é k o t i smer t e tnek ( G U T H A L B E R S 1 9 7 4 ) . A módszerrel kapcso la tban 
s a j á t t a p a s z t a l a t a i n k nincsenek. K é t tényezőt a z o n b a n nem lehet f igyelmen 
k ívül hagyni : a n e m specifikus a lka l ikus foszfa táz azonos p H mel le t t has í t j a 
a s zubsz t r á to t ( L U P P A és mtsai 1 9 7 0 , B U T T E R W O R T H 1 9 7 1 ) , a s t ronc ium pedig 
a r eakc ióban a l k a l m a z o t t magas koncen t rác ióban m á r egyér te lmű enzimgát-
lást hoz létre ( B U K T G R E E N 1 9 7 1 , M U S T A F A 1 9 7 1 , S O M O G Y I 1 9 6 8 ) . A reakció 
p r o b l e m a t i k á j á v a l b e h a t ó a n fogla lkozot t J A N N I G A N ( 1 9 7 3 ) és az t ta lá l ta , hogy 
az aspecif ikus r eakc ió képződésének lehetősége u g y a n olyan n a g y , mint az 
ólom- vagy koba l t sós e l járásoknál . A kérdések egyér te lmű t i sz t ázása csak az 
e l j á r á sok széleskörű a lkalmazása során nyert t o v á b b i t apasz t a l a tokka l lehet-
séges. A mi tokondr iá l i s ATPáz t a n u l m á n y o z á s á r a ú j lehetőséget j e l en te t t 
K E R P E L H A J Ó S ( 1 9 7 0 ) módszere, akik az A T P hasí táshoz k ö t ö t t divalens 
k a t i o n akkumulác ió t (Ca2 + Sr2 -)-) mint a mi tokondr iá l i s A T P á z ind iká to rá t 
ú j hisztokémiai r e a k c i ó kidolgozására a lka lmaz t ák . 

A reakciók spec i f ic i t ásának j av í t ásá t n a g y b a n se'gítheti elő az enz im 
s z á m á r a specif ikus s zubsz t r á t t a l v a g y gátlóval t ö r t é n ő vizsgála t , ezek azon-
b a n még nem egyé r t e lműen keresztülvihető köve t e lmények . Rendk ívü l pers-
pek t iv ikusnak l á t s z ik a későbbiekben rész le teze t t e lek t ronmikroszkópos 
au to rad iográ f iás e l j á rások bevezetése . 

A szövetek előkezelésének és az inkubálás folyamatának néhány kérdése 

A hisz tokémiai reakciók kr i t ikus kivi te lezésének egyik alap követel-
m é n y e , hogy t i s z t á b a n legyünk azokkal a m ó d s z e r t a n i b u k t a t ó k k a l , melyek 
az a n y a g előkészítése során, i l le tve az inkubác ió és az azt k ö v e t ő p r epa ra t í v 
f o l y a m a t o k b a n j e l en tkezhe tnek . Ezek f igye lmen kívül hagyása nem teszi le-
h e t ő v é a k a p o t t r eakc iók helyes értékelését. Szükségesnek lá t sz ik t ehá t a te l -
jességre egyá l ta lán n e m tö rekedve néhány a l a p v e t ő , az i nkubác ió t megelőző 
p rob l éma ér intése. 

A szöveti s t r u k t ú r a pos t -mor t em megőrzése , a szolubilis fehér jék old-
h a t a t l a n n á té te le a kémiai f i x á l á s fe ladata . Az ATPáz h isz tokémiai k i m u t a -
t á s á b a n a kü lönböző aldehid származékok e l sősorban g lu tára ldehid és f o r m -
a ldeh id t e r j e d t e k el. A f ixá lók tu l a jdonsága i t részben a szövet s t r u k t ú r á r a 
k i f e j t e t t megőrző h a t á s a , részben pedig az e n z i m bénító h a t á s á n a k m é r t é k e 
együ t t e sen h a t á r o z z á k meg. Az aldehid f i x á l ó k mind az — S H , mind ped ig 

N H 2 c sopor tokka l reakcióba lépnek, ezek a z o n b a n szükségesek az enz im 
akt iv i táshoz . A k é m i a i rögzítés az enzim k o n f o r m á c i ó vá l t ozásá t is g á t o l j a , 
a m i pl.: a t r a n s z p o r t ATPáz k imu ta t á sához szükséges . Ál ta lános i r ánye lvkén t 
e l fogadható az A T P á z k i m u t a t á s á n á l , hogy a kémiai f i x á l á s t kerülni kel l . 
Az u tóbbi é v e k b e n tö r t én tek o lyan próbá lkozások , amelyekben az enz ime t 
szubsz t rá t t a l ( A T P ) e lő inkubá l juk , ma jd f i x á l j u k , ezzel az enzim szubsz t r á t 
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kapcso l a t t a l védve a r eak t ív c s o p o r t o k a t . (KHAN és mtsa i 1972a, b) . A mód-
szerrel kapcsola tos t apasz t a l a tok a z o n b a n korán t sem elégségesek a h h o z , hogy 
ezen e l j á r á snak valós é r téke i t megí té lhessük. A fagyasz tásos e l j á r á s rögzí tet t , 
vagy rögzí te t len f agyasz to t t me t sze t eken különböző t ípusú AT Páz k imu ta t á -
sára , lokal izálására k i t e r j ed t en a lka lmazzák . E lsősorban azért t a r t j á k elő-
nyösnek , m e r t a m e m b r á n szerkeze tének fellazítása megkönnyí t i az inkubáló 
o lda t komponense inek b e j u t á s á t és a l a t ens enzim ak t ivá lódásá t e redményezi . 
A fagyasz tásos el járás azonban a s e j t e k e t súlyosan ká ros í t j a , o z m o t i k u s sokkot 
hoz létre . 

A hű tés i sebességtől függően egyidejűleg kü lönböző nagyságú , az extra-
és int racel lulár is t é rben képződő j égkr i s t á lyok a l aku lnak ki, me lyek felmele-
gí téskor növekedve a m e m b r á n o k a t mechan ikusan ká ros í t j ák . A szabad víz 
k r i s t á lyosodása az o ldo t t anyagok, elsősorban elektrol i tok koncen t rá lódásá t 
hozza létre , a megnövekede t t sókoncent rác ió mia t t je lentősen vá l toz ik a memb-
r á n permeabi l i t ása is. A víz deh id ra tác iós fo lyamata a f ehér je lipid komplexe t 
ká ros í t j a . A fagyasz tás kedvezőt len h a t á s a i t p r ó b á l t á k csökkenten i a krio-
p r o t e k t í v anyagok a lka lmazásáva l . H a t á s u k h o z a szöveteket á t ke l l i ta tni , 
ami ny i lvánva lóan a sej t fiziológiás mil iő jé t megvá l toz t a t j a . Az A T P á z ese-
t ében ezen anyagok a lka lmazása m á r azé r t is meggondolandó, mer t az enzimre 
d i rekt gá t ló h a t á s t f e j t enek ki ( B A E R L A T H E 1 9 7 0 , H E B E R 1 9 6 8 , Z I M M Y és 
mt sa i 1 9 7 2 ) . S a j á t t apa sz t a l a t a ink szer in t kedvezőbb e redményt , a kezelet-
len blokk i n k u b á l t anyagon l ehe t e t t elérni, K E R P E L H A J Ó S ( 1 9 6 9 ) mód-
szere a l a p j á n . E n n e k e lőnyét abban is k iemelnénk, hogy a megfelelő b lokk fa-
ragás e l j á rásáva l a különböző pene t rác iós zónák egymás tó l e ldi f ferenciá lhatók, 
és így v izsgá lha tó az is, hogy az enzim ak t iv i tás vá l tozása lokal izációbani el-
térése, m e n n y i b e n lehet p r epa ra t í v t ényezők köve tkezménye . A p r e p a r a t í v 
t ényezőkbő l adódó m ű t e r m é k képződés lehetőségének nem i smere te , meg-
felelő k r i t i k á j ú h isz tokémiai reakciók kivitelezésére n e m ad m ó d o t . Vizsgá-
l a t a i n k b a n a blokk felszínén k ia lakuló ó lomcsapadék min t azt G A N O T E és 
mt sa i ( 1 9 6 8 ) észlelték, ko rán t s em képeznek olyan nehézséget , amely a penet-
rác ió t gá to lná , a módos í to t t a l ac sonyabb ó lomkoncent rác ió jú és ó lom-komp-
lexképzőke t t a r t a l m a z ó inkubá ló o ldat haszná la táná l . Az inkubáló o l d a t össze-
tevő inek helyes megválasz tása dön tően befolyásolja a hisz tokémiai reakció 
sikerességét . Sikertelen reakció oka l ehe t pl. : az a l ább iak f i gye lmen kívül 
hagyása . A lapköve t e lmény friss s z u b s z t r á t használa ta , m e r t az A T P n e m meg-
felelő t á ro lá sa vagy esetleg l e f agyasz to t t A T P oldat a lka lmazásáná l a szubszt-
r á t aden i l savra és p i rofoszfá t ra bomlik . N e m elégséges az inkubáló o l d a t egyes 
komponense inek p H ismerete , minden ese tben az i n k u b á l á s megkezdése előtt 
be kell á l l í t anunk az opt imál is pH-га . S a j á t v izsgá la ta inkban legmegfelelőbb-
n e k a cacody la t pu f fe r t t a l á l t uk . Az a m i n o s a v puffer a nehézfém- ionokkal , 
c i t r á t pu f fe r a magnéz iumionokka l lép reakc ióba , ami egyben ezen k o m p o n e n -
sek koncen t rác ióvá l tozásá t is e redményez i . Alka lmazásuk sa já t t a p a s z t a -
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latunk alapján kerülendő. Az ólomsók közül az ólom-citrát és acetát f i n o m a b b 
szerkezetű reakció precipitátumot biztosított , így használatuk az ólomnitrát-
tal szemben feltétlenül e lőnyben részesítendő. 

Aktiválás és gátlás kérdése 

Az egyenletes aktivitásban elhelyezkedő reakciótermék akkor használ-
ható, ha az szelektivitást mutat . Amennyiben ez nem áll fenn, ügy az aspeci-
ficitás bizonyítottnak vehető , miután minden sejtkomponensen előforduló 
enzim nem ismeretes. A diffúzió során a feltételezett enzim környezetében levő 
struktúrákon csapódik ki, pozitív, ill. negat ív területek váltakoznak ugyan-
azon struktúrán. A specifikus gátlás az enz im helyén csökkenti, ill. megszün-
teti a reakciót, míg az aspecifikus helyen alig változtatja. A kérdést természe-
tesen nehezíti az a tény, hogy bizonyos körülmények közöt t endogén szubszt-
rát is fenntarthatja a reakciót, bár ez az A T P á z esetében n e m jelent problémát. 
A gátló aspecifikusan kötődhet a szövetekhez, penetrációja lassúbb l ehe t a 
szubsztráténál és reakcióba léphet az inkubáló oldat összetevőivel. Természe-
tesen specifikus aktiváló és gátlószer ismeretében az enzim vizsgálatának lehe-
tőségei lényegesen kedvezőbbek lesznek. Mai ismereteink szerint a reakció a 
vizsgált ferment által katalizált folyamat eredménye akkor, ha szubsztrát nél-
küli kontroll és specifikusnak tartott gát ló vegyületek során nem jelenik meg, 
ill. a specifikus aktiváló a reakció fokozódását eredményezi. Az alábbi táblá-
zatban az egyes ATPáz típusok aktiválók és gátlók alkalmazásával kapot t 
eredményeket szemléltetjük: 

T í p u s Aktiváló Gátló Hatástalan 

Plazmamembrán-
Na-K-ATPáz Na+(K+) , Mg2 + 

SH-blokkoló Quabain, 
Pb2+, Ca2+, foszfoli-

Mg-ATPáz Mg2+, Ca2 + 
paz, 

Sh-blokkoló Pb2 + Na+, K + , 
Quabain 

Szarkoplazmat. Ret. 
ATPáz 

Mg2 + SH-blokkoló Ca2+, 
Koffein 

Quabain 
Na + , K + 

Mitokondr. ATPáz M g 2 + , Mn2+, 
Co2 + , 
2,4 Dinitrofenol 

SH-blokkoló Quabain 

Miozin-ATPáz Ca 2 + , Mg2 + SH-blokkoló, 
Dinitrofenol 

Az elektronmikroszkópos hisztokémiában is döntő kérdés a lokalizáció 
vizsgálata. Ez a reakciós csapadék f inomságának függvénye , általában amorf 
finom elosztású precipitátum egyenletes lerakódásban, magas elektronszórás-
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sal kedvezőnek mondha tó , amenny iben k e v e s e b b reakc ió te rmék szükséges a 
l á tha tóvá t é t e lhez , a lokal izáció i r ányában t ö b b in formáció t k a p h a t u n k . J e -
lenleg opt imál i s körü lmények között a f é m s ó s eljárással m e m b r á n s z i n t e n lo-
kal izálható c sapadéko t n y e r h e t ü n k . A c s a p a d é k azonban ál talában f ed i a 
s t ruk tú ra rész le te i t még op t imál i s k ö r ü l m é n y e k között is, és ezért n a g v az 
e l lentmondás az enzim m o l e k u l a m e m b r á n o n belüli he lyének lokal izálását 
célzó e redményekben . A k é r d é s t nagyban z a v a r j á k o lyan problémák, m i n t 
az enzim, az enzim hasí tás i termék és a végleges r eakc ió termék d i f f ú -
ziója. A f é m s ó n a k a szövetekhez való a f f i n i t á sábó l adódnak további nehézsé-
gek. Az op t imá l i s r eakc ió te rmék te rmésze tesen az, amely a megfelelő lokal i -
záció b iz tos í tása mellett a szövetekhez cseké ly vagy ki nem m u t a t h a t ó a f f i n i -
tássa l rendelkez ik (1 8. á b r a ) . 

A reakció specificitásának kérdése 

Az A T P á z k i m u t a t á s á v a l kapcsola tos kri t ikai v izsgá la tok M O S E S és 
mt sa i (1967 1968 1969), R O S E N T H A L és m t s a i (1966 1969) nevéhez f ű z ő -
dik , ezek kétségessé te t ték az eredeti W A C H S T E I N M E I S E L e l já rás speci f ic i tá-
sá t . Kri t ikai e redménye ike t röv iden az a l á b b i a k b a n f o g l a l h a t j u k össze: 

1. Az ó l o m erősen gá to l j a az Mg A T P - á z t és részletesen a N a — К A T P -
áz t . 

2. Az ó lom létrehozza az ATP nem enz ima t ikus h a s í t á s á t , amit m ű t e r -
m é k képződéséhez vezet. 

3. A reakc iócsapadék precipi tá l t nuk leo t idoka t t a r t a l m a z az ólom és 
foszfá t mel le t t . 

4. Az i n k u b á l ó oldat komponense i egymássa l r eagá lnak , annak össze-
té te lé t , koncen t rác ió j á t és r eakc ió te rmék képződésének vá l tozásá t e r edménye-
zik. 

5. A n e m enzimat ikus A T P hasítás s o r á n ke le tkezet t t e rmék h a s o n l ó 
helyen csapódik le, mint az enz imat ikus hidrol íz is során l é t r e j ö t t reakció csa-
p a d é k . 

6. A gá t lószerek a s zöve tek ó lomaf f in i t á sá t csökkent ik , ez aspec i f ikus 
reakció kiesésének oka lehet . 

N O V I K O F F (1967, 1970a, b) , H O R I (1968) és O D A (1965) az eredeti e l j á r á s t 
speci f ikusnak t a r t j á k és a k r i t i k a i észlelésekkel szemben f e lhozo t t , nem m e g -
győző ellenérveik a köve tkezők : 

a) A p l az inamebránon c sak ATP a lka lmazásáva l jön l é t r e reakció. A D P 
n e m a lka lmazha tó , noha az ó lom által l é t r e j ö v ő hasítás a kü lönböző szubsz t -
r á t o k esetében kia lakid. 

b) N é h á n y nukleo t id foszfá t h a s z n á l h a t ó mint s z u b s z t r á t , me lyekné l 
azonban a n e m enzimat ikus hidrolízis nem a p l a z m a m e m b r á n o n , hanem az 
endop lazma t ikus r e t i k u l u m o k b a n alakul ki . 
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c) A h i sz tokémia i r e a k c i ó f ü g g v é n y e a hőmér sék l e tnek , a b b a n az inter-
v a l l u m b a n , me lyben a n e m e n z i m a t i k u s hidrolízis a l a c s o n y , az e n z i m m ű k ö d é s 
fe l té te le i n e m op t imá l i s ak . 

d) A spec i f ikus gát lószerek az aspecif ikus A T P hasí tás t n e m gá-
t o l j á k . 

e) A nem e n z i m a t i k u s ATP h a s í t á s nem sz ign i f ikáns , f ü g g e t l e n az 
o lda t A T P és ólom k o n c e n t r á c i ó j á t ó l . 

f ) A n e m e n z i m a t i k u s m ű k ö d é s k ö v e t k e z m é n y e k é n t k i a l a k u l t preci-
p i t á t u m t u l a j d o n s á g a i e l t é rőek . 

S a j á t v i z sgá l a t a ink t a p a s z t a l a t a i a l ap ján a f e n t i el lenérvek k o r á n t s e m 
b i z o n y í t a n a k a W A C H S T E I N M E I S E L e l já rás spec i f i c i t á sa mel le t t . Az egyes 
ké rdések részletezése n é l k ü l , a z o n b a n szükséges f o g l a l k o z n u n k az ó lomnak 
a szöve tekhez való a spec i f ikus k ö t ő d é s é n e k kérdéséve l , a meta l lof i l ia jelensé-
gével , a m i t v é l e m é n y ü n k szerint s o k k a l kevésbé v e s z ü n k f i gye l embe , mint 
a m i t a n n a k je len tősége m e g k í v á n n a (9 16. ábra ) . Az ólom és vegyü le te i a 
szöve tek r e a k t í v c s o p o r t j a i v a l kémia i reakcióba l é p n e k . Az ólom és az anion 
k ö z ö t t egyszerű sókötés a lakul ki, de lé trejöhet k o m p l e x kötés , e lsősorban 
s a v a n y ú p H - n á l az S H csopor tokka l . Alkalikus p H - n á l k a r b o n á t , hidroxi 
c s o p o r t o k k a l a lkot o l d h a t a t l a n c s a p a d é k o t ( D E I M L I N G 1 9 6 4 , S T A D T H O U D E R S 

1 9 6 6 ) . Az e l ek t ronmik roszkópos p r e p a r a t í v t e c h n i k á v a l használ t ólom kon-
t r a s z t o z á s n á l liígos p H me l l e t t k ü l ö n b ö z ő ó lomvegyü le t eke t m i n t n i t r á t , ace-
t á t , h id rox id , c i t r á t a l k a l m a z u n k ( D A L T O N 1 9 6 0 , K A R N O V S K Y 1 9 6 1 , M I L L O N I G 

1 9 6 1 , R E Y N O L D S 1 9 6 3 , W A T S O N 1 9 5 8 ) . A szövet k o n t r a s z t o z h a t ó s á g a tu la j -
d o n k é p p e n az ólom és r e a k t í v c sopor tok k a p c s o l a t a k é n t j ö n létre. R O S T G A R D -

B A R N E T T ( 1 9 6 5 ) 4 m M - o s ó lom-n i t r á t o lda t t a l t ö r t é n ő szöve t inkubá lá sná l ki-
f e j e z e t t ó lomprec ip i t ác ió t ta lá l t b é l h á m s e j t e k b o l y h a i n a k fe l sz ínén , lipoid 
p a r t i k u l u m o k o n . 

C S I L L I K D A V I S ( 1 9 6 4 ) . 0 , 1 % - o s ó lomni t rá t kezelés u t án ha r án t c s íko l t 
izom poszt- , ill. p r e s z i n a p t i k u s s e j t m e m b r á n j á n t a l á l t aspeci f ikus c sapadéko t . 
E rősen lúgos p H - n á l B E H N K E ( 1 9 6 6 ) je l legzetesnek m o n d h a t ó m i o f i l a m e n t u m 
ólom a f f i n i t á s t észlelt . Hason ló megf igyeléseke t t e t t G I L L I S P A G E ( 1 9 6 7 ) . 

A W A C H S T E I N M E I S E L e l já rásnál az ó lomvegyüle t egyszerűen adszorbeá lód-
h a t a se j t fe lsz ínre , de az inkuhá ló o l d a t b a n a s z u b s z t r á t ólom a k t i v á l t bon-
t á s a á l ta l k é p z ő d ö t t ó lomfosz fá t is l ecsapódha t . A k r i t i ka i v i z sgá l a tok több 
p o n t o n a d a t o k a t s z o l g á l t a t t a k a h i sz tokémia i r e a k c i ó mene t é t i l letően, az 
lényegesen b o n y o l u l t a b b , min t k o r á b b a n g o n d o l t u k . A k o r á b b i elképzelés 
szer in t a h i sz tokémia i reakc ió m e n e t e a k ö v e t k e z ő : 

Mg + A T P f f Mg —ATP ATPáz M g — A D P Pa 1 P b 2 + 

B E R G (1964), T I C E (1968, 1969a, b) v izsgá la ta ibó l e g y é r t e l m ű e n a reakció 
lényege sokka l k o m p l e x e b b : 
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Mg 
+ 

P b ATP _> Pb + ATP 

E + Mbg 
A I 
I Y 

ATP í ; E - Mg ATP 
H 
P b — E E Mg ADP P a 

A reakcióegyenletből kitűnik, h o g y az ólom nem szabad formában van jelen, 
h a n e m komplexet alkot az inkubáló oldat komponenseivel, í g y az ólom és 
A T P kelátot képez, nem ismeretes, hogy ezt ugyanolyan intenzitással képes-e 
hasítani az enzim, mint az ATP-t. Ugyanakkor az ólom mint kompeti t ív gátló 
szerepel. Az enzimmel való kapcsolata abban jut kifejezésre, h o g y az ATP-vel 
az enzim aktív centrumáért, az S H csoportért is konkurrál. A reakció mene-
tének megértésében jelentős lépést jelentettek azok a vizsgálatok, melyek a 
hisztokémiai csapadék szerkezeti analízisét tűzték ki célul. Az egyik lehetőség 
a hisztokémiai csapadék kivonása és annak kémiai analízise, ez azonban egy-
ben lokalizáció feláldozását is je lentet te . Az elektrondiffrakciós módszer adta 
lehetőségek sokkal perspektívikusabbnak látszanak, mert a szövet i szerkezet 
megbontása nélkül teszik lehetővé a hisztokémiai csapadék tanulmányozását. 

A mikroszondával végzett vizsgálatok ( E D A X : Energy Dispersiv Analy-
sis of X-Rays) azt mutatták, hogy a csapadék szerkezete összetett . A felszínre 
adszorbeálódó csapadék bizonyítéka, hogy az az ólom mellett m á s vegyületet 
nem tartalmaz. Az inkubáló o ldatból szubsztrát nélkül az ó l o m részben a 
szövet i foszfát, részben pedig kén csoportokkal lép reakcióba, olymódon, 
hogy a csapadékban mindhárom komponens együttesen jelen lehet. Abban 
az esetben, ha az S H csoportokat megelőzően blokkoljuk, akkor nemcsak a 
hisztokémiai reakcióhoz szükséges SH csoportokat gátoljuk, hanem az 
aspecif ikus ólomkötődés lehetőségét is jelentősen csökkentjük, kérdéses tehát 
i lyen esetekben az S H blokkolás mennyire használható, mint kontroll. A 
hisztokémiai csapadék szerkezeti analízise, ha abban ólom-foszfát van jelen, 
enzim reakciónál és műtermék reakciónál ugyanazt a képet mutat ja (17 
20. ábra). A hisztokémiai reakciócsapadék szerkezeti analízisének lehetősége 
egyben módszer is az aspecifikus reakció kimutatására, képződésének további 
vizsgálatára ( S Ó T O N Y I és mtsai 1 9 7 3 ) . 

A hisztokémiai reakció specificitásának javítási lehetőségei 

Az ATPáz kimutatásával kapcsolatos kritikai vizsgálatok szükségessé 
tet ték az eredeti eljárás módosítását. A korábbi próbálkozások elsősorban az 
inkubáló oldat komponenseinek változtatásait érintették, úgymint ólomkon-
centráció csökkentése, más puffer használata, A T P koncentráció emelése. 
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7 - 2 ábra Mitokondriális AT Páz különböző nagyítású felvételein jellegzetes lokalizáció 
látható! Az aktivitás azonban eltérő, pozitív mitokondriumok k ö z ö t t negattv ts elofordul 
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4 ábra Kobak 2 - 4 . diuitrofeno) hozzáadásával emelkedik 
4. abra. Kobalt-n,trat alkalmazasaval, a kapott csapadék az ólom-nitráthoz viszonyítva szelektí-

vebb reakciót m u t a t 



6 ábra A transzport ATPáz lokalizációját mutatja a nagyobb nagyítású fe lvételen a 
szarkolemma membránon belüli lokalizáció is meg.te lheto 
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7 — 8. ábra. Transzport ATPáz m a g n é z i u m jelenlétében történő k i m u t a t á s á n á l a mitokondriu-
rnokon szarkotubuláris szisztémában is reakció j e l en ik meg 
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9—12. ábra. Aspecifikus reakció látható részben sejtfelszíneken, lizoszomán, i l le tve mielin 
hüve lyen 
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13 —16. ábra. Aspeci f ikus ólom kötődés során kialakult reakció, szubsztrát nélküli inkubálásnál. 
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17-20. ábra. Mikroszondával végzett vizsgálatok a reakciócsapadék szerkezeti analízisének 
eredményeit mutatjak 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 



21-22. ábra. Máj és sz ív izom ATPáz reakciója neodimium-nitráttal 
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23-24. ábra. Divalens-kation akkumuláció módszerének alkalmazása in situ és izolált 
kondriumokon 
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25-26. ábra. Izolált mitokondrium ATPáz reakció. A csapadék jó lokalizációt biztosít 
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Ezekkel a módosításokkal kétségtelenül javítani lehetett a reakció lokalizá-
cióját, specificitását ( J A C O B S E N — J Ö Ö R G E N S E N 1 9 6 9 , S O M O G Y I S Ó T O N Y I 

1 9 6 9 — 1 9 7 0 1 9 7 1 , S C H U L Z E — W O L L E N B E R G E R 1 9 6 5 1 9 6 7 ) . A továbbiakban 
azokkal a lehetőségekkel foglalkozunk, melyek leginkább alkalmasak megíté-
lésünk szerint az ólom problematikus tulajdonságainak kiküszöbölésére. 

Az ólom reakcióját az inkubáló oldat különböző kompenenseivel kelát-
képző anyagok hozzáadásával akadályozhatjuk meg. Ezek az ólom reakcióját 
jelentősen csökkentik, adott esetben megszüntetik. A kelátképzők koordinatív 
kötést alkotva az inkubáló oldat ólom ionjaival jelentősen csökkentik annak 
szabad ionkoncentrációját. A kelátor ólom reakció egyensúlyi állapot ki-
alakulásához vezet . Az ólom koncentráció elsősorban a kelát fémion iránti 
affinitástól függ, de befolyásolják olyan tényezők is, mint p H és az oldat egyéb 
komponensei. Az ólom-kelátképző komplex stabilitása rendkívül fontos, leg-
alább olyan erősnek kell lennie, hogy megakadályozza az ó lom kicsapódását, 
de ne gátolja az ólom-foszfát képződését. A kelátképző az ó lom jelentős részét 
megkötve tartja, azonban optimális esetben a felszabaduló anorganikus foszfát 
megkötéséhez szükséges ólmot a komplex szabaddá teszi. Az inkubáló oldat 
ólomkoncentrációja tehát a reakció menete alatt egy konstans szinten marad, 
és a médiumban egyensúlyi állapotban van. A kelátor használhatóságát tehát 
az egyensúlyi állapot gyorsaságának kialakulása is jelzi. Fontos , hogy ez ne 
az ólom-komplex képződés irányában tolódjon el, mert így az ólom aktuális 
koncentrációja olyan alacsony lesz, hogy n e m jön létre az enzimatikusan fel-
szabadított anorganikus foszfát kicsapása. A lokalizáció helyessége pedig 
döntően függ attól , hogy az ólom-foszfát képződése elég gyors legyen ahhoz, 
hogy eldiffundálás előtt kicsapja és biztosítsa a reakció menetét , az ólom-foszfát 
folyamatos képződését. Ha az ólom-foszfát képződés feltételei megvannak, 
akkor a reakció során az oldatból kicsapódó ólom-foszfát pótlására a hisztoké-
miai reakció alatt az ólom folyamatos pótlására biztosított a kelát lebontása. 

Az alkalmazott kelátorok mellett különösen az L-aszkorbinsav és g-peni-
cillinamin látszott alkalmasnak a már használt kálium-nátrium tartarát és 
tiron mellett. Ezen vegyületek alkalmazásával csökkenthető az aspecifikus 
reakcióképződés lehetősége, azonban számításba kell vennünk azt, hogy ezek 
közül az L-aszkorbinsav pl. a membrán ATPázra gátló hatás t fejt ki, a ká-
lium-nátrium-tartarát a foszfát csoportokkal lép reakcióba, így használatuk 
esetenként az ATPáz típusától függő. 

Az ólom elsősorban ólom-nitrát helyettesítése ólom acetáttal, citráttal, 
v a g y kobalt nitráttal kezdetben úgy tűnt jelentősen csökken az aspecifikus 
reakció lehetősége, szelektívebb lokalizációt biztosítanak. Az utánvizsgálatok 
azonban ezt nem bizonyították egyértelműen, más nehézfém ionok, mint pl. 
kadmium, bárium és ezüst kerültek alkalmazásra, jelentősen azonban e prob-
léma megoldásában előrelépést ezek sem hoztak. 

S Z I N A Y ( 1 9 6 7 ) vizsgálataiban megállapította, hogy a ritka földfémek 
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szérum-glikoproteinekkel nagy molekulasúlyú komplexeket hoznak létre. Ezek 
közül különösen a neodímium és vegyületei alkalmasak. Az alkalmazott kon-
centrációtól függően a neodímium glikoprotein komplex részben tárolódik, 
részben pedig extracellulárisan lerakódik. Az anyag elektronmikroszkópos 
vizsgálattal annak rendkívül magas elektronszóró sajátsága miatt jól tanul-
mányozható, és feltűnő, hogy a reakció precipitátum f inom szerkezetű. Az 
anyagot munkatársaival együtt különböző tárolási fo lyamatok vizsgálatánál 
eredményesen alkalmazta. 

A ritka földfémek csoportjába tartozó vegyületek közül elsősorban 
neodímium-nitrát mutatott kedvező tulajdonságokat, mert a hisztokémiai re-
akcióhoz szükséges koncentrációban az ATP spontán hasítását nem hozza 
létre, ill. az enzimet nem bénítja (SÓTONYI és mtsai 1974). A reakciócsapadék 
szelektívnek tűnő jó lokalizációt mutat és megfelelő elektronszóró sajátsággal 
is bír. A vegyület alkalmazása, tulajdonságainak további vizsgálata nagyon is 
perspektivikus (21 22. ábra). 

A K E R P E L — H A J Ó S ( 1 9 7 0 ) közölt divalens kation akkumulációs eljárá-
sával kedvező eredményeket értünk el a mitokondriális ATPáz esetében. Az 
aktiváló és gátló anyagok tulajdonságait jól vizsgálhattuk. A preparatív té-
nyezők miatt , pl. a mitokondriumok extrém duzzadása alakul ki, ami a loka-
lizáció megítélését nagyban nehezíti. Ez a probléma azonban izolált körül-
mények között jelentkezett, míg in situ anyagban alig zavarta a lokalizáció 
értékelését. Az eljárás kiterjedtebb alkalmazása feltétlenül indokolt, hiszen 
az ólom kedvezőtlen hatásait teljesen kiküszöbölhetjük. Az általuk alkalma-
zott koncentrációknál nem kell számolnunk pl. a stroncium enzim blokkoló 
sajátságaival sem (23 — 24. ábra). 

Uj lehetőségeket je lent az elektronmikroszkópos autoradiográfia enzim 
hisztokémiai alkalmazása, melynek során jelzett gátlóval vagy szubsztráttal 
próbáljuk meghatározni az enzim helyét, a szubsztrát mozgásának irányát 
( O S T R O W S K I 1 9 6 3 , O S T R O W S K I 1 9 7 0 , 1 9 7 2 , S Ó T O N Y I 1 9 7 2 ) . Az enzimre speci-
fikus szubsztrát és gátló használatával i l letve ilyen vegyületek ismeretével 
nagyon perspektivikussá vál ik ennek az eljárásnak enzim hisztokémiai alkal-
mazása. 

A lokalizáció vizsgálatára izolált membrán, mitokondrium frakciókon 
végzett reakciók nagyon értékes eredményeket adnak (25 — 26. ábra). 

Az ATPáz elektronmikroszkópos hisztokémiai kimutatásában számos 
megoldatlan probléma van. Éppen ezekre tekintettel nagy körültekintést igé-
nyel az eljárások alkalmazása során a kapot t eredmények értékelése. A nagy-
számú kritikus vizsgálat arra is felhívta a f igyelmet, hogy a buktatók ellenére 
a hisztokémiai eljárások módszertani időszakában a specifikus eljárások kidol-
gozása az elsődleges feladat. 
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