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JAmBor BELA és DEvAy MARTA

A légzésben fontos szerepet jatszé dehidrogenazok aktivitasanak gyors
és egyszeri mérése az anyagcserevizsgalatok szempontjabél lényeges segit-
séget jelent. Sok idevagé metodikai munka latott napvilagot, ezek legtsbbjét
allati szovetek vizsgélatira dolgoztak ki és novényi anyagokra nem mindig
alkalmazhaték. E médszerek legtobbje az alabbi harom elv egyikét koveti :

1. Az oxigénfogyasztas mérése a WARBURG-technikaval.

2. A metilénkék elszintelenedési idejének mérése (THUNBERG-médszer).

3. A prébahoz adott szubsztrat fogyasanak analitikai kovetése.

A WARBURG-médszer kiltséges berendezést igényel és kivitele bonyolult,
a THUNBERG-médszer ardnylag egyszerd, de sok hibaforrassal terhelt, a szub-
sztratfogyas kovetése pedig hosszadalmas analitikai munkat igényel, ezért
szériavizsgalatokra aligha felel meg. Ezen okok miatt az utébbi években
egyre tobb kizlemény jelent meg a THUNBERG-médszer olyan valtozatat
ajanlva, melyben indikdtorként MK helyett tetrazoliumsék szerepelnek.

Jelen kozlemény célja a TTC-vel valé dehidrogenazaktivitas-mérési
médszer kritikai vizsgalata, és az ennek kapesian kapott eredményeink 6ssze-
foglalé ismertetése. A tetrazoliumvegyiiletek fentebb emlitett elényei — s nem
kis mértékben divatbajovetelik — miatt sok kutaté foglalkozik a médszer
kidolgozasaval. E médszereket allati (1, 2, 3, 4, 8, 9, 15, 19, 21), névényi
anyagokra (6, 12, 16, 18), valamint mikroorganizmusokra (5, 10, 11, 14)
dolgoztak ki. Az egyes moédszerek kozott lényeges kiilonbség van tobb szem-
pontbél : a) A vizsgalandé anyag inkubalasa torténhet szovet, illetve sejt-
szuszpenzio alakjaban (1, 3, 4, 5, 10, 11, 12, 16, 17, 19), vagy homogenalva
(1, 6, 8,9, 15, 18, 19, 21). Néha a homogenizatumbél késziilt kivonatot vagy
tiszta mitokondrium preparitumot hasznalnak. b) Indikatorként leginkabb
a TTC van elterjedve, mas tetrazoliumsé hatasarél csak kevés kutaté szamol
‘be (4, 6,9, 15). ¢) Az eredményeket altalaban kvantitativ alakban adjak meg
(extinkcié, gamma-formazéin), néha csak keresztekkel jelzett félkvantitativ
adatokkal is megelégszenek (1, 16, 17). d) Az inkubaciés id6 5 perc és 4 éra
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kozott valtozik, teljesen fiiggetleniil attél, hogy milyen anyagot vizsgalnak.
e) Az eredmények altaliban a szubsztritos és a hozzaadott szubsztrat nélkiil
kapott kontroll értékek kiiltinb'ségeib6l addédnak, egyes kutaték azonban az
endogén szubsztrat esetleges jelenlétével sem térédnek (3, 10, 11, 12, 19).
Ez utébbi eljarast leginkabb azzal indokoljak, hogy az altaluk vizsgalt
objektum nem tartalmazott endogén szubsztratot. f) Egyes szerz6k csak az
,,0sszdehidrogenazaktivitas” mint valamely szummaris mutaté megallapitasat
tlzték ki célul (1, 3, 10, 11, 12), ezek kéziil két kutaté (3, 12) semmiféle
szubsztratot nem ad a rendszerhez, masok (4, 5, 6, 8, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21)
kiilonféle szubsztratokkal kapott értékeket kontroll nélkiil hasznalva tekin-
tik a megfeleld dehidrogenazok aktivitasanak. Ezek koziil a legtobben csak
1—1 dehidrogenazra korlatoztak vizsgalataikat. A legtobb kutaté a boros-
tyankd8savdehidrogenaz meghatarozasat dolgozta ki (4, 6, 8,. 15, 16, 17, 18,
21). Tobbféle dehidrogenaz egymas melletti mérésére is talalunk utalasokat
(5, 9, 15,18). g) A mdédszereket kidolgozé szerzék legtobbje egyes kisérleti
feltételeknek a végeredményre gyakorolt hatasit vizsgalta. Igy nyomon-
kovették a reakciok idébeli lefutasat (4, 9, 14, 15, 18, 19), az enzim mennyiség
4,5,6,8,9, 10, 11, 14, 15, 18, 19, 21), a levegd jelenlétének (9, 12, 15, 21),
az infiltraciénak (12, 17), az indikator koncentraciéjanak (9, 10, 11, 12, 18)
és az alkalmazott puffer mingségének (11, 17) hatasat. h) A TTC-vel kapott
eredményeket mas H-acceptorok mérési adataival is osszehasonlitottak
(6, 9, 18, 21), valamint egyes esetekben megallapitottak a tetrazoliumvegyii-
letek gatlé hatasat is (9, 12). i) A tetrazoliumos médszert szemben a MK
moédszerrel ,,aer6b” médszernek tekintik és az inkubailast minden esetben
levegd jelenlétében végzik, csak egyesek (6, 9, 12, 15, 21) ajanljak az anaeréb
kériillményeket. Az aeréb inkubalas azonban igen helytelen, mert lehetdséget
ad a terminalis oxidaz-rendszerek miikodésére és ezaltal a dehidrogenazok altal
szallitott hidrogénért a TTC-vel valé versengésre, mely tény meghamisithatja
a mérési eredményeket. Az aerdb inkubalas kizarélag anaersb légzéstipusi
biolégiai objektum esetén jogosult. A legtobb esetben az aer6b médon végzett
inkubalas az eredményt felére, harmadara csokkentheti (12, 15, 21).

Az ismertetett, és az eddig megjelent médszertani munkak — vélemé-
nyiink szerint — nem tisztaztak megnyugtatéan az alabbi kérdéseket :
1. A sok endogén szubsztratot tartalmazé objektum esetében nem vették .
figyelembe megfeleld médon az endogén szubsztrat jelenléte okozta dehidro-
genazaktivitas értékét: még egy tetszés szerinti inkubalasi id6 utan kapott
kontrollérték levonasa sem biztositja a megfelel6 eredményt.

2. Nem tanulményoztak eléggé az inkubaciés oldatnak az ép szivetekbe
valé bejutasat. Amint arr6l mar mas helyen beszamoltunk (7), kb. 6 érai
inkubalés sziikséges ahhoz, hogy az inkubalé folyadék az 1 —2 mm-es szovet-
darabokba behatoljon. Igy az altalaban szokasos rovid, 1—2 6ras inkubéacié
esetében az oldat penetracioja korlatozo tényezdként befolyasolja az eredményt.
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3. Nem hasonlitottik 6ssze névények esetében megfeleld médon az ép
szovetek és homogenalt anyag aktivitasat, annak eldéntésére, hogy a meg-
hatarozis mennyire hasznalhaté homogenalt anyagban.

4. Novényi anyagokban a kisérleti feltételek hatasat amigy is csak
kevesen ‘tanulmanyoztak és azok is csak mozaikszeriien, egyes kérdésekre
szoritkoztak (6, 12, 18), vagy pedig csak félkvantitativ eredményeket kozol-
tek (16, 17).

Az emlitett kérdések tisztazasaval azt kivantuk elérni, hogy mddszert
javasolhassunk a kiilonb6z6 noévényi dehidrogenazok egymas melletti meg-
hatarozasahoz, mely gyors, pontos és szériavizsgalatokra alkalmas.

Kisérleti rész

1. A kisérletekhez felhaszndlt anyagok : A mérésekhez felhasznalt vegy-
szerek p. a. mingségliek voltak.

Kisérleti objektumként Express-borsé (Pisum sativum, var. express)
3 napos csiranévénykéinek a gyokércsicstol szamitott 3—8 mm kozotti
darabkaja szolgalt. A csiraztatas sotétben, 27 C°-on tortént. A csirazas egyen-
letessé tételére a maghéjat 6 oras duzzasztas utan eltavolitottuk. A felhasz-
nalasra keriil 5 mm-es gyokérdarabkakat kiilon e célra szerkesztett késziilék-
kel vagtuk le oly médon, hogy elGszor eltavolitottak a gyokerek elsé 3 mm-es
darabkajat és ezutan vagtuk a kisérletek alapjaul szolgalé gyokérdarabkakat.
Kisérleteink egy részét ugyanezekbdl a gybskérdarabkakbél nyert homogeni-
zatummal végeztilk. A homogenizalds finom kvarchomokkal, porcellan-
mozsarban tortént. Osszehasonlitasul egyes esetekben bolthél vasarolt
(kiillonb6z6 mingségii) pékélesztét is hasznaltunk.

2. Modszerek :

a) Ep szovetek, illetve sejtek vizsgalata esetén a vizsgalati anyagbél
100 mg-ot lemértiink és egy, a kovetkez§ inkubalé oldatot tartalmazé kém-
cs6be tettiik :

2 ml 0,20 M foszfat vagy veronal-acetat puffer, pH = 7,5

0,5 ml 0,1 M szubsztrat, pH = 7,5-ig semlegesitve

0,5 ml 0,01 M TTC

2,0 ml desztillalt viz

Gyokérdarabok vizsgalata esetén a baktériumos fert6zés lehet§ségének
csokkentésére azokat a meghatarozasok elétt 20 percig folyévizben mostuk.

A kémcsoveket ezutan (rendszerint 40—50 db-ot egyszerre) vakuum-
exikatorba helyeztiik. Az inkubaléfolyadéknak a szovetekbe valé hatolasat
haromszoros infiltraciéval konnyitettilk meg. A harmadik evakualias utan
az exikatort N, gazzal toltottiik fel. A nitrogénnel toltstt exikatort 37 C°-os
termosztatba helyeztiik fénymentes koriilmények kozé. A 15 6ra inkubaciés
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id8 leteltével a kémesovekben levd oldathoz 10 ml frissen desztillalt acetont
adtunk és bedugaszolas utan, sotétben kb 24 o6rat allni hagytuk. Ez alatt az
id8 alatt a szovetekbdl a keletkezett formazan teljesen kioldédik. Az oldat
tisztajaban a formazan mennyiségét S  -es szilir6vel Pulfrich-féle fotométerrel
hataroztuk meg. Az értékelés tiszta formazannal késziilt standardgorbe
alapjan tortént. ;

Kontrollként hasonlé kériillmények kozott v'égzett, de kiilén szubsztrat
hozzAdadasa nélkiil késziilt préba szolgalt.

b) Ha a vizsgalatokat homogenizatummal kivantuk végezni, dgy a
vizsgéalati anyagot finom kvarchomokkal dérzssltiik el hig pufferben. A tovab-
biakban ugyantgy jarunk el, mint ép szovetdarabok hasznalata esetén,
azzal a kiilonbséggel, hogy inkubaciés idGként maximalisan 6 6rat alkalmazunk.

Meg kell jegyezniink, hogy a fenti moédszeriink tulajdonképpen nem
maga a kiindulasi eljaras volt, hanem éppen ellenkezéleg, kisérleti munkank
soran alakult ki. Az attekinthet8ség és a rovidség kedvéért a tovéabbiakban
mar csak azokat a kisérleteinket emlitjiik, melyek mar a kidolgozott méd-
szer kritikai értékelését szolgaltak. A grafikonokon és tablazatokon feltiintetett
eredmények altalaban 4—5 paralell mérés atlagai. A megfigyelt jelenségek
reprodukalhatésagat tobbszoros ismétléssel ellendriztiik. Az ismétlések soran
csak az adatok abszolit értéke valtozott, a gorbék tendenciija, a megfigyelt
tér"zényszerﬁségek minden esetében jol reprodukalhaték voltak.

3. Az inkubdciés idé hatdsa : E kérdés tanulméanyozasara végzett
kisérleteinket az 1. abra foglalja 6ssze. Jol lathaté, hogy az ép és homo-
genizalt anyag redukciés gorbéjének idébeli lefutdasa egymastél nagy mérték-
ben eltér.

A szubsztrat hozzaadasa nélkil ép szovetdarabokkal végzett kisérletek-
ben a redukcié id8gorbéje az inkubécié 10-ik 6raja utan ellaposodik, sét
csaknem vizszintessé lesz. Ez a jelenség arra utal, hogy az endogén szubsztra-
tok valdszintileg ennyi id§ alatt kifogynak. Ezt a lehet§séget bizonyitja az is,
hogy szubsztrat hozzdadésa esetén a gdrbe csaknem egyenesen folytatédik
tovabb és csak 15—20 6ra utian kezd ellaposodni (éleszténél). Ez utébbi
ellaposodasnak tobbféle oka lehet : 1. A hozzaadott szubsztrat kifogyésa ;
2. TTC kifogyasa ; 3. Csokken a dehidrogenaz aktivitas. 4. A felhalmozédott
oxidaciés termékek gatoljak a tovabbi enzimmiikodést. 5. A kivalé formazan
gatolja tovabbi TTC mennyiségeknek a redukcié helyére valé jutasat. Leg-
valészintibbnek az utolsé feltételezés latszik, egyértelmiien Lindenmann (11)
megallapitasaval. A keletkezett formazan mennyiségébdl konnyen lehet kovet-
keztetni arra, hogy minden valészinliség szerint sem a szubsztrat, sem pedig
a TTC nem fogyhatott ki, illetve nem korlatozé tényez§. Az enzimaktivitas
csokkenése sem valészinti, tekintettel arra, hogy tapasztalataink szerint ellapo-
sodas csak nagy enzimaktivitas esetén fordul el§, amikor tehat sok formazan
valik ki a sejtekben.
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Az abran az is lathaté, hogy a gorbék lefutisa éleszté és borségyokér
(tehat két teljesen eltérd biolégiai objektum) esetében rendkiviil hasonlé.
Ep szovetek, illetve sejtek hasznalata esetén a szubsztritok hozzaadasa
mindkét esetben 5—6 o6rai inkubélds utan kezd észrevehetvé vilni. Ez egy-
ben azt is jelenti, hogy ennél révidebb inkubaciés id6t nem érdemes alkalmazni,
mivel a szubsztratos és kontrollmérés eltérése olyan kicsi, hogy az eredmény
pontatlanna valik. Ennél révidebb id§ alatt az inkubaciés oldat nem képes
a szovetek belsejét teliteni (7). Az id&gorbék elemzése alapjan megallapit-
haté, hogy pontos eredmények elérésére inkubaciés id6ként minden esetben
olyan idét kell valasztanunk, mikor a szubsztrat nélkiil felvett kontrollgsrbe
mar csaknem vizszintes, és viszonylag nagy kiilonbség mutathaté kia kontroll-
gorbe és a szubsztrat jelenlétében felvett id6gorbe kozott. Ez az id8 jelen eset-
ben 10 6ra utan, 15 6ras inkubécional mutatkozik. Nyilvanvalé, hogy a
helyes aktivitasértéket ugy kaphatjuk meg, ha a kivant szubsztrattal és
anélkiil felvett id6gorbe 10 6ra uténi szakaszai kozotti sz6g tangensét tekintjiik
az -aktivitas kifejez6jének. Nem kovetiink el nagy hibat, ha ehelyett egy
bizonyos idépontban, pl. 15 éraban kapott két érték kiilonbségét tekintjiik
az aktivitas mértékének, ui. ez aranyos a fent emlitett szég tangensével.
Ez az eljaras azonban csak akkor jogosult, ha az 6sszes vizsgalati anyagok
azonos endogén szubsztrat tartalommal rendelkeznek. Ha a vizsgalandé
‘anyagban az atlagosnal lényegesen tobb vagy kevesebb endogén szubsztrat-
tartalom van, a szamitott eredmények annal hibasabbak lesznek, minél
tavolabb van a két gorbe metszéspontja az 5—10 ératol. [‘I], eddig nem tanul-
manyozott anyag esetében ezért ajanlatos az id6gorbék lefutasat, a pontos
inkubéciés idé megallapitasa miatt felvenni. Erre csak akkor van sziikség,
ha a kiilonb6z6 endogén szubsztrattartalmi anyagokon mért aktivitas érté-
keket egymassal is 6ssze akarjuk hasonlitani. Természetes, hogy az endogén
szubsztrattartalom kisebbfoki eltérése, tovabba a hozzaadott szubsztrat

, mellett felvett idGgorbe emlitett ellaposodasa kétségteleniil befolyasoljak az
eredményt. Ez a hiba viszont elenyészé kicsi ahhoz képest, amit abban az
esetben kovetiink el, ha az endogén szubsztrat elfogyasanal révidebb inkuba-
ci6s id6t alkalmazunk. Az 1. abran vilagosan lathat6, hogy rovid (pl. 2 oras) .
inkubaci6 esetén a szubsztrat hozzaadasaval kapott érték és a kontroll érték
kozott nines kiilonbség, ami alapjan esetleg arra a helytelen kovetkeztetésre
juthatnank, hogy a vizsgalt anyagnak nincs dehidrogenaz aktivitasa.

Meg kell még jegyezniink, hogy kisérleteinkben nem csak egy, hanem
egyszerre két szubsztratot is alkalmaztunk. Ezt azzal a meggondolassal
tettiik, hogy lehetGleg a maximalis formazanképzbdést kapjuk, s igy a- mutat-
kozé torvényszerliségek még szembetiindbbek legyenek.

Az 1. abrabél még az is megallapithaté, hogy homogenalt objektum
hasznilata esetén a gorbék lefutasa lényegesen megvaltozik : 1.A dehidrogenaz-
aktivitas az inkubécié kezdetén csak tort része annak, ami ép szoveteknél



406 JAMBOR BELA és DEVAY MARTA

mutatkozik. 2. A gérbék lefutdsa exponencidlis jellegli, még hozzaadott
szubsztrat jelenlétében is. 3. Szubsztrit hozziadasara csak az inkubacié elsé
par érajaban mutatkozik tébblet a formazanképzgédésben, a tovabbi inkubacié
soran a két gorbe parhuzamosan fut. Az elGbbiek tekintetében ismételten
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1. dbra. Az inkubiciés idé hatdsa. 200 mg borségyokér (A), illetsleg élesztd (B), ép (a), és

homogenizalt allapotban (b). A gorbéket szubsztrat (I) jelenlétében és szubsztrat hozzdadas

nélkil (II) is felvettiik. Szubsztratként 10 2 M glutaminsav és 10~2 M borostydnkgsav keve-

rékét haszniltuk. Abszcisza: inkubéciés id§ érikban, ordinata a redukélt TTC mennyisége
200 —200 mg anyagban

azonosan viselkedik az élesztd és a borségyokér. A homogenizatumok ilyen
kiilonleges viselkedésére mas helyen tériink ki.

4. A baktériumos fertozés hatdsa. Az eléz6ekben megallapitottuk, hogy
kb. 15 éras inkubacié sziikkséges ahhoz, hogy valamennyire is realis és helyes
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értéket kapjunk. Ez a hosszi inkubéciés idé azonban felveti a baktériumos
fert6zés kérdését, ez viszont — a mikroorganizmusok kozismerten nagy
dehidrogenazaktivitasa miatt — a mérés eredményét er8sen meghamisitja.
A mikroorganizmusok nagyfoki elszaporodasatél annél is inkabb lehet tar-
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2. dbra. A baktériumos fertézés hatdsa az iddgorbe lefutdsira. Kiilonb6z6 mennyiségii, nem

sterilen kezelt borségyokér kiilonb6z ideig tarté inkubiciéja alatt a gyokérben (folytonos

vonal), és az oldatban (szaggatott vonal) keletkezett formazin mennyisége gamméikban.

Abszcissa : inkubadtum mennyisége mg-ban (A) és az inkubéciés idé éraban (B), ordinata :
a keletkezett formazédn mennyisége gamméban

tani, mert az inkubalas koériilményei (héfok, pH, szubsztratok) rendkiviil
kedvezbek. Ezért lehetdleg baktériummentes inkubaciés koriilményekre kell
torekedniink. Ez utébbit két médon érhetjiik el : 1. A baktériumok szaporo-
dasat gatlo vegyiiletek hozzaadasaval az inkubalé elegyhez. Tekintettel arra,
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hogy az ilyen anyagok rendszerint az enzimmikodés gatlasaval hatnak, ezt
a modot el kellett vetniink, nehogy a hozzaadott baktériosztatikus anyag
mérési eredményeinket meghamisitsa. 2. A masodik 1t lényegesen jarhatébb-
nak mutatkozott, vagyis az, hogy a baktériumszamot mar a kiindulasnal a
lehets legminimalisabbra csékkentsiik. Ezt gy oldottuk meg, hogy a vizs-
galandé szovetdarabokat inkubalas eldtt 20 percig folyovizben mostuk, a
szubsztratot, puffert és desztillalt vizet pedig hével sterilizaltuk. Ha a gyokér-
darabok el6zetes mosasat elhagytuk, a gydkérdarabok kozott mar az inkuba-
ci6 elsé 6raiban piros felhd jelent meg, jelezve a nagymértékben szaporodé
baktériumok jelenlétét. A felh8 egyre nagyobbodott, mig 10—15 6ras inkubacié
utian a teljes oldat intenziv piros lett. El8szor arra gondoltunk, hogy ez
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3. dbra. Az objektum elGkezelésének hatdsa (sterilizdlas) az idGgorbe alakuldsira. 100 mg
borségyokér a szovegben emlitett elGkezeléssel (I) és elGkezelés nélkiil (II). Inkubalva 10 2
M succinédt jelenlétében. Ia és Ila az oldatban keletkezett formazén mennyiségét jelzi

valami médon, a szévetekbdl az oldatba kijuté enzim miikodésének eredménye,
vagy esetleg a szovetek feliiletérsl keriil az oldatba. A kezdetben mosas
nélkiil felhasznalt gyokereknél az eredmények nagy szérasa a kérdés behatébb
vizsgalatat tette sziikségessé. Hogy a baktériumok szaporodasit jobban
el8segitsiik, a tovabbiakban az inkubalast aeréb korilmények kozott végeztiik.

El8szor, a helyzet attekintése céljabol kiilonb6z6 mennyiségli borsé-
gyokér inkubaldsa mellett mértiik az endogén és exogén formazin mennyi-
ségét. Ezekben a vizsgdlatokban minden el6zetes tisztasigi rendszabalyt
mellgztiink, tehat a gydkérdarabokat nem mostuk és az oldatokat nem
sterilizdltuk. Az eredményeket a 2. dbra mutatja a bemért mennyiség (A)
és az inkubaciés id§ (B) fiiggvényében. A 3. abran viszont a félsterilen, illetve
anélkiil végzett parhuzamos kisérlet eredménye lathaté. Az abrakbél igen
szembetling, hogy a baktériumok elszaporodéasa folytan az inkubacié 20-ik
orajaban az oldat formazantartalma csaknem eléri a gyokerekét. A félsterilen
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végzett kisérletekben viszont az oldat formazankoncentraciéja a gyokérének
csak mintegy 129%,-a. Javasolt, aranylag egyszert rendszabalyaink tehat bizto-
sitjak a baktériumos fert6zés elkeriilését, olyan mértékben, hogy az a mérés
végeredményét mar szambavehetSen nem befolyasolja. Az abrakbél az is
konnyen megéllapithaté, hogy a baktériumok jelenléte nemcsak az exogén
formazan képzésével okoz zavart, hanem azzal is, hogy a vizsgalt szévet-
darabok feliiletére tapadva gatoljak a TTC-nek a szévetekbe valé bejutasat.
Ennek kovetkeztében aztan mind az enzimmennyiség, mind pedig az idé-
fiiggvényként felvett gorbék a szabalyos egyenes lefutas helyett ellaposodnak.
Ez az ellaposodas a mennyiségi gorbéknél azt eredményezi, hogy a felvett
gorbe nem a O pontban metszi az ordinatat, hanem feljebb, azt a benyomast
keltve, hogy a keletkezett formazan mennyisége nemcsak egyediil a bemért
anyag mennyiségétdl fiigg, hanem még egy masik tényez5tél is, mely az egész
gorbét ,feljebb” tolja. Az id6gorbéknél, mint emlitettiik a TTC behatolasanak
gatoltsiga okozza az ellaposodast. Mindkét zavard jelenség elmarad, ha fél-
sterilen dolgozunk, mint ahogy azt mir az elébbiekben is kifejtettiik. Erdekes
még megjegyezni, hogy az oldat (exogén) formazantartalmanak valtozisa a
baktériumok ismert szaporodasi giorbéjével analég lefutast. Ez a jelenség
kiilonosen a 3-ik abran lathat6 jol. A kb. 10 6raig tartélag-fazis utan a formazan-
képzddés gorbéje is atmegy a logaritmikus szakaszba.

Mindezek alapjan tehat bizonyitottnak vehetjiikk, hogy az emlitett
zavarok, melyeket a baktériumok okoznak, el6irasunk szerint eljarva,
elkeriilhetk.

A kisérleti eredmények értékelése

Munkank soran felmeriilt annak sziikségessége, hogy tobbféle dehidro-
gendz aktivitasinak egyidejii meghatarozasara alkalmas mddszert dolgoz-
zunk ki, illetéleg novényi anyagokra tegyiink alkalmazhatéva. A dehidro-
genazaktivitds meghatarozasa TTC-vel eddig csak féleg allati szévet-homo-
genizatumokra, illetéleg baktériumszuszpenziokra volt kidolgozva. A médszer
alapos kritikai vizsgalatat sem végezték el. Az eddig ismertetett médszerek
elhanyagoljadk az endogén szubsztratok jelenlétét. Médszeriink az eddig
leirtakkal szemben lehetdvé teszi kiilonb6z6 dehidrogenazok egymas melletti
meghatarozasat szériavizsgalatokra alkalmas gyorsasaggal. Kikiiszéboli az
endogén szubsztrat altal okozott és az eddigi irodalomban kellen nem mélta-
nyolt hatdasit a hosszi inkubaciés idd dtjan. Az endogén szubsztrit okozta
zavaré hatast azonban nem kiiszobolhetjiik ki teljesen azaltal, ha a lefirt
médszer szerint 15 6ras inkubacié végén meghatarozzuk a szubsztratos és
kontrollminta formazéantartalmat s a kett kiilonbségét tekintjiik az aktivitas
mértékének. Ez az eljarasméd csak akkor alkalmazhaté, ha biztosak vagyunk
abban, hogy az &sszehasonlitandé objektumok endogén szubsztrattartalma
kozel azonos. Ha ezt a hibalehetéséget is ki akarjuk kiiszébélni, vizsgalati
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anyagonként teljes id6gorbét kell felvenniink, hogy a két giérbének (szub-
sztratos és kontroll) egymassal, illetve a kontroll vizszintes részével alkotott
szoget, és annak irdnytangensét megallapithassuk. Gyakorlatilag elegendé
lényegében harom érték meghatirozasa, melyek segitségével megszerkeszt-
hetjiik a két iddgorbe megkozelitd lefutasat (4. abra). A két idGgorbe, ahogy
azt az 1. Abran is lathattuk, lényegileg harom részb6l all. A szubsztratos és a
kontroll gorbe az endogén szubsztrat elfogyasaig egyiitt fut, ezutan a kontroll
csaknem vizszintes lesz, a szubsztratos pedig az enzim aktivitasanak megfelelGen
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4. dbra. Az id6gorbék sematikus megszerkesztése harom érték alapjan. (A4) sok, (B) kevés
endogén szubsztrattartalom esetén

kiilonb6z6 hajlasszogli. Az egyenesek megszerkesztéséhez harom érték ele-
gend§. Az A pont révid inkubacié utan meghatarozott kontrollérték, a gorbé-
nek még abban a szakaszaban, mikor az endogén szubsztrat nem fogyott ki
(a kontroll és szubsztratos gorbe értéke itt még csaknem azonos), B pont a
15 o6ras inkubaciéval kapott szubsztratos érték, a C pedig ugyanebben az
id6ben mért kontrollérték. E hirom pont birtokdban a szerkesztés dgy tor-
ténik, hogy a koordinatarendszer O pontjabél az 4 ponton keresztiil hizott
egyenes és a .C ponton keresztiil hizott, az X tengellyel parhuzamos vizszintes
metszéspontjaban levé D pont lesz a két gorbe elvalasi pontja, melynek
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abszcissza értéke az endogén szubsztrat kifogyasanak idejét jelzi. Mivel az a
pont sok endogén szubsztrat esetén pl. 9 6rara esik, kevésnél pedig pl. 3 6rara,
vilagos, hogy az inkubaicié 15-ik érajaban mért értékek mast és mast jelentenek,
holott a dehidrogenéazaktivitas esetleg egyenld lehet, mint az a példaképpen
megszerkesztett abran is lathat6. Ezért a tovabbiakban . egységesen tugy
jarunk el, hogy az aktivitds mértékének a két gorbe szétvalasa utan a 10. 6ra-
ban talalt kiilonbséget tekintjiik (x), mely igy aranyos lesz az a-szog
tangensével.

Az a koriilmény, hogy a kontroll gorbéje az endogén szubsztrat kifo-
gyasa utan nem teljesen vizszintes, a szerkesztéssel kapott eredményt alig
befolyasolja.

A meghatéarozasi médszert tehat aszerint valasztjuk meg, hogy a vizsga-
landé probléma milyen pontossagot igényel. A legtébb esetben tébb 1009,-o0s
aktivitaskiilonbség megallapitasardl van sz6. Ez esetben kielégit6 a munkank
elején leirt, két érték felvételén alapulé standard médszer. Ha nagyobb pontos-
sag sziikséges, illetve kisebb kiilonbségeket kivanunk kimutatni, akkor esetleg
a teljes idGgorbék felvételére kell torekedniink. Ha pedig a TTC behatolas és
a szubsztrat tovabboxidalédasdnak egyeldre ismeretlen mértékid hatasat is
el akarjuk keriilni, akkor a lényegesen koriilményesebb szubsztratfogyas meg-
hatéarozé analitikai médszerekhez kell folyamodnunk.

Meg kell még jegyezniink, hogy a dolgozatban kézéltek csak egy részét
képezik médszertani vizsgalatainknak. Mas kisérleti tényezdk, igy pl. a szub-
sztrat koncentraciéjanak, TTC koncentraciéjanak, az enzim mennyiségének
hatésa és az additivitas kérdése tovabbi dolgozat targyat képezi.

Osszefoglalas

Vizsgalatokat végeztiink azoknak a kisérleti feltételeknek megéallapita-
sara, melyek mellett sok endogén szubsztrattartalmi novényi anyagban
kiilonb6z8 dehidrogenazok aktivitisa egyméas mellett kielégité pontossaggal
meghatarozhaté. Vizsgalataink eredményeit az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze :

1. A vizsgalandé anyag homogenaldsa az aktivitas-értékek nagyfoku
csokkenését eredményezi s azonfeliil az id6gorbe lefutasa és a szubsztrat hozza-
adéasanak hatasa tekintetében is nehézségek meriiltek fel, ezért a meghatarozast
ép szovettel, ill. sejtekkel célszerti végezni.

2. Sok endogén szubsztratot tartalmazé névényi szévetek esetében a
szubsztrat hatasara és a kontrollként felvett szubsztriatnélkiili reakcié idd-
gorbe elsé szakasza egymast fedi, tehdt inkubaciés id6ként néhiny éra nem
alkalmas. : '

3. A szubsztrat nélkiil felvett gorbe egy bizonyos inkubiciés id§ utan
ép szovetek hasznalata esetén lelapul, valészintileg az endogén szubsztratok
kifogyasa kovetkeztében. A szubsztrat hozziadasa esetén felvett gorbe
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emelkedése tovabb tart. A két giorbe egymassal alkotott szogének tangense
aranyos a vizsgalt enzim aktivitasaval.

4. A hosszi inkubaciés id6 alkalmazasa esetén fellépd, a baktériumok
szaporodisa okozta hibalehet8ség nagyrészt elkeriilhetd, ha a kiindulasi
baktériumszamot a kisérleti objektum alapos mosasaval és az oldatok el§-
zetes sterilizalasaval a lehetd legkisebbre csokkentjiik.

5. Végezetiil sémat kozoltiink a kiillonb6z8 endogén szubsztrattartalom-
mal rendelkez§ kisérleti objektumok esetében torténd aktivitasmérések
gyors elvégzésére és az eredmények értékelésére.

IRODALOM

1. Booin J. H., Lu K. H. and WEsT L. W.: Reduction of triphenyltetrazolium chloride
by mitotically active and blocked embryonic cells. Biol. Bull. 102. 16—21 (1952).

2. CASTELLANI A.: L’impiego dell’etanolo e del formazano nella determinazione della
succinodeidrogenasi sicondo Kun a Abood nei tessuti animali. Boll. Soc. Ttal. Biol.
Sper. 30. 450—451 (1954).

3. CuiarionI T. et Fiaccaporr F. : Sulla dimostrazione quantitative dell’attivata deidrasica
dei tessuti con il cloruro di trifenil-tetrazolo. Arch. Sc. Biol. (Bologna), 38. 33—46
(1954).

5. Faamy A. R. and WarLsm E. O’F.: The quantitative determination of dehydrogenase
activity in cell suspensions. Biochem. J. 51. 55—56 (1952).

4. DEFENDI V. and PEArRsonN B.: Quantitative estimation of succinic dehydrogenase
activity in single microseopic tissue section. J. Histochem. Cytochem. 3. 61—69 (1955).

6. Grock E. and JENSEN C. O.: The colorimetric determination of plant succinic dehydro-
genase. J. Biol. Chem. 201. 271—278 (1953).

7. JAmBor B., RoBERTs L. W. és Dfvay M. : Kisérleti feltételek hatdsa novényi szévetek
TTC felvételére és redukciéjara. Elgadas. Biol. Téarsasiag. 1957.

8. Kux E. and ABoop L. G.: Colorimetric estimation of succinic dehydrogenase by tri-
phenyltetrazolium chloride. Science. 109. 144—145 (1949).

9. LaeNapo J. R. and SourkEs T. L.: The enzymatic reduction of tetrazolium salts by
amines. Canad. J. Biochem. Biophys. 34. 1095—1106. (1956).

10. LENHARD G. : Die Dehydrogenaseaktivitit des Bodens als Mass fiir die Mikroorganismen-
titigkeit im Boden. Z. Pflanzenern. Diing. Bodenk. 73. 1—11 (1956).

11. LINDENMANN J. : Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid zur Messung der Dehydrogenaseaktivitit
von E. coli. Z. Path. Bact. 17. 311—320 (1954).

12. MARRE E. et ARRIGONI O.: Determinazione ,,in vivo™ dell’attivata deidrogenasica mediante
la tecnica al tetrazolio. Nuovo J. Bot. Ital. 61. 21—28 (1954).

13. Price C. A. and TaiMANN K. V.: The estimation of dehydrogenases in plant tissue.
Plant Physiol. 29. 113—124 (1954).

14, REINER J. M. : The induction of gluconocinase in Escherichia coli. J. Bact. 70. 224 —232
(1955).

15. RuTENBURG A. M., GorsTEIN R. and SELicMAN A. N.: Preparation of a new tetrazolium
salt which yields a blue pigment on reduction and its usein the demonstration of enzymes
in normal and neoplastic tissues. Cancer Res. 10. 113—121 (1950).

16. Saro S.: The histochemical detection of succinic dehydrogenase with 2,3 5-triphenyl-
tetrazolium chloride. Bot. Mag. Tokyo. 66. 277—285 (1953).

17. Saro S.: A supplemental report on the reduction of TTC by plant embryo slices. Bot.
Mag. Tokyo. 68. 315—319 (1955).

18. Smite F. G.: The mechanism of the tetrazolium reaction in corn embryos. Plant Physiol.
27. 445—456 (1952). X

19. Sprinz H. und WarpscamipT —Lerrz E. : Uber die Aktivitit von Bersteinsiuredehydrase
und Katalase der Leber nach der ‘Einfithrung von Lebergiften. Z. Physiol. Chem.
293. 16—32 (1953).

20. SUMNER J. B. and MYrRBACK K. : The Enzymes, II. part. 1. Acad. Press. New-York. 1951.

21. ZoLLNER N. und RotHEMUND E.: Beobachtungen iiber die Messung der Aktivitit der
Bernsteinsiuredehydrase. Z. Physiol. Chem. 298. 97—109 (1954).



Eotvos Lordnd Tudoményegyetem Novényélettani Intézetének
(Igazgaté: Dr. Frenyé Vilmos egyet. tanar) kozleménye

A NOVENYI DEHIDROGENAZOK AKTIVITASANAK

MERESE TRIFENILTETRAZOLIUMKLORIDDAL (TTC)

II. A TTC SZUBSZTRAT ES ENZIM KONCENTRACIO-
JANAK HATASA*

JAMBOR BEfrA és DEVAY MARTA

El6z6 kozleményiinkben (3) az inkubaciés id§, és a baktériumos fertdzés
befolyasaval, ill. az e tekintetben kévetendd eljarassal foglalkoztunk méd-
szeriinkkel kapcsolatban. Megallapitottuk, hogy az endogén szubsztratok
jelenléte a kapott eredményt a szokasos révid inkubaciés id6 alkalmazasa
esetén meghamisitja s ezért sokkal hosszabb, 15 6ras inkubalas sziikséges,
hogy addigra az endogén szubsztratok elfogyjanak. Minthogy ilyen hosszi
inkubalas viszont baktériumos elszaporodast okozhat, ennek a kérdésnek
vizsgalatat is elvégeztiik és megadtuk ezen zavar kikiiszobo6lésének méodjat.
Végiil pedig azt talaltuk, hogy a vizsgaland6 anyag homogenizalasa tovabbi
bonyodalmakat okoz s ezért a meghatarozasnak ép sejtstruktiraji anyaghan
valé kivitelezését tartjuk megfelelének. Ezittal egyéb kisérleti feltételek hata-
saval, ill. azok helyes megvalasztasival kivanunk foglalkozni.

Kisérleti rész

1. Anyagok és modszerek az el6z6 kozleményiinkben leirtakkal (3) nagy-
jabol azonosak voltak. Az ott megadott standard médszert a feltételek valto-
zasanak az eredméunyre gyakorolt hatasat kideritendd, eztttal is esetrdl esetre
a célnak megfelelGen varialtuk.

2. A szubsztrdt koncentrdcié hatdsa

Egyik el6z6 kézleményiinkben kimutattuk (4), hogy a magasabb szub-
sztrat koncentraciok gitoljak a borségydkereknél a behatolt TTC redukciéjat,
magara a behatolasra azonban nincsenek hatéassal. A kérdést az aktivitas-
meghatarozasi médszer szempontjabél sziikségesnek latszott behatébban meg-
vizsgélni. Vizsgalataink az el§z6 kozleményben targyalt (4) borostyankédsav
mellett glutaminsavra is kiterjedtek, tovabba valtoztattuk az inkubéciés idé
hosszat is. A kapott eredményeinket az 1. és 2. abra foglalja 6ssze. Lathaté,
hogy mindkét objektum és mindkét vizsgalt szubsztrat esetében a 10 2 M

* A Magyar Biolégiai Tarsasdg I. Vandorgyiilésén elhangzott elﬁadiis, o : :

11 Biol. Csop. Kaozl, I1I/3—4,
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koncentréicié mutatkozott a legmegfelelsbbnek. Ennél magasabb koncentraciék-
nal kifejezett gatlhatas 1ép fel. Az alacsonyabb koncentraciok pedig(pl. 1074 M)
igen gyorsan elhasznalédnak és ezzel a reakcidsebesség erds csokkenését idézik
el hosszabb inkubacié esetén.
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1. dbra. 100 mg borségyokér dltal redukilt TTC mennyisége kiillonb6z8 glutaminsav, illetve
borostyédnk@sav koncentriciok esetében. x tengely: 6ra, y tengely: gamma TTC

3. A4 TTC Fkoncentrdciéjanak hatdsa

Amint a 3. abra mutatja a formazan képzédés a kiils§ oldat TTC kon-
centraciéjaval logaritmikus oOsszefiiggést mutat a vizsgalt koncentracié-
hatarok kozdtt. Ez varakozasunknak nem felel meg, mivel a reakciékinetika
térvényei szerint magival a TTC koncentraciéval és nem annak logaritmusa-
val kellene egyenes aranynak mutatkoznia. Ez az eltérés véleményiink szerint
onnan eredhet, hogy a redukciénal nemcsak egyszerli kémiai reakciérél lehet
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26, hanem végeredményben a behatolas és esetleg egyéb, még eddig nem ismert
tényezdknek is fontos szerepiik lehet. Ezek koziil a tényezdk kéziil figyelmet
érdemel a TTC toxicitasa, mely esetleg a koncentraciétol fiigg6en gatolhatja
magéat a formazan képzédést is (6). Féleg ez a koriillmény, meg a TTC viszony-
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2. dbra. 100 mg pékéleszt6 altal redukalt TTC mennyisége kiilonb6z8 glutaminsav, illetve
borostyankésav koncentriciék mellett. x tengely : 6ra, y tengely gamma TTC

lag magas ara figyelembevételével ajanlatos a TTC koncentraciéjat a lehetd
legalacsonyabbnak valasztani. Vizsgalataink szerint mar 10 ~® M hasznalata
esetén jol mérhet6 eredményeket kapunk. A kiils6 TTC koncentraciét tiz-
szeresére emelve, a formazan képz8dés csak kétszeresére emelkedik. A MARRE
és ARrIGONI (6) altal eléirt 1,59, -0s, kb. 5,10~ > M koncentraciét nem tartjuk
elényosnek, mert ezeknél a koncentracicknal mar erdsen érvényesiil a TTC
mérgez6 hatasa.

L
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4. A kiilonbizo szubsztratumok egyidejii hatdsa

Ha a vizsgalandé objektumhoz egyszerre tobb szubsztraitumot adunk,
varhaté, hogy a formazan képzidés mértéke a szubsztratumok egyenkinti
alkalmazasanal nyert értékek osszegez8désének lesz az eredménye. Viszont
Price és THIMANN (7) megemlitik minden kisérleti adat nélkiil, hogy tébh
szubsztrat egyidejl hatasa nem additiv. A kérdés meghatarozasi médszeriink
szempontjabol azért lényeges, mert az additivitas fennallasa a médszer meg-
bizhatésagat novelné. A kérdést megvizsgaltuk annak eldéntésére, hogy az
additivitds hogyan alakul ép és homogenilt objektum esetében és hogy
DPN, illetve éleszt6fézet hozziaadisa noveli-e az additivitas mértékét. Fel-
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3. d@bra. A TTC koncentraciojanak hatdsa a redukcié mértékére. 100 mg borségyiokér (A) és
élesztd (B) altal 15 ora alatt redukalt TTC mennyisége, az inkubaciés oldat TTC koncentra-
cidjanak fiiggvényében

tehet8 volt ugyanis, hogy a dehidrogenazok és a TTC koézott kozvetitsd egyik
vagy masik tényezd elégtelen volta okozza az additivitas csokkenését. Ered-
ményeinket az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze. A tablazatban megadott értékek
a kontroll levonasaval, illetve szamitas dtjan kapott (a szamolasi sémat el6zd
kézleményiinkben targyaltuk) formazanmennyiségeket jellik gammaban
kifejezve.

Az adatok attekintésekor az alabbi térvényszertliségeket lathatjuk :
@) A homogenizitumban az additivitas altaliban nagyobbfokd, mint ép
sejtekben. Utébbinal a hozzaadott masodik szubsztratnak alig van hatasa.

b) A szubsztrat koncentricié csokkenése csak kis mértékben emeli az
additivitas mértékét. ‘ 5

Tobb esetben megkiséreltiik az alacsony additivitast 1 mg DPN, illetve
2 ml éleszt6f6zet hozzaadasaval emelni. Ez azonban nem sikeriilt. A homo-
genizitumnal észlelt csaknem 1009%-0s additivitas arra latszik mutatni,
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hogy ép sejtekben az egyes szubsztratok a redukcié helyére valé jutasban
egymast gatoljak és nem feltételezhets, hogy valamilyen ,,szlik kereszt-
metszet” akadalyozza a teljes additivitast. Ezt az elképzelésiinket tamasztja
ala az a megfigyelésiink is, mely szerint sem DPN, sem pedig FAD nem fokozza

lényegesen az additivitast. Ha a korlatozé tényezdk ezek volnanak, akkor

a kisebb additivitast okvetlen hbmogenizétumban kellett volna észlelniink,

mivel a homogenizalas kiovetkeztében ezek az oldhaté kofaktorok erésen

-

1. tablazat

Tobb szubsztrat egyidejii hatisinak addicidja

Redukalt TTC Addicié
Tnkubécits gamméban mértéke
Vizsgéalt anyag Szubsztrat ids, 6ra 100a
a) mért |b) szamitott SR/
Ep. bgy. 102 M gluts, suce. 20 166 288 58
160 mg 104 M gluts, suce. 88 144 61
hom. bgy
200 mg 24 28 86
300 55 10-2 M gluts, succ. 6 40 46 87
400 ,, 36 42 85
30047 48 50 96
ép. élesztd
100 mg 18 34 53
200 ,, 38 76 50
300 ,, 52 96 54
400 , L : 64 104 61
et Tk 10—2 M gluts, suce. 6
200 mg 64 67 96
800" 68 12 94
400 ,, 74 80 95
500 ,, 80 80 100
Hom. bgy 20
400 mg 10—3 M gluts, succ. 6 190 192 99
ép élesztd
400 mg ) 10 18 55
bt Baaned 10—2 M gluts, succ. 6 2
400 mg 162 158 100
ép. bgy. } jf1072 M gluts, suce. 20 112 160 70
100 mg FLO=S M 3 68 82 83
hom. bgy | JOFR. S o .2 o 89 98 90
400 mg | 1O e 15 19 79
ép élesztd } i KUl g ees (o 20 88 128 69
100 mg 1078 M= o oy 60 66 90
hom. élesztd LO=2M: = o, X 6 59 74 79
400 mg F0=3r = s, 55 40 45 88

Hasznalt réviditések : bgy :

mat, succ.: szukeinat.

3 napos borségyékér, hom : homogenizilva, gluts: gluta-
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felhigulnak. Valészinlinek latszik azonban, hogy ezen koenzimek még fel-
higitott allapotban is bdven elégnek bizonyulnak az inkubaciés id§ alatt.

A kozolt tablazatban igen feltiind még, hogy mig ép sejtek esetében
a kiilonb6z8 beméréskor kapott formazanmennyiségek aranyosak a bemérés-
sel, addig homogenizitumnal csaknem fiiggetlenek ettdl. Erre a kérdésre a
tovabbiakban még visszatériink.

Az additivitds hidnya, valamint a magas szubsztrat koncentracidk
gatlo hatdsa aggodalmat kelthet mddszerink meghizhatésagat illetGen.
Ezek a hibak azonban igen kénnyen kikiiszébolhet8k™ egyrészt a megfelels
szubsztrat koncentracié megvalasztasaval, masrészt a megfelel§ inkubaciés
idgvel. A hosszira valasztott inkubaciés id6nél, az endogén szubsztratumok
kifogyasa utan csak az altalunk hozzaadott egyetlen szubsztrat van jelen
és ezaltal a tobb (esetleg endogén mdédon jelenlevd) szubsztrat okozta hiba-
lehetdség elesik.

5. Az enzim mennyiségének hatdsa

Egy médszer meghizhatésaganak legbiztosabb kritériuma, ha a kapott
érték a hatéanyag koncentraciéjaval, illetve annak mennyiségével egyenes
aranyban all. Médszeriink haszndlhatésagat ebbél a szempontbél is meg-
vizsgaltuk. A kisérletekhez kiilonb6z8 mennyiségli borségyokeret, illetve
pékélesztét mértiink be. Az inkubaciés oldat sszetétele a szokasos volt, azzal
a kiilonbséggel, hogy szubsztratot nem adtunk a rendszerhez. Inkubaciés idé-
ként 15 o6ra helyett 6 o6rat valasztottunk azért, hogy az osszehasonlitas a
homogenizatummal lehetséges legyen. A homogenizatumok ugyanis 15 éra
alatt a vizsgalt legnagyobb bemérés esetén az sszes TTC mennyiséget el-
fogyasztjak, mely tény zavarhatja az értékelést. Kiilon szubsztritot ebben az
esetben azért nem adtunk a rendszerhez, mert mint mar emlitettiik, az endo-
gén szubsztratok az inkubéicié els6 hat 6rajaban még nem fogytak ki.
Az enzim mennyisége és a formazan képz8dés kozotti osszefiiggéseket a 4. dbra
mutatja. Lathaté, hogy ép sejtek esetében a keletkezett formazan mennyisége
a bemért anyagmennyiséggel egyenesen aranyos, viszont homogenizitummal
ez az Osszefiiggés expomnencialis. A homogenizitumok gorbéje megfelelt a
varakozasunknak, minthogy a vizsgalandé anyag mennyiségének fokozasa-
val nemesak az enzim mennyisége nétt, hanem gyarapodott a rendszerbe
keriilt endogén szubsztrat mennyisége is. A redukcié mértékét az a = keyc,
egyenlet fejezi ki, ahol k aranyossigi tényezd, ¢, az enzim, c, pedig a szub-
sztrat koncentraciéja. Az enzim koncentracijaval a bevitt szubsztrat
koncentraciéja is n§ és igy az aktivitasgorbe felfelé hajlik. Ep sejtek esetében
a gorhe véleményiink szerint azért nem koveti ezt a torvényszerliséget, mert
ez utébbi esetben nem egy homogén rendszerrdl van szé, hanem egymastol
fiiggetleniil redukalé sejtekrsl. fgy a mért aktivitas csak a sejtek szadmaval
lesz egyenesen arinyos. A homogenizdtumban mutatkozé viszonylagosan
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alacsonyabb aktivitds azzal magyarazhato, hogy ép sejtekben az Osszes
tényezbk a sejten beliil viszonylag koncentraltabb formaban fordulnak elg,
homogenizalaskor azonban a reakcié résztvevéinek oldhaté tagjai sokszoro-
sukra higulnak. Nagy, 0,6 g feletti bemérések esetén a redukcié mar tidlhaladja
az ép szoveteknél kapott értékeket. Ez a jelenség arra utal, hogy val6sziniileg
ilyen nagy bemérések esetén mar elGtérbe jut a homogenizalas elénye, vagyis,
hogy a struktira elroncsolasa kévetkeztében a TTC kénnyebben jut a redukeié
helyére. Ep sejtek esetében ugyanis a TTC bejutasanak korlitozé tényezsje
a sejtek permeabilitisa. Ez a mennyiségi girbe menetét nem befolyasolja,
mert a beméréstél fiiggetlen. Homogenizatumoknal a kofaktorok felhigulasa
korlatozé tényezivé valhat. Ez utébbi jelenség viszont erdsen fiigg a bemérés-
t6l és nagy mennyiségek hasznalata esetén megsziinik korlatozé tényezd lenni.

A fentebb kifejtettek felvetik annak lehetségét, hatha megoldhaté
valamiképpen a homogenizatumban valé dehidrogenaz-aktivtas-mérés. Ennek
az lenne az igen nagy elénye, hogy a permeabilitas, mint limitalé tényezd,
kikiiszobolhets lenne, ezenkiviil esetleg az inkubaciés idd is lerdvidithetd
volna. Hogy egyeldre mégis az ép anyag vizsgalatat tartjuk elényosebbnek,
ennek az alabbi okai vannak : :

a) Homogenizalt anyag hasznalata esetén vagy nagy anyagkoncentracié-
val, vagy hozzaadott kofaktorokkal kellene a sziikséges kofaktorkoncentracié-
rol gondoskodnunk. Mindkét méd a vizsgalatokat igen megnehezitené és
megdragitana.

b) A magas bemérés még nem biztositja (0,6 g) a sziikséges kofaktor
koncentraciéjat, hisz itt még a mennyiségi gorbe emelkeds szakaszaban
vagyunk, a gorbe még mindig exponencialis.

c) Teljesen bizonytalan, hogy a homogenizilas okoz-e tényleges aktivi-
tascsokkenést és ez esetleg milyen mérvi lehet (a higulason kiviil).

d) A homogenalt anyag igen gyorsan autolizalédik, s kétes, hogy talal-
haté-e egyaltalan olyan inkubaciés idd, mikor az autolizis még elhanyagol-
haté, viszont az endogén szubsztrat nem zavar, de ugyanakkor a hozzaadott
szubsztrat hatasara mar j6l mérhetd formazan képz8dést kapunk. Ilyen fel-
tételek iranyéaban tovabbi vizsgilatok folynak, mivel szamos névényi objektum
(pl. burgonya-gumé) annyi endogén szubsztratot tartalmaz, hogy azok még
24 orai inkubalas alatt sem fogynak el, ép szivettel végezve a vizsgilatot.
Ilyen esetekben a dehidrogenaz-aktivitas mérése esetleg homogenatum vizs-
galataval tgy-ahogy, mégis megoldhatd, az emlitett hatranyok ellenére.

A 4. abra elemzésekor még az is megfigyelhetd, hogy az ép élesztivel
felvett gorbe nem fut O-ba, hanem az ordinatat kb. 50 gamma értéknél metszi.
Hasonl6 jelenséget mar el6z8 kozleményiinkben (3) is leirtunk, hosszabb .
inkubaciés id8k hasznalata esetén. Annak okaul ott a baktériumok elszaporo-
dasat jeloltiik meg. Jelen esetben a latszélag hasonlé jelenség oka azonban
egészen mas, hiszen a hat 6ras inkubacié alatt baktériumok elszaporodaséaval
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nem szamolhatunk. Ezt az anomaliat csak az éleszt6 gorbéje mutatja.
Az élesztének azt a viselkedését jol magyarazhatjuk az 5. abra elemzésével.

Léathaté, hogy a mennyiségi giorbe lényegében két egyenesbél tevédik
ossze. A 10 mg alatti meredek rész azzal kapcsolatos, hogy ilyen élesztd-

J
(RIRE Ab206ra

7000 +

00 200 300 400 500 mg

4. dbra. Az enzim mennyiségének hatésa a TTC redukciéjara. Kilonbozé mennyiségii borsé-

gy0kér (A) és éleszts (B) altal redukalt TTC mennyisége ép (a), illetve homogenalt (b) alla-

potban, szubsztrdt hozzdaddsa nélkiil, 6 éraig inkubalva. Egy gorbe (Ab 20 éra) 20 6ras
inkubéciéval késziilt

TTC
50

20 40 60 80 mg
5. abra. Kiilonboz6 mennyiségii éleszt6 altal 6 6ra alatt redukalt TTC

mennyiség még nagyjabél szuszpendalva marad, a magasabb beméréseknél
azonban az élesztd hamar leiilepszik s igy a TTC-nek a sejtbejutésa igen meg-
neheziil. Ilyen magas beméréseknél aztan az élesztd dgy viselkedik, mintha
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osszefiiggé szovet volna. Ez a megfigyelésiink is azt mutatja, hogy milyen
szdmottevs tényezd a dehidriogenaz-aktivitas-méréseknél a behatolas sebessége.
A fentiekbdl az is kovetkezik, hogy sejtszuszpenzié és szovetdarab TTC
redukaloképességét csak akkor mérhetjiik dssze, ha el6bbi az inkubalas folya-
man esetleg dsszefiiggé réteggé iilepedne le. Visszatérve az 1. tablazattal

J
LG

500

< R IR T T T T
100 200 300 400 500 mg
6. dbra. Az enzim koncentriciéjanak hatdsa. Kiilonb6z6 mennyiségii homogenilt borségyékér
altal redukalt TTC mennyisége 10—-2 M gluts, succ hozzdadasival, és szubsztrit hozzdadésa
nélkiil. Inkubdciés idé 6 ora

W
Vi
A tej -
jsav
T7C alkohol
<00+ borostyankis:
asparaginsav
300-
200+ Glutamimsav
100
0 almasav

50 100 120, 55200 mg
7. abra. Az enzimkoncentrici6 hatisa a TTC redukciéjira. Kiilonboz6 mennyiségli borsé-

gyokér altal redukalt TTC mennyisége kiilonféle szubsztratok jelenlétében (a szubsztratmentes
kontroll érték levonva). Inkubaciés id6 15 6ra .

kapcsolatban tett utalasra, a homogenizalasnak az is kévetkezménye, hogy a
szubsztrat hozzaadasaval kapott giorbe parhuzamos a csak endogén szub-
sztrattal felvett gorbével (6. abra). A jelenség magyarazata a kovetkezé :
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a bemérés novelésével az oldatban levé endogén szubsztratok mennyisége is nd,
s a hozzaadott szubsztratnak egyre kisebb jelentésége van a formazan
képz6dés szempontjabol.

Az el8bbiekben csak a gorbék jellegét kivantuk megallapitani. Ezen-
kiviil azonban sziikségesnek latszott mig tgy is elvégezni a vizsgalatokat,
hogy az altalunk megéllapitott standard médszerhez tartva magunkat és a
szubsztratos és kontroll értékek kiilonbségét vizsgaljuk a bemérés fiiggvénye-
ként. Ezeket a méréseket tobb szubsztrattal is elvégeztik. A kisérletek
eredményeit a 7. dbra mutatja.

Az abran lathaté, hogy standard feltételek mellett képzddott formazan
mennyisége a beméréssel egyenesen aranyos. A kiilonb6z6 szubsztratokkal
kiilonb6z6 aktivitas értékeket kaptunk. Ezek a jelenségek mdodszeriink hasznal-
hatésagat bizonyitjak az ilyen jellegli vizsgalatokban.

6. A homogenizilds egyontetiisége :

Lattuk, hogy homogenizilt anyagban az enzimaktivitas az ép sejttel
kapott értéknek csak tortrésze. Ez a hanyados azonban nem 4llandé érték,
hanem a bemérés mennyiségének és az inkubaciés idének a fiiggvénye. Kisér-
_ leteink soran azt tapasztaltuk, hogy éleszt6nél kismértékii homogenizalas a
formazén képzddés fokozodasat eredményezi. A sejtek teljes szétroncsolasa
viszont erds aktivitascsokkenést okoz. A homogenizitumban térténd aktivitas-
mérésnek ez a tény tovabbi hatrinyit jelenti, mert igen nehéz megoldani,
hogy az ©sszehasonlitandé mintakat egyenld mértékben homogenizaljuk.
A homogenizilas mértékének hatasat igen jol szemlélteti a 2. tablazat. Itt
egyrészt azt vizsgaltuk, hogy a homogenizatumban a kiilon-kiilon eldorzsolés-
sel kapott eredmények hogyan szérnak. Egyttal figyelemmel voltunk arra is,
hogy azonos homogenizatum alikvot részeiben végzett aktivitas értékek hogyan
egyeznek.

2. tablazat
A homogenizilds mértékének hatdisa

0,5 g élesztd, 6 6ras inkubéacid, szubsztrat nélkiil. Gamma TF

I. homogenizalas ..... 380 365 372
II. homogenizalas ..... 430 420 419
III. homogenizalas . .... 650 680 655
IV. homogenizalas ..... 240 233 242
ep sejtels s st i 200 215 208

Az értékek vilagosan mutatjak, hogy egy homogenizatummal, valamint
ép sejtekkel kapott értékek szorasa 109, alatt marad, viszont a parhuzamos
homogenizal6dasok eredményei kozott mintegy 2009,-os kiilsnbségek is
vannak, annak ellenére, hogy megitélésiink szerint a homogenizalast azonos
kérilmények kozott, azonos mértékben végeztiik. A tablazatbél az is kitdinik,
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hogy ez alkalommal végzett, kiméletes homogenizalas az ép sejtek értékeinél
joval magasabb értékeket eredményez. E jelenség a TTC behatolasi sebességé-
nek fontos szerepére utal a kapott eredményben : kismérvi sériilése a sejtek-
nek megkonnyiti a behatolast és ez latszélagos aktivitasnovekedést okoz,
viszont a plazmaszerkezet teljes elroncsolasa, mint lattuk, az aktivitas nagy-
foki csokkenését eredményezi. A homogenizalas mértékének reprodukal-
hatatlansigaismételten megerdsitette azt az allaspontunkat, hogy az aktivitas-
méréshez ép sejtek hasznalatat ajanljuk.

Az adatok értékelése

Osszefoglalva az eddig elmondottakat és dsszehasonlitva az ép sejtek-
kel és homogenizatumokkal kapott kisérleti eredményeinket, megallapithat-
juk, hogy névényi objektumoknal, endogén szubsztrat jelenléte esetén az ép
szovetek hasznilata latszik a dehidrogenaz-aktivitas-mérések elvégzésére a
legmegfelelébbnek :

1. A standard médszerrel mért aktivitas a jelenlevd endogén szubsztrat
ellenére is egyenesen aranyos a beméréssel.

2. Jelentds autolizis még 20 6ra inkubalas alatt sem mutathaté ki.

3. Az endogén szubsztratok hamar kifogynak, és ezzel elesik az a hiba-
lehetdség, mely a nem teljes additivitasbél adédik tébb szubsztrat egyideji
jelenléte esetén. A hozzaadott szubsztratok okozta aktivitds emelkedés az
idé elérehaladtiaval mind kifejezettebbé valik. Ajanlatos ezért ép objektum
hasznalata esetén hosszabb inkubéaciés id§ hasznalata. Természetes, hogy
az endogén szubsztratok mennyisége kisérleti objektumok szerint valtozik,
ezért pontosrabb eredményhez jutunk az el6z6 kozleményiinkben leirt (3)
moédon meghatarozott harom érték alapjan eljarva.

Hogy a 107! M-os szubsztrat koncentraciék esetében mutatkozé erds
gatlohatas magyarazhaté-e esetleg a viszonylag témény oldat plazmolitikus
hatasaval (2), vagy esetleg mas okokra vezethetd vissza, azt még eddig eldon-
teni nem sikeriilt. Az errevonatkozé vizsgalataink folyamatban vannak.
Annyit azonban mar ezekbdl a kisérletekbdl is megallapithatunk, hogy a
dehidrogenaz aktivitdsdnak meghatarozasanal a szubsztrat koncentracié
1073 és 1072 M kozott legyen. Kisérleteink alapjan az utébbi értéket javasoljuk.

Hasonlé jelenségrdl szamoltak be Corzias (1), LAcNADO és SUURKES (5)
és VARGA (8). El6bbi szerz6k az amin-oxidaz gatlasat tapasztaltadk maga.
szubsztrat koncentracié esetében, utébbi viszont a borostyankdsav erds
nivekedés-gatlo hatasat tapasztalta. Itt kell megjegyezniink, hogy kisér-
leteink folyamén ez a gatléhatis nem minden esetben mutatkozott meg kétsé-
get kizaréan, kiilsnosen éleszténél. Nyilvan a vizsgalt objektum fiziolégiai
allapotaban beill6, mind ez ideig kézelebbrél nem ismert valtozas jatszik e
téren fontos szerepet. Vizsgalataink tovabb folynak abban az iranyban, hogy
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az atdolgozottt médszert tovabb finomitsuk, tébb névényre, illetéleg novény-
részre is kiprébaljuk, az alkalmazhatésagi hatarait pontosabban megallapitsuk.
Végezetiil e helyr6l mondunk koszénetet az Egyetemi Névényélettani
Intézet, és az Egyetem Alségodi Biologiai Allomasin dolgozé mindazon
munkatarsainknak, kik tanacsukkal munkankat tamogattak.

ﬁsszefoglalés

Megallapitottuk azokat a kisérleti feltételeket, melyek mellett endogén
szubsztratot tartalmazé névényi anyagokban a kiilonb6z6 dehidrogenazok
aktivitasa egymas mellett kielégitd pontossaggal, szériaszerien meghataroz-
hat6.Kikiiszoboltiik az endogén szubsztrat, a nagy szubsztrat koncentracio és az
egyes szubsztratok egymasra gyakorolt zavaré hatasat. Kimutattuk, hogy a
meghatarozasokat ép sejteken a legcélszertibb végezni, mert a homogenizalas
reprodukalhatatlan eredményeket ad és er8sen csokkentheti az enzim aktivi-
tasat. Raimutattunk a moédszer hibalehet8ségeire és korlatozé tényezdire is,
melyek azonban a széria vizsgalatokat nem zavarjik, illetve nem befolyasol-
jak lényegesen.
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