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JÁMBOR B É L A és D É V A Y MÁRTA 

A légzésben fontos szerepet játszó dehidrogenázok aktivitásának gyors 
és egyszerű mérése az anyagcserevizsgálatok szempontjából lényeges segít-
séget jelent. Sok idevágó metodikai munka látot t napvilágot, ezek legtöbbjét 
állati szövetek vizsgálatára dolgozták ki és növényi anyagokra nem mindig 
alkalmazhatók. E módszerek legtöbbje az alábbi három elv egyikét követi : 

1. Az oxigénfogyasztás mérése a WARBURG-technikával. 

2 . A met i lénkék elszíntelenedési idejének mérése (THUNBERG-módszer). 

3. A próbához adott szubsztrát fogyásának analitikai követése. 
A WARBURG-módszer költséges berendezést igényel és kivitele bonyolult, 

a THUNBERG-módszer aránylag egyszerű, de sok hibaforrással terhelt, a szub-
sztrátfogyás követése pedig hosszadalmas analitikai munkát igényel, ezért 
szériavizsgálatokra aligha felel meg. Ezen okok miat t az utóbbi években 
egyre több közlemény jelent meg a THUNBERG-módszer olyan változatát 
a jánlva, melyben indikátorként MK helyett tetrazoliumsók szerepelnek. 

Jelen közlemény célja a TTC-vel való dehidrogenázaktivitás-mérési 
módszer kritikai vizsgálata, és az ennek kapcsán kapot t eredményeink össze-
foglaló ismertetése. A tetrazoliumvegyületek fentebb említett előnyei — s nem 
kis mértékben divatbajövetelük — miatt sok kuta tó foglalkozik a módszer 
kidolgozásával. E módszereket állati (1, 2, 3, 4, 8, 9, 15, 19, 21), növényi 
anyagokra (6, 12, 16, 18), valamint mikroorganizmusokra (5, 10, 11, 14) 
dolgozták ki. Az egyes módszerek között lényeges különbség van több szem-
pontból : a) A vizsgálandó anyag inkubálása történhet szövet, illetve sejt-
szuszpenzió alakjában (1, 3, 4, 5, 10, 11, 12, 16, 17, 19), vagy homogenálva 
(1, 6, 8, 9, 15, 18, 19, 21). Néha a homogenizátumból készült kivonatot vagy 
tiszta mitokondrium preparátumot használnak, b) Indikátorként leginkább 
a TTC van elterjedve, más tetrazoliumsó hatásáról csak kevés kuta tó számol 
be (4, 6, 9, 15). c) Az eredményeket általában kvant i ta t ív alakban adják meg 
(extinkció, gamma-formazán), néha csak keresztekkel jelzett félkvanti tat ív 
adatokkal is megelégszenek (1, 16, 17). d) Az inkubációs idő 5 perc és 4 óra 

* A Magyar Biológiai Társaság I . Vándorgyűlésén e lhangzot t e lőadás. 
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között változik, teljesen függetlenül attól, hogy milyen anyagot vizsgálnak. 
e) Az eredmények általában a szubsztrátos és a hozzáadott szubsztrát nélkül 
kapot t kontroll értékek különbségeiből adódnak, egyes kutatók azonban az 
endogén szubsztrát esetleges jelenlétével sem törődnek (3, 10, 11, 12, 19). 
Ez utóbbi eljárást leginkább azzal indokolják, hogy az általuk vizsgált 
objektum nem tartalmazott endogén szubsztrátot. f ) Egyes szerzők csak az 
„összdehidrogenázaktivitás" mint valamely szummáris mutató megállapítását 
tűzték ki célul (1, 3, 10, 11, 12), ezek közül két kutató (3, 12) semmiféle 
szubsztrátot nem ad a rendszerhez, mások (4, 5, 6, 8, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21) 
különféle szubsztrátokkal kapot t értékeket kontroll nélkül használva tekin-
tik a megfelelő dehidrogenázok aktivitásának. Ezek közül a legtöbben csak 
1 — 1 dehidrogenázra korlátozták vizsgálataikat. A legtöbb kutató a boros-
tyánkősavdeliidrogenáz meghatározását dolgozta ki (4, 6, 8, 15, 16, 17, 18, 
21). Többféle dehidrogenáz egymás melletti mérésére is találunk utalásokat 
(5, 9, 15, 18). g) A módszereket kidolgozó szerzők legtöbbje egyes kísérleti 
feltételeknek a végeredményre gyakorolt hatását vizsgálta. Így nyomon-
követték a reakciók időbeli lefutását (4, 9, 14, 15, 18, 19), az enzim mennyiség 
(4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 18, 19, 21), a levegő jelenlétének (9, 12, 15, 21), 
az infiltrációnak (12, 17), az indikátor koncentrációjának (9, 10, 11, 12, 18) 
és az alkalmazott puffer minőségének (11, 17) hatását, h) A TTC-vel kapott 
eredményeket más H-acceptorok mérési adataival is összehasonlították 
(6, 9, 18, 21), valamint egyes esetekben megállapították a tetrazoliumvegyü-
letek gátló hatását is (9, 12). i) A tetrazoliumos módszert szemben a MK 
módszerrel „aerób" módszernek tekintik és az inkubálást minden esetben 
levegő jelenlétében végzik, csak egyesek (6, 9, 12, 15, 21) ajánlják az anaerob 
körülményeket. Az aerób inkubálás azonban igen helytelen, mert lehetőséget 
ad a terminális oxidáz-rendszerek működésére és ezáltal a dehidrogenázok által 
szállított hidrogénért a TTC-vel való versengésre, mely tény meghamisíthatja 
a mérési eredményeket. Az aerób inkubálás kizárólag anaerob légzéstípusú 
biológiai objektum esetén jogosult. A legtöbb esetben az aerób módon végzett 
inkubálás az eredményt felére, harmadára csökkentheti (12, 15, 21). 

Az ismertetett, és az eddig megjelent módszertani munkák — vélemé-
nyünk szerint — nem tisztázták megnyugtatóan az alábbi kérdéseket : 
1. A sok endogén szubsztrátot tartalmazó objektum esetében nem vették 
figyelembe megfelelő módon az endogén szubsztrát jelenléte okozta dehidro-
genázaktivitás értékét : még egy tetszés szerinti inkubálási idő után kapott 
kontrollérték levonása sem biztosítja a megfelelő eredményt. 

2. Nem tanulmányozták eléggé az inkubációs oldatnak az ép szövetekbe 
való bejutását. Amint arról már más helyen beszámoltunk (7), kb. 6 órai 
inkubálás szükséges ahhoz, hogy az inkubáló folyadék az 1 — 2 mm-es szövet-
darabokba behatoljon. Így az általában szokásos rövid, 1 — 2 órás inkubáció 
esetében az oldat penetrációja korlátozó tényezőként befolyásolja az eredményt. 
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3. Nem hasonlították össze növények esetében megfelelő módon az ép 
szövetek és homogenált anyag aktivitását, annak eldöntésére, hogy a meg-
határozás mennyire használható homogenált anyagban. 

4. Növényi anyagokban a kísérleti feltételek hatását amúgy is csak 
kevesen tanulmányozták és azok is csak mozaikszerűen, egyes kérdésekre 
szorítkoztak (6, 12, 18), vagy pedig csak félkvantitatív eredményeket közöl-
tek (16, 17). 

Az említett kérdések tisztázásával azt kívántuk elérni, hogy módszert 
javasolhassunk a különböző növényi dehidrogenázok egymás melletti meg-
határozásához, mely gyors, pontos és szériavizsgálatokra alkalmas. 

Kísérleti rész 

1. A kísérletekhez felhasznált anyagok : A mérésekhez felhasznált vegy-
szerek p. a. minőségűek voltak. 

Kísérleti objektumként Express-borsó (Pisum sativum, var. express) 
3 napos csíranövénykéinek a gyökércsúcstól számított 3 — 8 mm közötti 
darabkája szolgált. A csíráztatás sötétben, 27 C°-on történt. A csírázás egyen-
letessé tételére a maghéjat 6 órás duzzasztás után eltávolítottuk. A felhasz-
nálásra kerülő 5 mm-es gyökérdarabkákat külön e célra szerkesztett készülék-
kel vágtuk le oly módon, hogy először eltávolították a gyökerek első 3 mm-es 
darabkáját és ezután vágtuk a kísérletek alapjául szolgáló gyökérdarabkákat. 
Kísérleteink egy részét ugyanezekből a gyökérdarabkákból nyert homogeni-
zátummal végeztük. A homogenizálás finom kvarchomokkal, porcellán-
mozsárban történt. Összehasonlításul egyes esetekben boltból vásárolt 
(különböző minőségű) pékélesztőt is használtunk. 

2. Módszerek : 
a) Ép szövetek, illetve sejtek vizsgálata esetén a vizsgálati anyagból 

100 mg-ot lemértünk és egy, a következő inkubáló oldatot tartalmazó kém-
csőbe tet tük : 

2 ml 0,20 M foszfát vagy veronál-acetát puffer, pH = 7,5 
0,5 ml 0,1 M szubsztrát, p H = 7,5-ig semlegesítve 
0,5 ml 0,01 M TTC 
2,0 ml desztillált víz 
Gyökérdarabok vizsgálata esetén a baktériumos fertőzés lehetőségének 

csökkentésére azokat a meghatározások előtt 20 percig folyóvízben mostuk. 
A kémcsöveket ezután (rendszerint 40—50 db-ot egyszerre) vakuum-

exikátorba helyeztük. Az inkubálófolyadéknak a szövetekbe való hatolását 
háromszoros infiltrációval könnyítettük meg. A harmadik evakuálás után 
az exikátort N2 gázzal töltöttük fel. A nitrogénnel töltött exikátort 37 C°-os 
termosztátba helyeztük fénymentes körülmények közé. A 15 óra inkubációs 
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idő leteltével a kémcsövekben levő oldathoz 10 ml frissen desztillált acetont 
adtunk és bedugaszolás után, sötétben kb 24 órát állni hagytuk. Ez alatt az 
idő alatt a szövetekből a keletkezett formazán teljesen kioldódik. Az oldat 
tisztájában a formazán mennyiségét S50-es szűrővel Pulfrich-féle fotométerrel 
határoztuk meg. Az értékelés tiszta formazánnal készült standardgörbe 
alapján történt. 

Kontrollként hasonló körülmények között végzett, de külön szubsztrát 
hozzáadása nélkül készült próba szolgált. 

b) Ha a vizsgálatokat homogenizátummal kívántuk végezni, úgy a 
vizsgálati anyagot finom kvarchomokkal dörzsöltük el híg pufferben. A továb-
biakban ugyanúgy járunk el, mint ép szövetdarabok használata esetén, 
azzal a különbséggel, hogy inkubációs időként maximálisan 6 órát alkalmazunk. 

Meg kell jegyeznünk, bogy a fenti módszerünk tulajdonképpen nem 
maga a kiindulási eljárás volt, hanem éppen ellenkezőleg, kísérleti munkánk 
során alakult ki. Az áttekinthetőség és a rövidség kedvéért a továbbiakban 
már csak azokat a kísérleteinket említjük, melyek már a kidolgozott mód-
szer kritikai értékelését szolgálták. A grafikonokon és táblázatokon feltüntetett 
eredmények általában 4—5 paralell mérés átlagai. A megfigyelt jelenségek 
reprodukálhatóságát többszörös ismétléssel ellenőriztük. Az ismétlések során 
csak az adatok abszolút értéke változott, a görbék tendenciája, a megfigyelt 
törvényszerűségek minden esetében jól reprodukálhatók voltak. 

3. Az inkubációs idő hatása : E kérdés tanulmányozására végzett 
kísérleteinket az 1. ábra foglalja össze. Jól látható, hogy az ép és homo-
genizált anyag redukciós görbéjének időbeli lefutása egymástól nagy mérték-
ben eltér. 

A szubsztrát hozzáadása nélkül ép szövetdarabokkal végzett kísérletek-
ben a redukció időgörbéje az inkubáció 10-ik órája után ellaposodik, sőt 
csaknem vízszintessé lesz. Ez a jelenség arra utal, hogy az endogén szubsztrá-
tok valószínűleg ennyi idő alatt kifogynak. Ezt a lehetőséget bizonyítja az is, 
hogy szubsztrát hozzáadása esetén a görbe csaknem egyenesen folytatódik 
tovább és csak 15 — 20 óra után kezd ellaposodni (élesztőnél). Ez utóbbi 
ellaposodásnak többféle oka lehet : 1. A hozzáadott szubsztrát kifogyása ; 
2. TTC kifogyása ; 3. Csökken a dehidrogenáz aktivitás. 4. A felhalmozódott 
oxidációs termékek gátolják a további enzimműködést. 5. A kiváló formazán 
gátolja további TTC mennyiségeknek a redukció helyére való jutását . Leg-
valószínűbbnek az utolsó feltételezés látszik, egyértelműen Lindenmann (11) 
megállapításával. A keletkezett formazán mennyiségéből könnyen lehet követ-
keztetni arra, hogy minden valószínűség szerint sem a szubsztrát, sem pedig 
a TTC nem fogyhatott ki, illetve nem korlátozó tényező. Az enzimaktivitás 
csökkenése sem valószínű, tekintettel arra, hogy tapasztalataink szerint ellapo-
sodás csak nagy enzimaktivitás esetén fordul elő, amikor tehát sok formazán 
válik ki a sejtekben. 
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Az ábrán az is látható, hogy a görbék lefutása élesztő és borsógyökér 
(tehát két teljesen eltérő biológiai objektum) esetében rendkívül hasonló. 
Ép szövetek, illetve sejtek használata esetén a szubsztrátok hozzáadása 
mindkét esetben 5 — 6 órai inkubálás u tán kezd észrevehetővé válni. Ez egy-
ben azt is jelenti, hogy ennél rövidebb inkubációs időt nem érdemes alkalmazni, 
mivel a szubsztrátos és kontrollmérés eltérése olyan kicsi, hogy az eredmény 
pontatlanná válik. Ennél rövidebb idő alatt az inkubációs oldat nem képes 
a szövetek belsejét telíteni (7). Az időgörbék elemzése alapján megállapít-
ható, hogy pontos eredmények elérésére inkubációs időként minden esetben 
olyan időt kell választanunk, mikor a szubsztrát nélkül felvett kontrollgörbe 
már csaknem vízszintes, és viszonylag nagy különbség mutatható ki a kontroll-
görbe és a szubsztrát jelenlétében felvett időgörbe között. Ez az idő jelen eset-
ben 10 óra után, 15 órás inkubációnál mutatkozik. Nyilvánvaló, hogy a 
helyes aktivitásértéket úgy kaphatjuk meg, ha a k ívánt szubsztráttal és 
anélkül felvett időgörbe 10 óra utáni szakaszai közötti szög tangensét tekintjük 
az aktivitás kifejezőjének. Nem követünk el nagy hibát , ha ehelyett egy 
bizonyos időpontban, pl. 15 órában kapot t két érték különbségét tekintjük 
az aktivitás mértékének, ui. ez arányos a fent említett szög tangensével. 
Ez az eljárás azonban csak akkor jogosult, ha az összes vizsgálati anyagok 
azonos endogén szubsztrát tartalommal rendelkeznek. Ha a vizsgálandó 
anyagban az átlagosnál lényegesen több vagy kevesebb endogén szubsztrát-
tartalom van, a számított eredmények annál hibásabbak lesznek, minél 
távolabb van a két görbe metszéspontja az 5 —10 órától. Uj, eddig nem tanul-
mányozott anyag esetében ezért ajánlatos az időgörbék lefutását, a pontos 
inkubációs idő megállapítása miatt felvenni. Erre csak akkor van szükség, 
ha a különböző endogén szubsztráttartalmú anyagokon mért aktivitás érté-
keket egymással is össze akarjuk hasonlítani. Természetes, hogy az endogén 
szubsztráttartalom kisebbfokú eltérése, továbbá a hozzáadott szubsztrát 
mellett felvett időgörbe említett ellaposodása kétségtelenül befolyásolják az 
eredményt. Ez a hiba viszont elenyésző kicsi ahhoz képest, amit abban az 
esetben követünk el, ha az endogén szubsztrát elfogyásánál rövidebb inkubá-
ciós időt alkalmazunk. Az 1. ábrán világosan látható, hogy rövid (pl. 2 órás) 
inkubáció esetén a szubsztrát hozzáadásával kapott érték és a kontroll érték 
között nincs különbség, ami alapján esetleg arra a helytelen következtetésre 
juthatnánk, hogy a vizsgált anyagnak nincs dehidrogenáz aktivitása. 

Meg kell még jegyeznünk, hogy kísérleteinkben nem csak egy, hanem 
egyszerre két szubsztrátot is alkalmaztunk. Ezt azzal a meggondolással 
tettük, hogy lehetőleg a maximális formazánképződést kapjuk, s így a mutat-
kozó törvényszerűségek még szembetűnőbbek legyenek. 

Az 1. ábrából még az is megállapítható, hogy liomogenált objektum 
használata esetén a görbék lefutása lényegesen megváltozik : l.A dehidrogenáz-
aktivitás az inkubáció kezdetén csak tört része annak, ami ép szöveteknél 
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mutatkozik. 2. A görbék lefutása exponenciális jellegű, még hozzáadott 
szubsztrát jelenlétében is. 3. Szubsztrát hozzáadására csak az inkubáció első 
pá r órájában mutatkozik többlet a formazánképződésben, a további inkubáció 
során a két görbe párhuzamosan fut. Az előbbiek tekintetében ismételten 

1. ábra. Az i nkubác ió s idő hatása. 200 m g borsógyökér (A), illetőleg é lesz tő (B), ép (a), és 
homogenizá l t á l l a p o t b a n (b). A g ö r b é k e t szubsztrát (I) je lenlétében és s z u b s z t r á t hozzáadás 
n é l k ü l (II) is f e l v e t t ü k . Szubsz t rá tkén t 10 M g l u t a m i n s a v és 10~~2 M bo ros tyánkősav keve-
r é k é t használ tuk. Abszcisza : i n k u b á c i ó s idő ó rákban , o rd ina ta a r e d u k á l t TTC mennyisége 

200 — 200 mg a n y a g b a n 

azonosan viselkedik az élesztő és a borsógyökér. A homogenizátumok ilyen 
különleges viselkedésére más helyen térünk ki. 

4. A baktériumos fertőzés hatása. Az előzőekben megállapítottuk, hogy 
kb. 15 órás inkubáció szükséges ahhoz, hogy valamennyire is reális és helyes 
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értéket kapjunk. Ez a hosszú inkubációs idő azonban felveti a baktériumos 
fertőzés kérdését, ez viszont — a mikroorganizmusok közismerten nagy 
dehidrogenázaktivitása miatt — a mérés eredményét erősen meghamisítja. 
A mikroorganizmusok nagyfokú elszaporodásától annál is inkább lehet ta r -

2. ábra. A b a k t é r i u m o s fertőzés h a t á s a az időgörbe l e fu t á sá ra . Különböző mennyiségű, n e m 
steri len kezelt borsógyökér különböző ideig t a r tó i n k u b á c i ó j a a la t t a gyökérben ( fo ly tonos 
vonal ) , és az o l d a t b a n (szaggato t t vona l ) ke le tkeze t t formazán menny i sége g a m m á k b a n . 
Abszcissa : i n k u b á t u m mennyisége m g - b a n (A) és a z inkubációs idő ó r á b a n (B), o r d i n a t a : 

a ke le tkezet t f o rmazán menny i sége gammában 

tani, mert az inkubálás körülményei (hőfok, pH, szubsztrátok) rendkívül 
kedvezőek. Ezért lehetőleg baktériummentes inkubációs körülményekre kell 
törekednünk. Ez utóbbit két módon érhetjük el : 1. A baktériumok szaporo-
dását gátló vegyületek hozzáadásával az inkubáló elegyhez. Tekintettel arra, 
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hogy az ilyen anyagok rendszerint az enzimműködés gátlásával hatnak, ezt 
a módot el kellett vetnünk, nehogy a hozzáadott baktériosztatikus anyag 
mérési eredményeinket meghamisítsa. 2. A második út lényegesen járhatóbb-
nak mutatkozott, vagyis az, hogy a baktériumszámot már a kiindulásnál a 
lehető legminimálisabbra csökkentsük. Ez t úgy oldottuk meg, hogy a vizs-
gálandó szövetdarabokat inkubálás előtt 20 percig folyóvízben mostuk, a 
szubsztrátot, puffert és desztillált vizet pedig hővel sterilizáltuk. Ha a gyökér-
darabok előzetes mosását elhagytuk, a gyökérdarabok között már az inkubá-
ció első óráiban piros felhő jelent meg, jelezve a nagymértékben szaporodó 
baktériumok jelenlétét. A felhő egyre nagyobbodott, míg 10 —15 órás inkubáció 
után a teljes oldat intenzív piros lett. Először arra gondoltunk, hogy ez 

3. ábra. Az o b j e k t u m előkezelésének hatása (s ter i l izálás) az i dőgö rbe alakulására. 100 m g 
borsógyökér a szövegben e m l í t e t t előkezeléssel ( I ) és előkezelés n é l k ü l (II). I n k u b á l v a 10 2 

M succinát je lenlétében. I a és I I a az o lda tban kele tkezet t f o r m a z á n mennyiségét jelzi 

valami módon, a szövetekből az oldatba ki jutó enzim működésének eredménye, 
vagy esetleg a szövetek felületéről kerül az oldatba. A kezdetben mosás 
nélkül felhasznált gyökereknél az eredmények nagy szórása a kérdés behatóbb 
vizsgálatát te t te szükségessé. Hogy a baktériumok szaporodását jobban 
elősegítsük, a továbbiakban az inkubálást aerób körülmények között végeztük. 

Először, a helyzet áttekintése céljából különböző mennyiségű borsó-
gyökér inkubálása mellett mértük az endogén és exogén formazán mennyi-
ségét. Ezekben a vizsgálatokban minden előzetes tisztasági rendszabályt 
mellőztünk, tehát a gyökérdarabokat nem mostuk és az oldatokat nem 
sterilizáltuk. Az eredményeket a 2. ábra mutatja a bemért mennyiség (A) 
és az inkubációs idő (B) függvényében. A 3. ábrán viszont a félsterilen, illetve 
anélkül végzett párhuzamos kísérlet eredménye látható. Az ábrákból igen 
szembetűnő, hogy a baktériumok elszaporodása folytán az inkubáció 20-ik 
órájában az oldat formazántartalma csaknem eléri a gyökerekét. A félsterilen 
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