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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
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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 enzimmiikodés gatlasaval hatnak, ezt
a modot el kellett vetniink, nehogy a hozzadadott baktériosztatikus anyag
mérési eredményeinket meghamisitsa. 2. A masodik Gt Iényegesen jarhatobb-
nak mutatkozott, vagyis az, hogy a baktériumszamot mar a kiindulasnal a
lehetd legminimalisabbra csokkentsiik. Ezt ugy oldottuk meg, hogy a vizs-
galandé szovetdarabokat inkubalds el6tt 20 percig folydvizben mostuk, a
szubsztratot, puffert és desztillalt vizet pedig hével sterilizaltuk. Ha a gyokér-
darabok el6zetes mosasat elhagytuk, a gyokérdarabok koézott mar az inkuba-
cid elsé oraiban piros felh6 jelent meg, jelezve a nagymértékben szaporodo
baktériumok jelenlétét. A felh§ egyre nagyobbodott, mig 10—15 6rés inkubacio
utan a teljes oldat intenziv piros lett. El6sz6r arra gondoltunk, hogy ez

3. &ra. Az objektum el6kezelésének hatdsa (sterilizadlds) az id6gorbe alakulédsara. 100 mg
borségydkér a szovegben emlitett elékezeléssel (1) és el6kezelés nélkil (11). Inkubalva 10 °
M succinat jelenlétében. la és lla az oldatban keletkezett formazén mennyiségét jelzi

valami médon, a szdvetekbdl az oldatba kijuté enzim miikodésének eredménye,
vagy esetleg a szovetek fellletérél keril az oldatba. A kezdetben mosas
nélkil felhasznalt gyokereknél az eredmények nagy szérasa a kérdés behatobb
vizsgalatat tette szikségessé. Hogy a baktériumok szaporodasat jobban
el6segitsiik, a tovabbiakban az inkubalast aeréb kériilmények kdzott végeztik.

El6szor, a helyzet attekintése céljabdl kilénb6z6 mennyiségl borso-
gyokér inkubaldsa mellett mértiilk az endogén és exogén formazan mennyi-
segét. Ezekben a vizsgalatokban minden el6zetes tisztasagi rendszabalyt
mell6ztink, tehat a gyOkérdarabokat nem mostuk és az oldatokat nem
sterilizaltuk. Az eredményeket a 2. abra mutatja a bemért mennyiség (A)
és az inkubacios id6 (B) fuggvényében. A 3. abran viszont a félsterilen, illetve
anélkil végzett parhuzamos Kkisérlet eredménye lathaté. Az abrakbol igen
szembet(ing, hogy a baktériumok elszaporodasa folytan az inkubacié 20-ik
ordjaban az oldat formazantartalma csaknem eléri a gyokerekét. A félsterilen



















































	Oldalszámok������������������
	3. köte
t / 3-4. szám

