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Az enzimhisztokémia egyik alapvetd torekvése az enzim helyének szove-
ten és sejten beliili lokalizalasa. Eredményeink helyességét azonban éppen e
kérdésben nem tudjuk egyértelmiien ellenérizni. Olyan médszerek nem ismere-
retesek, melyek segitségével bizonyitani tudjuk, hogy a kapott citokémiai
akcié-csapadék az enzim tényleges helyének felel-e meg. A reakciotermék
eldiffundilasa, az enzim szolibulitasanak kérdése alig tanulmanyozhaték. Az
enzim in situ kimutatasara jelenleg két lehetdség adodik. Az egyik az enzim aktiv
centrum meghatarozasa jelzett gatlé anyagok segitségével, a masik az enzim
altal katalizalt reakcié felhasznélasa pl: a fémkapcsolasos eljarasokkal. Dolgoza-
tunkban a jelzett gatlé médszerének kérdéseivel, alkalmazasanak lehetdségeivel
és a médszerrel kapott sajat tapasztalatokkal foglalkozunk.

a) Az enzimgatlas kérdései.

Az enzimmiikdés olyan kémiai reagensekkel gatolhato, amelyek az en-
zim fehérje vagy koenzim funkcionalis csoportjait megkotik. Minden anyag,
amely ezekkel az esszencialis csoportokkal reakciéba lép, az enzim miikodését
gatolja. A gatlas tobb tipusa ismeretes, ez egyben meghatarozza morfolégiai
felhasznalasuk lehet8ségeit is.

A biokémiaban ismereteinket elsGsorban a reverzibilis gatlas tanulma-
nyozasa soran kapott eredmények vitték elére. A jelzett gatlék esetében az
irreverzibilis gatlas a preparativ behatasokkal szemben lényegesen ellenallobb
mint a reverzibilis gatlas. A két gatlasi forma eltér§ médszertani kévetelménye-
ket kivan.

A kiilonb6z6 funkcidkat végzs enzimek fehérje természetiiek, szabad gyo-
koket tartalmaznak, melyek az enzim aktivitasahoz sziikségesek. A nem specifi-
kus gatlas soran a vizsgalt enzim mellett mas enzimek inaktivalasa is létrejon.
Az enzim sajatos tulajdonsagainak megismeréséhez igy nem lehetséges, de a
lokalizalashoz mas eredmények, — mint biokémiai, elektronmikroszképos cito-
kémiai — birtokaban értékelthetd adatokat szolgéltatnak. A specifikus gatlok
az enzim specificitasaért felel§s csoportokkal 1épnek csak reakciéba, igy a fehér-
jéhez, koenzimhez, vagy esetleg aktival6 ionhoz kapcsolédnak. Ezek alkalmaza-
sa természetesen lényegesen kedvezdbb feltételeket teremt a lokalizacié vizs-
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galatahoz. Viszonylag kisszimu jelzett, az elektronmikroszképos autoradiogra-
fidban felhasznalhat6 gatléval rendelkeziink. A médszer alkalmazasanak jelen-
legi korlatait is jelenti ez a tény. A reverzibilis gatlas két formaja, a kompe-
titiv ill. nem kompetitiv gatlds ismeretes. Az eldbbi esetben a gatlé és szubsztrat
az enzim azonos csoportjaihoz kapcsolédik. A gatlas mértéke az inhibitor és a
szubsztrat koncentraciojatol is fiigg. A kompeticién alapuld folyamat a jelzett
gatlé, ill. jelzett szubsztrat médszerével vizsgalhaté.

A jelzett gatl6 modszer alkalmazasanak célja a biokémiaban kimutatott
enzim aktiv centrumanak morfolégiai tanulméanyozasa. Az egyes méddszerek
megvalasztasa a vizsgalandé kérdéstdl, enzimtulajdonsagoktél fiigg. Ezeket az
alabbiakban foglalhatjuk 6ssze.

1. Intrinsic specificitis médszere. Lényege az enzim és a jelzett anyag
kapcsolédas soran létrejott komplex kézvetlen vizsgalata. A kapesolat lehet
reverzibilis vagy irreverzibilis. A reverzibilis kapcsolat esetében az enzim-
inhibitor komplex konnyt felbomlasa miatt specidlis preparaciés médszert
alkalmazunk, a ,,dry autoradiographia’ eljarasat. A médszer kizarja az enzim
jelzett gatlé kapcesolatanak felbomlasat.

2. A specifikus reaktivalas médszere. A szubsztratot bonté enzim vala-
mennyi helyét jeloletlen gatléval blokkoljuk, majd az enzimre nézve specifikus
reaktivalast alkalmazunk, pl: az acetil-polieszteraz: piridin-2-aldoxinmetidin-
nel. A reaktivalt helyeket a jelolt blokkoléval hozzuk kapcsolatba. Az eljarast
elsésorban akkor hasznaljuk, amikor a szubsztrat az enzim szdmara nem
specifikus.

3. Specifikus protekcié médszere. Az alacsony specificitasi, de irreverzibi-
lis inhibitor esetében hasznaljuk. Az eljaras lényege az enzim, s szubsztrat-gatlé
kézotti kompeticio.

4. Az irreverzibilis gatlas kivaltotta protekcié mdédszere. A kontroll szo-
vethez viszonyitott jelolés kiilonbség értékelésén alapszik.

b) A jelzett gatlé midszerének irodalmi dttekintése.

A jelzett gatlok eljarasat Ostrowski és Barnard (1961) és Thursh és Ben-
ditt (1961) vezették be. Az acetil kolineszteraze kimutatasahoz tricialt-DFP
(di-isopropil-fluorofoszfatot) hasznéaltak. Motoros véglemezben szelektiv, jél
lokalizalhat6 autoradiogramokat kaptak. Ostrowski és Barnard (1961). H3-ma-
lonsavat alkalmaztak szukecinodehidrogenaze mitokondriumon beliili lokali-
zalasahoz.

Barnard és Ostrowski (1969), Ostrowski és mtsai (1963), Rogers és mtsai
(1966), Salpeter (1967) tovabbi vizsgalatokat végzett motoros véglemezen az
acetil-kolineszteraze és a majsejt nem-specifikus eszteraze lokalizaciéjanak
tanulmanyozéasaban. Ostrowski és mtsai (1963) a fénymikroszképos hisztoké-
miai eljarast autoradiografia médszerével kombinalta. A két eljaras eredményei,

egyidSben egymas mellett értékelhet8k. Csillik és Knyihar (1968) hazai szerzék
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koziil elsének tanulmanyozta Bg-vitamin dependens enzimek agysziéveten beliili
lokalizalasat, fénymikroszképos szinten. Ostrowski (1972, 1975) ésszefoglalé
munkéiban részletesen elemezte az eljaras lehet§ségeit, médszertani nehézsé-
geit. Somogyi és Sétonyi (1975 a, b) ismertette néhany hidrolitikus és oxidativ
enzim jelzett gatloval térténd lokalizdlasaval szerzett tapasztalatait.

c) Az eljaras modszertani kérdései.

A helyes médszer megvalasztasanak alapkérdése, hogy a radioaktiv anyag
vizoldékony, vagy sem. A vizoldékony radioaktiv anyagok esetében specialis
modszer sziikséges. Rutinszerten hasznalhaté eljaras jelenleg nem ismeretes.
A metszet készitéséhez a ,,dry autoradiographia’ médszerét alkalmazzuk.
A preparaciébél adédé nehézségek részben az azonnal lefagyasztott, szaritott
ultravékony metszetek, szaritott emulziéval torténd lefedésével csokkenthetdk.
Az eljarassal Nagata és mtsai (1969) vizsgalataira utalunk. A vizoldékony anya-
gok specidlis médszertani kévetelményeivel Appleton (1964), Bordier és mtsai
(1970), Geyer (1973), Stirling és Kinter (1967) és Neumann (1975) foglalkoztak.
A nem vizoldékony radioaktiv anyagoknal az autoradiografiaban jél bevalt
eljarasok hasznalhaték. Az inkubélashoz altalaban friss, rogzitetlen szovetda-
rabkak megfeleldek. Az inkubélds utan az anyagot pufferben mostuk révid
alkoholos dehidréalas, propilén-oxidon keresztiill araldit beagyazas tértént.
A fixalast els6sorban abbél a meggondolashél keriiltiik, hogy a rogzit6 az enzim
aktiv csoportjaival reakciéba léphet, ami még gondos mosas utan is gatolhatja
ajelzett anyag —enzim kapcsolat kialakulasanak lehet8ségeit. Az inkubalas utan
az anyag glutaraldehid régzitése elvégezhet$. Az irreverzibilis inhibitor az en-
zim aktiv centrumahoz kotddik, a fixal6 tehat nem tudja levalasztani. A rever-
zibilis inhibitor esetében azonban ennek lehetgségével szamolnunk kell.

Az elektronmikroszképos autoradiografia alapkévetelménye az optimalis
érzékenység, a megfelel feloldas és a j6 lokalizacié biztositasa. A kérdéssel
kapcsolatban a vizben nem oldékony radioaktiv anyag esetében tobb médszer
ismeretes. A jelslt gatlé technikaban, tekintettel arra elsdrendiien az enzim
lokalizaciojat vizsgaljuk, alapkévetelmény a monolayer készitésének helyes
modszertani megvalasztasa, illetve olyan lokalizaciét biztosité autoradiogra-
mok nyerése, amely az egyes strukturak membranjain valé elhelyezkedést biz-
tositja. Tapasztalataink szerint a ,,Dropping” eljaras legkevésbé hasznalhato,
szemben a ,,Dipping” és ,,Loop” eljarasok, melyek lényegesen kedvezdbb
modszertani lehet§ségeket biztositanak. A tobbrétegli emulzié az érzékenység
szempontjabol feltétleniil elGnyos, a feloldas, ill. a lokalizacié szempontjabél
azonban hatranyos. A monolayer készitéséhez kiilonb6z8 emulziékat mint
Kodak NTE, Gevert NCU 307 és Ilford 4 stb. hasznalnak. Sajat tapasztalataink
elsGsorban Kodak NTE emulziéval vannak. A metszeteket szalagban, zsirtala-
nitott celloidin-izoamilacetat oldattal fedett iiveglemezekre hiztuk. Esetenként
Kushida és Fujita (1966) szerint kombinalt uranil-6lom kontrasztozast végez-
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tiink. Széritas utdn vikuumgézoléssel 60—80 A vastagsagd szénréteget g6zol-
tiink, majd erre bemartassal vagy a kacs médszerével 40 °C-os emulziéréteget
helyeztiink. Az anyagot 18 °C-on foszforpentoxidot tartalmazé dobozban tarol-
tuk. Az expoziciés id§ a kisérlettdl fiigg6en 4—8 hét. Az iiveglemezrdl a celloidi-
nen lev6 anyagot vizben ledsztattuk és rostély raforditassal kiemeltiik. A meg-
szaritott rostély autoradiografias vizsgalatra alkalmas. A médszer egyik proble-
matikaja a nem mindig kielégit8 hatasfok, a helytelen blokkfaragas, a nem meg-
felels orientalas. A blokk inkubalt anyag esetében az izotép eloszlasanak egye-
netlenségét, az egyes teriiletek izotép jeloletlenségét figyelhettiilk meg. Mar
félvékony metszeteken sziikséges tehat annak eldontése, hogy azokban érdem-
leges reakcié megfigyelhetG-e? Aralditban térténé bedgyazas utan az anyagot
16 6rat polimerizaltuk, majd kb. a 200—300 A vastagsagd metszeteket emulzio-
val fedtiik le és 3—8 napos expozicié6 utan el6hivtuk, majd toluidinkékkel
festettilk. A megfelel szemcsestirtiségii teriileteket kivalasztva, a blokkokat
orientaltan faragtuk, majd tovabbi 14—20 éran keresztil polimerizaltuk.
A félvékony metszetek autoradiografids médszertani kérdéseivel Bergeron és
Droz (1968) és Kiss, J. (1969) vizsgalataira és eredményeire utalunk. Az elg-
hivashoz Kodak D-19, Microdol-X és Phenidont hasznaltunk, 20 °C-on 1—10
percig. A Phenidon el6hivasnal kor alakd, a Kodak D-19 és Microdol-X elGhiva-
sanal kacs alaki szemcséket nyerhetiink. A két el6hivasi médszert célszertd egy-
mas mellett, ugyanazon anyagbél kapott metszeteken, egyidében elvégezni, ami
ahelyes lokalizalast el§segitheti. Azokban az esetekben, amikor a szemesestirdség
nagy, az atfedés a kacs médszernél tapasztalataink szerint zavarébb, mint a kor
alaki szemcséknél.

d) Az eljards nehézségei, alkalmazasanak néhany kérdése.

A jelolt gatlok modszerének egyik problémaéja, hogy a felold4s ugyanolyan
jo, ill. rossz lehet, mint a fény- és elektronmikroszképos autoradiografiaban.
Valamennyi, a lokalizacié és az enzim elmozdulasat érint8 probléma itt sem
hagyhaté figyelmen kiviil. Az eljaras specificitasinak alapkovetelménye, hogy a
gatlé és a reaktivalé az enzimre nézve specifikus legyen. Jelenleg viszonylag
kisszami, a fenti kiovetelményeket kielégit8 jelolt anyaggal rendelkeziink.
Specifikus gatlé, reaktivalé birtokaban a lokalizacié vizsgalata lényegesen
kedvezdbb feltételeket biztosithat. A vizoldékony radioaktiv anyagoknal a
modszertani nehézségek hatvanyozottan jelentkeznek. Az inhibitor és enzim
aktiv centrum stdchiometriajabél az eredmény mennyiségileg is értékelhetd.
A szemesék szamabol mennyiségi és mindségi kovetkeztetésekre islehet§ség van.
A mennyiségi vizsgalatra azonban csak tobb metszet matematikai statisztikai
értékelése alapjan latszik alkalmasnak, ehhez specialis feltételek sziikségesek.
A metszetek vastagsiganak homogénnek és 6sszehasonlithaténak kell lenni.
Az emulzié felvitele az expoziciés id8, valamint az el6hivas, a sorozat minden
autoradiogramjara nézve egyezd legyen. Nem kevéshé fontos a sorozat minden
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egyes metszete vizsgalatakor az azonos mikroszkép, illetve fotonagyitas. Lehe-
t8ség szerint a kiértékelést azonos fototechnikai feltételek kozstt végezziik.
A fenti koriilmények betartasaval elérhets, hogy a radioaktiv koncentracié
reprodukalhaté mérése 209,-os hibahatar koriil elvégezhetd. Az értékeléssel
kapcsolatos kérdéseket Williams (1969), Salpeter és Bachmann (1965) vizsgala-
tai taglaljak. Olyan préobalkozasok is torténtek, hogy a kiértékelést metszetrdl
beiitésszamlalé eljarassal kapcsoltak ossze, ez Osszehasonlité méréseket tesz
lehet§vé az enzim szdveten belilli koncentralédasanak tanulméanyozasara.
A mdédszer azonban csak enzimre specifikus gatlok esetében alkalmazhats,
mint az Ostrowski (1975) vizsgalataibél ismeretes.

e) Gyakorlati tapasztalatok enzimek lokalizdldsanak vizsgdlatdban.

A kérdésekkel kapcsolatos fény- és elektronmikroszképos hisztokémiai
adatok ismertetésétsl, azok dsszevetésétdl eltekintiink. ElsGsorban jelzett gat-
16k médszerével szerzett tapasztalatokkal foglalkozunk.

A kalium-natrium aktivéalt magnezium dependens ATP-az kimutatasara
hasznalatos Wachstein és Meisel (1957) eljaras a kritikai vizsgalatokat nem allta
ki. A médszer kiilonb6z8 médositasaval sikeriilt részben az enzim lokalizacigjat,
areakcio specificitdsat javitani, bar a kérdéssel kapcesolatos irodalmi adatok igy
is egymasnak ellentmondéak. Izolalt vorésvértest membranokon Marchesi és
Palade (1967) vizsgalataiban hisztokémiai reakcié6 a membran bels§ felszinén
nem osszefiiggs, szakaszos formaban granularisan elhelyezkedd csapadékot
talalt. Az enzim specifikus gatléja a sziv glikozida, quabain-H? hasznalataval
a szemcsék viszonylag kis szamban a membran felszinén jelennek meg. Nem
tette lehetdvé esetleges statisztikus kiértékelését a lokalizacié megkonnyitése
céljabol. A morfolégiai médszerrel a sziv glikozida kapcsolédésat a sejtmemb-
ranhoz ki lehetett mutatni. A lokalizaciét azonban a jelzett gatléval sem lehe-
tett eldonteni (1 dbra). A myelin hiivelyen elhelyezkedé ATP-az, a hisztokémiai
reakcidja, a kapott 6lomcsapadék mennyisége alapjan erds enzim aktivitasra
utal. Az ATP-az kimutatasaval kapcsolatos, elsGsorban a miitermék képzddést
érint§ adatok birtokaban felmeriil annak a lehet8sége, hogy a reakcié jelentds
része nem artefaktum-e. Aldhizza ezt az, hogy szubsztrat nélkiili inkubalas
soran az 6lomcsapadék hasonlé helyen jelenik meg.

Jéd-acetic-acid-2H?3 inkubalasnal a myelin hiivelyen megjelennek a szem-
csék. FeltételezhetGen ezek egy része az enzim centrumaval lépett reakciéba.
Az eljaras probléméja a gatlé nem specifikus, més vizsgalt enzimekkel, vagy
reaktiv csoportokkal is kapcsolatba léphet. Minden esetre szembetiing volt,
az autoradiogramokban mutatkozé kevés szemcse. (2. abra).

A szukcinodehidrogenaz elektronmikroszképos citokémiai kimutatasa-
hoz a korabban alkalmazott tetrazoliumsés eljarasokat a ferricianid-rézszulfatos
eljaras valtotta fel. Ugy tiinik, hogy ezek specifikusnak tekintheték. Az enzim
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gatlasanak egyik lehet8sége a malonsavas kezelés, ami az inkubalé oldat pH-jat
is megvaltoztatja. A kérdéssel kapcsolatban nem zarhaté ki az a tény, hogy a
gatlas egyik oka mar a pH eltolédasaban keresendd. Az inkubalé oldathoz tett
malonsav-Cl4 kezelésével a szemcsék a mitokondriumok belsé terében jelentek
meg, ami arra utal, hogy a malonsav a mitokondrium membranon keresztiil
bejut. (3. abra).

Az endonukleaze elektronmikroszképos hisztokémiai kimutatdsahoz a
DN-az II. vizsgalatira a Zotikov és Bernhard (1970) eljarasat hasznaljuk.
A reakciéval a perinuklearis kromatinban, a durva felszinli endoplazmatikus
retikulumokban taldlunk reakciét. Optimalis koriillmények kozott a nukleolusz-
ban is el6fordul, mig az interkromatikus tér negativ. Az eljaras az 6lomsés méd-
szer valamennyi médszertani problémajat magaban foglalja. Az enzim aktino-
micin-D-vel gatolhaté. Jelzett aktinomicin-D-C14 hasznalataval a mag kroma-
tin 4llomanyaban, a nukleoluszban és a durva felszinli endoplazmatikus retiku-
lumokban figyelhet6k meg a szemecsék. (4. abra).

Ostrowski és Barnard (1961) és Thursh és Benditt (1961) elsé észlelése 6ta
eltelt iddszakban viszonylag kisszdmi munka szamolt be ennek a médszernek
kérdéseirdl. Ennek oka elsGsorban a metodika nehézségeiben, az eljarasok soran
esetenként kialakitott specialis kériilményekben keresend§. Az eredmények
azonban az enzim lokalizaciéjanak tanulméanyozasiban 1j informaciékat és
tovabbi olyan lehetdségeket adtak, melyeket az enzim-szubsztrat hasitasan
alapul6 enzim hisztokémiai reakciék nem tesznek lehet6vé. Az enzim lokaliza-
ciéjat vizsgalé eljarasok koziil éppen ezért jelenleg és a jovében is rendkiviil
perspektivikus médszert jelentenek.

Osszefoglalds

Szerz6k a jelolt gatlok mdédszerével nyert elektronmikroszképos hiszto-
kémiai tapasztalataikrél szamolnak be. A kell§ kritikaval alkalmazott médsze-
rek lehet8vé teszik az enzim aktiv centrumanak autoradiografias eljarassal tor-
ténd tanulmanyozasat, az enzim lokalizdlasanak mas irany vizsgalatat. A refe-
ratum foglalkozik a médszertani kérdések részletes ismertetésével, az egyes
eljarasokkal kapott eredményekkel.
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