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TIRODALOM

A monoamin oxidfiz /MAO/ elnevezés iltalénosan
elfogadott 2 enzimcsoportra.

2z egyik a mitokondridlis MAC, mely az un.
hiooén monoaminck /[katekeolaminok, indolaminok/ és mis
monoaminck oxidatiw dezamin&lésdt k&talizilja és memb~
ranhoz kétdtt &llapotban fordul eld.

A misik a plazma amin oxidéz, mely a benzil-
amin spermin €s spermidin oxidativ dezaminiliasit végzi.
Ez utdbbi szolubilis enzim, melyvet marha plazmibol
kristdlyositottak Yamada és mtsai /1/.

A wvizsgilataim térgyvét képez® mitokondriilis moncamin
oxidiz enzim [BC 1.4.3.4./ az agy és idegrendszer mii-
k8désében fontos biogén moncaminok anyagcseréiében jéat-
szik igen jelentTs szerepét, mint metabolizild enzim.

A katekolaminok, valamint indolaminok oxidativ dezamini-
lasét vagzi szbvetekben, mig a mésik bontd enzim a ka-
tekol~0O-metil~transzferiz [/COMT/ az exogén, vérben ke-
ringd katekolaminok inaktival&siban vesz részt [2/.

A kiézponti és periférias idegrendszerben egy-
arént megtaldlhaté. FOleg a szinaptikus idegvégztdések-
ben fordul el membrinhoz kététt formiban, a neuronock
mitokondriumaiban,

Az utdbbi idSben keriilt az érdeklGdés kizép-
pontjdba az embcid &€s magatartéc szabdlyoz&sfban betdl-
tott fonteos szerepe folytéin., Ezenkiviil ggen nagy jelen-
tUséglik van a MAO gétléknak a skizofrénia, valamint kii-
lénféle depresszids betegségek teripiijéban.



A MAO-t elOszbr 192B8~ban irték le tiramin
oxidéz néven /3/. KésUbbiekban tisztaztdk, hogy a ti-
ramin oxidéz, noradrenalin oxidiz elnevezés egyetlen
enzimet takar [4/. Zeller kiilSnbdztette meg a "klasszi-
kus” monocamin oxidaz enzimet a diamin oxidéztdl szub-
sztrat, valamint inhibitorspecificitas alapjén /8/.

Az intracelluléris MAC a mitokondrium kilsS membrén-
jénak komponense [6/. Szolubilissé detergenskezelés
17,8,9], ultrahangozis [10/, ismételt fagyasztéds és
felolvasztés [11/, valamint szerves olddszerrel tirté-
nG extrahdlds f12]/ utjén tehetl. Az enzim flavoprotein
és feltételezik, hogy a flavin az, ami redukdlbédik, il-
letve részben redukdlddik a reakcié sorém. Mint flavo-
enzim 1 mol flavin kofaktort /FAD/ tartalmaz, amely ko-
valens kdtéssel kétSdik a proteinhesz.

8. Ghisla és P. Hemmerlich bizonyitotta a
"MAO flavin®" szerkezetét és szintetizdlta 1971-ben [13/.

| Flavokoenzin
I
| Mononukleotid Réboflavin oligopeptid
?O "MaAO0~£lavin®
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A peptid-l&nc a flavin nukleuszhoz a 8-C atomon &t
kapesolédik. A 8~C atomhoz o helyzetben tioéter kités-
sel k6t8d6 aminosav a cisztein. 8 mol SH csoportot /105
g fehérje tartalmaz az enzim. A nativ enzim molekula-
sulya 1-4. 105—ig véaltozik a kiilonbtzd fajokban és szer-
vekben.

A monoamin omidiaz enzim oxidative dezamin&lija
a monoaminokat, a hisztamin, valamint a roévidlancu dia-
minok dezamin&léséra nem képes. Karbonil reagensekkel
/hidrazin, szemikarbazid, CO/ szemben rezisztens, A mi-
tokondriédlis MAO nem tesz kiilonbséget a primer aminok
és N-metildlt szdrmazékak kSzdtt. Mindkettd egyarant
szubsztritja. Akkor szubsztritja a szekunder amin a
MAO-nak, ha a szekunider amino csoporton a szubsztitu-
ens metil csoport. Alifds primér aminok homoldg sorédban
legjobb szubsztratjai az amil ill. hexilamin. Hosszabb
szénléncuaknil fellépd alacsonyabb oxidacids arany va-
16szinli rossz szolubilizdlddasi készségiilknek ill. mi-
cellaképzésre vald hajlamuknak k&szénhetd.

A tipikus diamin oxid&z [DAO/ szubsztratok
/putreszcin és kadaverin/ nem szubsztratjai a MAO-nak,
ugyanakkor a heptametilén diamin méar igen é€s a metilén
csoportok széamanak ndvekedésével nemcsak az oxidécid
mértéke, hanem a MAO iranti affinitasuk is megn®. Mind-
ezek oka valdsziniileg az, hogy a révidlincu diaminok
esetében az amin &s az enzim kapcsolddésit zavarja a méa-
sodik amino csoport jelenléte. A két amino csoport kozti
ndvekvo intramolekuléris tévolséggal ez a zavard effek-
tus valdsziniileg csSkken és az enzim-sgzubsztrat komplex
létrejottéhez kedvezbbbek a feltételek.

Ha az aC atomon metil csoport a szubsztituens,
az amin mdr nem szubsztrat, hanem inhibitor. Valamint nem



szubsztritjai az enzimnek azok az aromas amninok, melyek-
nél az amino csoport kdzvetlenlil a gyliriihtz kapcsolddik
Ipl. mlml -

2 monoamin oxidaz a kivetkezd reakcidt kata-
lizéaljas

0,

K
o = NH,——R-C{y + NHg + H,0

a2
nzo

R-CH

A reakcid lejétszbdisa valbszinlileg imin intermedieren
keresztil toérténik.

Zeller (14,15/ hivta fel a figyelmet a strukturalis ana-
16gidra a MAO szubsztritok és gatldszerek kizdtt. Pél-
daként emlithetl a feniletilamin, mint az enzimn egyik
optinélis szubsztritja, valamint a trans-2-fenileiklo~
propilamin, a MAC egyik legaktivabb gatlészere kizdtt
fennélld feltind szerkezeti hasonlésdyg.

CH

/\ 2
g, OB,
H HH
feniletilamin transz-2-fenilciklopropilamin
/Tranyleyprimin/

A monocamin oxidéz enzim f8leg a gerincesekben, de a ge-
rinctelenekben is megtaldlhatdé. Kimutathatd a legkiildn-
félébb szévetekben: igy az idegrendszerben, sima izom-
szdvetben, mirigyekben. Magas MAQ aktivitést mutat a médj,
agy, vese aorta, bél, az uterus é&s a placenta, Me§taldl-
hatd az eritrocitékban, a vérplazméban és vérlemezkékben
egyarant. JelentSs MAO aktivitis mutathatd ki kagyldk
ganglionjaibsl is,



A MAC legfontosabb fiziolégidsan ell-
fordalld szubsztrétiai

MAO Szubsztratok
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MAO gdtlék
Szubszltrét
szelektiv
CH3 CH3
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Tranylcypromine
(2-phenylcyclopropylamine)



A k¥vetkezT 3 oldalon Ssszefoglald téblazatok
matatjik a MAO legfontosabb szubsztritjai, a katekol-
aminok bioszintézisét és lebontését a MAO valamint
egyéb, a metabolizmusban résztvevd enzimek 3ltal:
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DOPAMIN METABOLIZMUSA
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OH OCH3
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A monoamin oxididz enzim nemcsak eltérd tulaj-
donséagokkal jelentkezik a kiilénbdz0 fajokban, hanem egy-
azon faj kiilonbsz6 szerveiben is mé&s és més tulajdonséa-
gokat mutat.

1968~ban Youdim és Sandler [16/ poliakrilamid
gél elektroforézissel, szolubilizdlt patkiny méj és agy
mitokondrium frakcidbsl MAO izoenzimeket mutattik ki,
melyekrSl a késCbbi vizsgalatok soré&n kideriilt, hogy
nem tekinthetfk a korabbi értelemben vett izoenzimekneks
"Izoenzim" elnevezés alatt killonbdzO fizikai-kémidi tu-
lajdonsagokkal /eltérd pi ill. hOmérsékletoptimum, va-
lamint szubsztrat ill. inhibitoraffinitas/ rendelkezO,
ugyanazt a reakcidt katalizdald kilonbdzd fehérjéket ér-
tiink. Az izoenzimek keletkezése genetikusan determinalt.
Gének szabalyozzak az egyes enzimek spcificitédsat azial-
tal, hogy meghatarozzdk az enzimet felépitld polipeptid
lancok primer szekvencidjat [/monogénes, alléles és nem
alléles izoenzimek/.

Az elsGdlegesen szintetiz&lddott polipeptid-
lénc tovabbi véaltozéson mehet keresztiil: polimerizacid
[kiilénbozG vagy azonos aminosav Osszetételll alegységek
kapcsolddéasa folytéan konformécids valtozas/ vagy egyéb
mbédon t&rténd modifikécid, pl. kismolsulyu anyagoknak
lkofaktor, gétldészer/ vagy lipidnek az enzimfehérjéhez
oly mbédon t6rtén® kapcsoldédasa soréan, amikor ez a kap-
¢soldédas az aktiv centrumot nem érinti, valamint limi-
talt proteolizis révén.

Korébban csak azokat a multimereket tekintették
izoenzimeknek, melyek a konstituens polipeptidléncok a-
minosav Osszetételében kiilénbéztek, tehé&t a primer struk-
ture genetikusan determin&lt valtozéasa folytan keletkez-
tek.
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Ma az "izoenzim"™ fogalom kibOviilt és alkalma~-
zisa sem egységes a szakirodalowmban. Véleményem szerint
wind az izoenzim fogalom, mind a MAO multiplicitas te~
rén meglevl tisztizatlan kérdések miatt helyesebb a to-
vibbiakban a multiplex enzim kifejezést hasznilni.

A MAO multiplex strukturiju enzim, a MAO mul-
timereket megkilinblztették szubsztritspecificitasuk
/16, 17/, imhibitor szenzitivitésuk [18/, elektrofore-
tikus wobilitésuk /16, 17/, termostabilit@suk [18/ és
antigén tulajdomnsagaik [20/ alapjén,

M. Sandler és M.B.H. Youdim [21]/ 8sszefoglald
cikket kHz8lt a MAO-x6l, melyben tablazat mutatja a
vizsgélatok soréin kiildnbdzi fajokban &s szervekben ki~
i0nbd28 kutatbcsoportok &altal elektroforézis utjan ta-
1i2t MAO enzimek sz&mit, /l&sd 13, oldal/

A multiplicités kérdését és okdat vizsgélva,
kiildnb%z8 vélemények alakultak ki. Bgyes kutatdk a MAO
mualtiplicitisidt a tisztitasi wmivelet miitermékeként kiny-
velik el /22/, mésok viszont f£fizioldyiés kirilmények ki~
zitt meglévinek tekintik é€s farmakoldgiai szempontbsl
nagy jelentSséget tulajdonitanak meglétének /23/. A kéx-
dés ma sem zérhatd le.

Az igen eltérd eredmények és vélemények kivet-
keztében széamos igen kiildnbéz® konkluzidval zérddd cikk
sziilletett napjainkban.

Csak néhényat emlitek az utdbbi &vek irodalmé-
Lol

Youdim 1973~ban megjelent cikEében arrél ir,
hogy a MAO multiplex forméinak €lettani funkeidja van,
és hogy a metililt &= nem metililt monocaminok dezaminé-
cidja kiillinbiz8 tipusu neuronckban tirténik. A MAO
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Szolubilizalt mitokondrilis wonoamin oxidaz

enzim elektroforetikus uton kilGnbdzC szerzlk

altal kimutatott multimer forwmiinak szima
killdnbtzd faijokban és szdvetekben

Ogszefoglald téblézat

/4. Sandler és M.B.H. Youdim [21/ szerint/

Elektroforetikus csikok

szé&ma
Szdvet “Anbdos”™ "Katédos”™
Patkény miaj 2,3,4,7 ) |
agy 4,3 1
uterus 1 2
szZiv 4,3 O
Emberi agy 3,2 1
wéj 4 4
placenta 2 i
vérlemezkék 1 o
Disznd agy | o
méaj 3
Marha agy 2
mé&j 1 2
mellékvese 4 1
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multiplicitisa nem a tisztitisi folyamat miiterméke [24/.

Severina [25/ kiilonbiz0 wmértékben polérds
szubsztritok é&s a MAO kélcsBnhatdsit vizsgalta ugyan-
csak eltérd mértékben polérbs gatldszerek hatisa alatt.
Alléaspontja szerint a nem—ionos Triton X100 detergens-—
sel t8rténd szolubilizdalés a kildnbdz0 aminok szelek-
tiv gatlésdval tarsul, ami annak a kd&vetkezménye, hogy
a detergens konformicids wiltozasckat okoz a fehérje
molekuléban, Metil-etil ketonos extrahilis ugyanakkor
nem befolyésolja az enzim aktiv helyét. Véleménye sze~
rint a mitokondriélis MAO aktiv centrumiban legaléabb
két szubsztratkitd hely létezik: egy hidroféb teriilet
és egy poléros kitShely, melyek szoros kizelségben van—
nak egyméshoz &s amelyek kildnbizd mértékben veszunek
részt a kildtnbbz0 aminok megkiitésében. Strukturitdl
figgBen a szubsztrit kapcsolddhat egyik vagy mindkét
fajta kotShelyhez. Tehét a szubsztritok relativ hidro-~
fdbicitisa dOGntd faktor a kililonbdzd szenzitivités szem—
pontjébsl.

Tipton és munkacsoportja [22/ intakt sejthez
kSzelidlld viszonyok kizitt vizsgélva a MAQ~-t, mitokond-
rium kiilsC membrin prepardtumot hasznél, melyet detergens
hasznélata nélkill prepardl. Az ercdeti MAOD aktivités 90
t-a fellelhetd készitményében. Véleménye szerint a mul-
tiplicités onnan ered, hogy az enzim kilsinbdz8 mennyi-~
ségll membréinhoz k8titt. Fredményeik kizérjék annak va-
16szinliségét, hogy egy kiil8nbdzf tulajdonsigu enzimpo-
pulficid létezik egy intakt sejt vagy szerven beliil. Ha
a kiildnbiz8 szerveket tekintjilk, a MAO killdnféle lipid
kSrnyezetben funkeciondl., Igy tehét kiilonbdzd az enzin-
hez kitdtt lipid mennyvisége is. Részlegesen tisztitott
prepardtunhoz k&tdtt lipid fragmentun feltehetSen befo-



lyéscolja a hG és inhibitor szenzitivitis&., Tipton sze~-

rint a membrénkirnyezet kilcsinig bizonyos allotrdp tu-
lajdonségokat a wembraénhoz kétdtt enzimnek. Membranual
tirténd kdlcecstnhatds médositani képes az enzim kinetikai
tulajdonsagait is. :

Eldszdy Johnston f1l8/ wetette fel 19268-ban
annak lehetOségét, hogy 2 kilénbbz8 tipusu MAC létezik
patkany aggyal in vitro kériilmények kbzitt végzett git-
iasi kisérletek alapjén. Tehiét killonbldz0 szubsztrat és
inhibdtorspecificités alapjén bizonyitotta egy A és B
tipusu MAO enzim létezését. KésUbbiekben hasonld ered-
ményre jutott Goridis és Neff f26/, euberi agy ill.
Roth és €illis /27/, nyul agyon végzett vizsgilatai so-

-

Yan.

Az A tipusu [bizonyos terminelégia szerint a
neuronilis forma/ specifikus szubsztritjai a transzmitter
aminck /szerotonin, noradrenalin/. Harmin €s Clorgylin
gétlaséra szenzitiv, miv a B tipusu [azaz az extraneuro~-
nélis forma/ B~feniletilamint dezamindl €s szelektiv mé-
don gételhatd Deprenillel. Mindkét enzimtipus kdzds szub-
sztratja a Tiramin é€s Triptamin.

Kilon-kiildn szeparalni a 2 enzimet eddig még
nen sikeriilt, csak gatléasi vizsvilatok alapijén bizonyit-
jak létezésiiket.

Ma sem tisztézott, vajon a MAO multiplex forméi
valéjéban kiilénbd20 enzimek, vagy csak a kiilldnbizd mennyi-
ségll 11l. tipusu membréin anyag az, ami mddositja egyetlen
enzim specificitésdt /1%72/. Bé&r az agy mitokondriumok
heterogenitisa bizonyitott, még nem sikerillt a kildnbdzo
MAO formik létezését eltér® mitokondrium populicidval
tsszefiiggésbe hozni.
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Monoamnin oxidéz enzim tisztitésa

A strukturdhoz kitdtt katalitikusan aktiv fe-
hérjék, mint a mitokondriflis MAO is, elég nehezen szo-
lubilizdlhatdk és tisztithatdk.

Egy bizonyos fajra és szervre kidolgozott MAC
tisztitési metodika nem alkalmazhatd azoncs mbédon egy
masik fajbdél, ill. szervbil tSrténd MAC tisztitésra.

A szoluiliz&lddds mindig egylittjér egy bizonyos mértékil
inaktivélédéssal, melynek megakaddlyozésara Akopyenés
mtsai [/9/ az enzin szubsztrittal vald védését alkalmaztak.

Ismeretes, hogy alacsony pH értéken a polianio-
nok /beleértve a strukturdhoz kdtdtt fehérjéket és en~-
zimeket/ aggregilddnak, ugvanakkor magas pH értéken de-
zaggregalddnak, Varhatd tehdt, hogy erfsen alkeolikus k-
zegben megn® a nem ionos deterpens szolukilizdld hatésa
a MAQ~ra.

Az enzim erfsen lugos kizegben tdrténd szolubi~
lizélésa az enzim sajat szubsztratja dltal tdrténd véde-
len mellett sikeres szolubilizdlisi médszernek bizonyult
marha maj és agy, ill. patkény maj esetében [/9/. Ided-
lisan volt alkalmazhatd védésre a benzilamin, egyrészt
mint az enzim igen jé szubsztritja, masrészt, mint erls
bazis.

A MAQ tisztitasakor leggyakrabban alkalmazott
detergens a Triton X-100 /7/, a Nonion HS-210C [8/,

Akopyan és mtsai /9/ Triton X-100, valamint
OP-10 detergenst haszniltak az enzim szolubilizéléséara
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€s a tisztit&és hatédsfokat p-nitrofeniletilamin szubszt~
réattal tSrténd ehzimaktivitis-mérésl médszerrel mérték.

Oreland és kutatécsoportija [12/, valamint
misok [40/ metil-etilketonnal t&rténd extrahilast alkal-
maztak, de szémos kutatdcsoport szolubiliz&lisi techni-
kaként ultrahangos kezelés [/10/ vagy demyelinizacidt
/41/ hasznalt, esetleg lipézos [42) ill. tripszines [43/
enésztést, ismételt fagyasztést és felolvasztést ultra-
hangozé&ssal egyiitt /11/, illetOleg a fent emlitett méd-
szerek kombinécidjat.

J.C. Shih é&s 5. Eiduson [44/ téablézatot kdzdlt
a killonbbz0 szolubilizdlési technika hatésfokét feltin-
tetve, melyek kozilil az &ltalam alkalmazott Yasunobu és
munkatdrsainak [/7/ Triton X-100-zal t&rténd szolubili-
z&ldsi wmddszere bizonyult'legcrednényenebbnak /56-80 %~
~0os hatésfoku/. A mbdszer hétrénya, hogy a Triton X-100
nem ionos detergens kvantitativ eltdvolitisa a tiszti-
tott fehérjepreparitumbdél igen nehézkés, mégis ezideig
a legelterjedtebb moédszerként alkalmazzik szolubiliza-
léasra.
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PROBLEMAFFLVETES, CELRITUZESEK

A biogén monoaminok gylijtSnév alatt 2 nagy
csoportot értiink: a katekolaminokat &s az indolaminokat.

Az indolaminok k8zé tartozdé monocamin a szego-
tonin, részben modulilja az acetilkolin hatéasat, &ltaléa-
ban a kézponti idegrendszerben nyugtatd hatasu, mig a
katekolaminok leggyakrabban izgaté hatasuak, de vannak
gfielé hatésaik is, pl. a kisagyban.,

A biogén monoaminok 2 nagy csoportjé&nak ko~
z&s bontd enzimje a monoamin oxidiz Ja katekolaminok
bontiasiban a MAQ mellett a COMT-nak is aktiv szerepe
van/.

Minthogy a kizponti idegrendszerben eltérd
hatfsu biogén wmoncaminok mindkét csoportjit azonos en~
zim, a MAO bontja, igen fontos lenne az enzimaktivités
szelektiv gatléasa teripids szempontb5l. Ehhez viszont
olyan szekektiv gatlészereket kellene taldlni, mellyel
irdnyithatd lenne az enzim katalitikus aktivitésa, azaz
egyik vagy mésik tipusu amin szelektiv bontésa.

A gyakorlati probléma megold@sihoz szilkséyg
volna a kérdés elwéleti tisztézaséra. Egységes enzim-e
a MAO, vagy multiplex strukturidju. Ha ugyanis multiplex
enzimrS5l van szd, valdszinii, hogy egy adott multimer
felelSs egy bizonyos amin bontés&érty Ugyanakkor fenn-
&llhat a lehetUsége az aktiv helyek multiplicitasanak
is, vagyis, hogy ugyanaz az enzim bontja a fizioldbgia-
san eltérd hatasu biogén monoaminokat, ezek azonban nem
azonos médon és helyen kétOdnek az enzimhez.

Munkém célja volt kimutatni, hogy a MAO vald-
ban multiplex szerkezeti enzim-e; ha igen, valddi izo-
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enzimekbll &ll=e, a kilSnbiz0 szivetek eltérd aranyban
tartalmazzik-e az adott izocenzimeket, vagy pedig a pre-
parilas sorén miltermékek keletkeznek.

Célom volt tehét a multiplicités igazolisa @s
a multimerek esetleges szétvalasztisa. Mivel a MAO nmul-
timerek elkiilonitése eddig egyetlen laboratdriumban sem
sikerilt, felmeriilt annak lehetUsége, hogy a probléma
esetleg indirekt uton szelektiv gitlas segitségével
megoldhatd.

Szelektiv gatid hatdsok kimutatésara alkalmas
mbdszert kellett tehdt kidolgoznom, mely alkalmas a
multiplicités kérdésének elmfleti megoldisin tulmenen
gyakorlati problémdk [teripifs alkalmazis/ megoldisira
is.

Ha ugyanis sikerill szubsztrit, kll. inhibitor-
specifikus izoenzimeket kiilGnvalasztani, vagy bizonyita-
ni létezésiiket, akkor lehetlség van célzott [pl. szero~-
tonin bontés/ farmakoldgiai gé&tlészer kimutatéséra.

Kisérleteinben, - melyet patkény agy és méaj
MAQ enzimjével végeztem ~ ugyanakkor actfogd képet pro-
baltan nyerni killOnbdz0 tisztitdsi lehetlségeirll,
szubsztrat ill. gétlészer specificitasarél.
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MODSZEREK

Kisérletein egy részét az adott szervre leirt
mbdezer segitségével preparalt intakt mitokondrium frak-
cidkon, misgik xrészét a megfelell mitokondrium frakcidbdl
Triton X-100-zal szolubilizilds utjé&n nyert preparitumo-
kon végeztem azzal a cé&llal, hogy a multiplicités szem-
pontjabbl Usszehasonlitsam a membrénhoz kitd3tt valamint
az oldott &llapotban levd MAO enzimeket.

Az enzim vizsgélata sorin ¢l0szir minden eset-
ben mechatiroztam az adott méréshez kinetikai szewmpontbdl
optinélis kSriilményeket, azaz a Michaelis-Menten kineti-
ka feltételeit szem eldtt tartva minden preparitummal
elSszbr mechatiroztam az enzimaktivitas fehérjekoncent-
raéid, sz@bsztritkoncentricld, valamint az id0t€l valéd
figgését.

A Michaelis-fé&le &llandd IKM érték/ meghati-
rozésa a Lineweaver-Burk-~-féde &brizoléasmddban tirtént,
azaz a kezdeti sebesség reciprokédt &brizeolva a szubsztrit-
koncentrécié reciproké&nak fiiggvényéhen.

Az adott enzimpreparitum szubsztritspecifici-
tésénak meghatérozésa t&bb szubsztrétra nézve a speci-
fikus aktivitésok &sszehasonlitésa utjsn tértént. Az
alkalmazott szubsztrétkoncentrécidé mindegyik szubsztrit
esetében az adott szubsztritra megiallapitott Ky, érték
volt, azért, hogy a kiildnb#20 szubsztritokkal mért en-
zimaktivitisck “sszehasonlithatdk legyenek.

GCatlési vizsgilataimat a kivetkezd médon végeztem. 15
perccel a szubsztrit adisa elftt adtam a gatlészert a
reakcidelegyhez. A 15 perces elSinkubilis utén a szubsztrit
hozzdadésival inditottam a reakcidt. 20° 37 c°-on razés
k&izben té&rténd inkubfilis utin a megfeleld midszer segifsé-
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gével adllitottam le a reakciét.

Az inhibitorkonstans /Ki/ meghatérozasa grafi-
kus uton a Dixon-fé&le Abrazolasmbédbhan tdrtént, amikor is
a kezdeti sebesség reciprokit a gitlészerkoncentricid
fliggvényében vettem fel, két alkalmasan megvélasztott
szubsztritkoncentricidnédl, mely az adott szubsztréatra
megillapitott Ky, érték és annak fele volt minden esetben.

150 értéket grafikus uton hatéroztam meg. A

kontrollhoz viszonyitott sz&zalékos gatlast &brézoltam
a gitlészer koncentricid filiggvényében. A szubsztrétkon-
centrécid minden esetben az adott szubsztritra megalla-

pitott KM érték fele volt.

Vizsgédlataim soran fehérjekoncentréacidt Lowry
és munkatérsai [61/ mdédszerével mértem 5-50 ug tarto-
manyban 750 nm hull&nhossznil.

Monoanin oxidiz enzim aktivitidsanak mérési

modszerei

A monoamin oxidiz enzim Altal katalizalt oxi-
dativ dezaminidlas a kévetkezd reakcidegyenlet szerint
jétszodik le, valédszintileg imin intermedieren keresztiil:



- I3 =

H
g
R- CHy~NH,+0,+H,0 R— c\ +  NH3+HDO,
AN
0
kataldz
1
H,0+%20,
NAD PH NAD
A AO
Habp NADH
0
Y%
R~ CH,~OH rR-cZoH

2 MAO aktivitismérési mddszerek killSnfélék
lehetnek:

1. mérhetjiik a szubsztrét fogyasat [27,28,29,
30/;

2. kdvethetijitk az oxidativ dezamknéléis termé-
kének [az aldehidnek ill. savnak/ keletke-
zését [31-3€/, vagy a melléktermékként je-
lentkezd NH, 136] ill. H,0, mennyiséoét [37/;

3. mérhetiink 02 fogyést [38,11/.



A mérések pontossagit, érzékenységét és gyorsasigit te-
kintve legmegfelelSbbnek a keletkezett termék [aldehid
ill. sav/ mennyiségének mérésén alapuld mddszereket ta-
laltam [31-35/. A szubsztritfogyis mérésén alapuld el-
jarasck kevéshbé érzékenyeknek és hosszadalmasnak bizo-
nyultak /27-30/. Az O, fogyasztis wmérésén alapuld mo-
nometrids [38]/ ill. polarografiis médszerek [47/ ugyan
gyorsak, de nem eléggé megbizhatdak. A reakcibegyenlet
szerint minden molekula szubsztrit 1 molekula oxigént
abszorbeél., Az oxigén felvétel eltér az elméleti érték~
tol, melynek oka az, hogy az oxidacidé terméke az alde-
hid instabil és spontén oxiddlédik levegd jelenlétében.
Blokkold agensként szemikarbazidot és cianidot alkal-
waznak f[ecianohidrint v. nehézfém-komplexet képez/, ezek
azonban gétlisi reakcidkban csak bizonyos fenntartdssal
hasznalhaték.

Az altaklm alkalmazott, majdnem kizardlag a ter—
mék keletkezésének mérésén alapuld mddszerek kizdtt spekt-
rofotometriés, spektrofluorimetrids, valamint izotdpos
nmetodikék egyardnt vannak. Alkalmazésuk szubsztréttdl
fiiggd, windig az adott szubsztrithoz a legmegfeleldtt
nbdszert valasztottam.

Benzilanint vélasztva szubsztritként Tabor és
munkatirsal mbédszerével mértem aktivitist [31/.

Szerotonin, Tiramin, Triptamin, Dopamin eseté-
ben az izotdp mérési technika bizonyult legmegfelelfbb-
nek, amik®r is kipdwésos, valamint oszloptechnikis meg-
oldast egyarant alkalmaztam, Végill is tObb izotdp mérési
médszer kombindlaséval és mdédositisival kialakitott ion~
cseréld oszloptechnikés mddszer bizonyult a legmegfele-
18bbnek.
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Enzimtisztitéskor legjobban haszni&lhatd mdd-
szer volt szémomra Kinuramint viélasztani szubsztratként
és a keletkezett 4-hidroxi~kinolin mennyiségét Xraml
[/35] szerint fluorimetriésan meghatérozni. A médszer
rendkivill gyors, érzékeny, valamint igen pontosan rep—
rodukdlhatd. Lrzékenységét bizonyos mddositéssal 1
nagys@grenddel sikeriillt megnivelnem.

Az irodalomban a MAQ tisztitdsakor leggyak-
rabban alkalmazott szubsztrat a kinuramin, valamint
benzilamin, bér a multiplicités kérdését szem elOtt
tartva igazan pontos képet ugy kapnénk, ha tObb szub-
sztrattal egyidejlileg mérve aktivitast, kidvetnénk az
enzintisztitdst lépésrfl lépésre. Ha valdban fiziocld-
ésan is meglévl multiplicitésrél van szb, a tisztulis
sor@in a prepardtum feldusulhat az egyik multiplex alak-
ra €é€s ugyanakkor elveszithetilnk egy masikat.

Spektrofotometriis monoamin oxidéz mérdsi mbddszer:
benzilamin szubsztrittal Taboxr &€s munkatérsai mdd~
szere [31/ szerint

A MAO a kdvetkezU reakeldt katalizdlija:

MAO CHO
Q— CH2 Nﬁz +02 +H20 +NH3+3202

benzilamin benzaldehid

2z enzimatikus reakcié sorén 250 my -nil fel-
18p0 abszorpeiénivekedés mérdsén alapszik a médszer, ami-
kor is benzilaminbél oxidativ dezaminilas folytén benzal~-
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dehid keletkezik. A keletkezl benzaldehid abszoxpcids
maximpednak megfeleld 250 my hullamhosszndl a benzil-
amin szubsztrédt és a benzaldehid moliris extinkcids ko~
efficiense kilonbdzl, tehét kilvettareakcidban mérhetiink
enzinaktivitast anélkill, hogy az italakulatlan szubszt-
rat jelenléte zavarna. Igy a fellépl abszorpéidéndveke-
dés nagys@gébldl egyfértelmien kivetieztethetiink a kelet-
kezd benzaldehid mennyiségére és ezdltal az enzimaktivi-
tasra.

Az enzimaktivité&st kilvettéban mértem szoba-
himérsékleten Spektromom 203 spektrofotométeren, 250
nm hulléshossznél. A reakcidelegy 3 ml-es vigtérfogat~
ban 50 uM pl= 7,2 k&liumfoszfét puffert, 10-100 uM ben-
zilamint, valamint az adott fehériepreparitumot tartal-
mazta. & reakcié ilyen feltétel mellett 5'-ig volt 1li~
neéaris. Az abszoppcidnivekedést 3 percig kivettem mian-
den esetben.

Az enzimaktivitést az 1 perc alatt szobahi~-
mérsékleten keletkezett benzaldehid nanomelban kifeje-
zett mennyiségében adtam meg, mg fehérjére vonatkoztat-
va, a benzaldehid 250 nanonéter hullémhossznil meghata-
rozott molédris abszorpcids koefficiense [E= 1.2!104M"10n711
ismeretében.

A médszer hitranya, hogy lassu, nem elég érzé-
keny, valamint enzimaktivitis mérésére homogendtumbdl
nem alkalmas, Csak igen alacsony fehérjetartalmu tiszti-
tott preparitumck enzimaktivitasaét hatirozhatjuk meg ez-
zel a modszerrel.
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Monoamin oxidéz enzim sktivitidsfnak meghatirozisa
fluorinetriis uton Kinuramin szubsztrattal

Az alkalmazott metodikak kdzll szémomra
egyik legjobl wmédszernek bizonyult Kraml fluorimetriés
eljérasa [/35/, melyet mbdositva &rzékenységét sikertilt
jelentGsen megnivelni.

Az aktivitésmérés alapia a kivetkezld reakcid:

o i o 0
a 11. '4
\‘?Hz MAO \$Hz HaOH [:::I:B:D

CH, C=—=0

I | |

NH,, NH, KH, H 11
B J

Einuramin 4—-hidroxi-kinolin

/4 o/

A MAO katalizélta enzimatikus reakecid sorén ki-
nuraminbél keletkezl intermedier aldehid spontin intra-
molekulés ciklizécidval alakul 4-hidroxi-kinolinnd lu-
gos kézegben, nem enzimatikus uton. Az igy keletkezett
fluorinetridsan aktiv 4-hidroxi-kinolin mennyiségét
mérjik.

A mbdszer rendkivill gyors, érzékeny é€s jél
reproduk&lhatd, Kitlinfen alkalmazhatd enzimtisztitis kd-
vetésére. Mas enzimek zavard hatésa ennél a médszernél
nem jelentkezik, Homogendtumbél is mérhetiimk enzimakti-
vitdst, uwgvanis a reakecididld elteltével a ledllitott
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reakcidelegybfl a fehérijét centrifugalissal minden e~
setben eltdvolitjuk. A médszerhez alkalmazott szubszt-
rat a kinuramnin ugyan nem fordul eld jelentékeny meny-
nyiségben az agyban, azonban egyike a legjobb MAO
szubsztritoknak,

Az enzimaktivitis-mérés menete és a reakcid-
elegy Osszetétele a kivetkezl volt:

3 ml-es végtérfogatban az inkubfcids elegy
1074 - 107 ¥ kinuramin gzubsztrétot [mely koncentri-
cib megfelelt az adott kirlilmények kizitt megéllapitott
Ky, értéknek/ 0.05 ¥ pH = 7.4 kalium~foszfat puffert, va-
lamint 10~200 png fehérjét tartalmazott. A reakcidt 37
c®-on 20’ inkub8las utdn 2 ml 0.5 ¥ pH = lO-es borit
pufferrel allitottam le /a reakeid 30'~ig lineédris i-
lyen kdrilmények kdzitt/, majd a fehérje centrifuga-~
léssal tOrténd eltivolitdsa utdn 1 ml-es aliguotokat 2
ml & N Na~hidroxidhoz mérve hataroztam meg az enzimak-
tivitdast 320 mp hullanhosszndl tértént gerjesztés mel~-
lett. A 4~hidroxi-kinolin emisszidés maximuma 380 B
volt. & gerjesztési rés szélességét 4 mR, az emisszids
rés szélességét 2.5 mp Ertékre valasztottam. Altaliban
5 11l. 6~os érzékenységnél dolgoztam. A méréseket
Hitachi Model MPF-~2A Spektrofluoriméteren végeztem.

-4

A mddszer igen érzékeny. Az &talakulatlan
szubsztriat jelenléte egyaltalin nem zavaria a mérés pon-
tosségét. A reakcid le&8llitésihoz &altalam hasznélt bo-
rat puffernek fill. 1 ¥ NaOH-nak/ a mésok &ltal alkalma-
zott trikldérecetsavval szemben kioltdé hatdsa nincsen,
fluoreszcenciis guenchet nem okoz. 50t, a reakeid ledlli-
téasa, valamint az ezt kdvetd lugos kizegben végbemend
gylriizérédis is egyideiiiley, egyetlen reagens hatdsara
biztositott, azaz elkeriilhetd a reakcibelegy pH-janak
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kétszeri megviltozésa.

Ily mbdon az eredeti mdédszer 1 ug-os alsd
érzékenységi hatérit sikeriilt 10 nanog-ra leszoritani.
Az &érzékenységl tartominy fels® hatéara 1.5 wug.

~ Mivel a médszer igen érzékeny, alacsony en-~
zimaktivitésu mintdk /pl. tengerimalac étrium, macska
ganglion/ MAO aktivitédsanak mérésére is alkalumas.,

Monoamin oxidiz enzim aktivitisinak mérése 1$C
qelzett izotdp szubsztritokkal

A mbédszer az oxidativ dezaminalés sorén ke-
letkez@ l‘c-metabolitok liquidszcintillécids mérésén
alapul. Elvélasztisukra a kiindulési szubsztréattdl, 2
egyformén jS61 hasznidlhatd eljarist dolgoztam ki &s al-
kalmaztam. Az egyik a kir&zascs metodika, a mésik pe~
dig ioncserél® oszlopon tirkénd kromatogrifiis szétva-
lasztas.

Az izotdpos technika feltétlen elSnye amellett,
hogy szenzitiv, sgyseerii és jél reprodukilhaté az, hogy
aldehid dehidrogendz jelenléte nélkiill is j&é1 alkalmazha~-
td, azaz képes a reakcid sorén egyarant keletkezl sav
ég aldehid egylittes meghatarozéaséara.

Az enzimaktivitids szubsztrit, ill. fehérje-
koncentricid, valamint id0 &sszefiiggését minden egyes
szubsztrit esetében meghatiroztam. Majd ennek ismereté-
hen vidlasztottam meg az optimilis reakcidfeltételeket.
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A reakcid 5-200 ug fehérjekoncentricidt alkalmazva 30°-
ig volt lineéris. A szubsztratkoncentricidé minden eset-
ben az adott kérilmények kozdtt megillapitott KH érték
volt.

1

A kisérletek sorin felhasznalt 4C-jelzett izotdp

MAQ szubsztritok

Kivétel nélkiill NEN Chemicals GmbH Részitmények Izotdp
higitashoz hideg Sigma gyartmanyu biogén aminokat hasz-
néaltam.
l. Triptamin-2-"" C~bisuccinét
Spec. akt. 60 mCi/mi
2. Tiramin-1-**c-hidrobromia
Spec. akt. 13 mCi/fmM
3. Noradrenalin—7-14c
Spec. akt. 44 mCi fmi
4. Szerotonin-2-14c binoxalat
Spec. akt. 22.1 mCi/[mi
5. Dopamin-1-+%C hidrobromid
Spec. akt. 15.5 mCi/mM

14

A méréseket az aldbbi médon wvégeztem:

37 c®-o0s vizfiirdSben 20'-ig r&zds kizben in-
kubéltam a reakcidelegyetjyp melynek Osszetétele a kivet-
kezd wvolt: 500 ul—-es Ussztérfogatban tartalmazott 5 mM
pH= 7.4-~es kéliumfoszfat puffert, 5-200 uyg fehérjeprepa-
rétumot, valamint 0.01 uCi/5.5-130 nanomol specifikus
aktivitésu 1‘xC-jelzet:t szubsztratot 10 ul-es térfogat-
ban [melyhez izotdpos higitassal készitettem az 1 uCi/
0.55-130 pmol/ml~es térzscldatokat/. A szubsztritot a
reakcidelegy minden esetben az adott kiriilmények kizbtt
meghatérozott Michealis-konstansnak IXHI megfeleld
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5 4

1.1 x 10 ° = 2.6 = 10 © ¥ koncentricidban tartalmazta.
A mérések soran a kivetkez? kontrollokat hasznéltam:

l. O'-es inkubilés [azaz a reakcid a komponensek
Osszemérése utén azonnal leéallitva.

2. reakcibelegy £8z86tt fehérjeprepardtummal in~
kubdlva a mintéval azonos mbdon.

2 tovibbi miiveletek sorén a kontrollckat a mérendd min-
téval azonos mbdon kezeltem.

A reakecid ledllitasa kétféleképpen tirtént.
Atcdl figglen, hogy melyik mddszert haszniltam az at-
alakulatlan szubsztrit é€s ternék szétviélasztisara, a
reakcidt gyors hiitéssel, vagy savval éllitottam le,
majd a fehérje centrifugilassal tSrténC eltévolitésa
utén a reakcidelegy aliquotjat ioncseréld oszlopra vit-
tem, vagy szerves cldiészeres kirazésnak vetettem ala.

A kirazésos metodikét alkalmazva, 2N HCl-dal
édllitottam le a reakciﬁt, majd szubsztrattél fliggben
toluollal /triptamin/, ill. dietiléterrel [szerotonin/
extrahdltam. 500 ul—e# reakcibelegyhem 5 ml szerves ol-
dészert adtam és kirézés, majd centrifugilés utén a szer-
ves fazisb6l 2.5 ml-t vittem 5 ml toluolos szcintillé-
cids koktélba.

A nméasik médszer az oszloptechnikas szétva-
lasztés, mely esetén savas kationcseréld gyantébdl ké-
sziilt 0.6 x 4 cm~es kromabograf&@ld oszlopot haszniltam
a szeparaléasra.

Az irodalomban leggyakrabban hasznélt kation-
cseréld gyantik a kovetkezTk: Rexyn 10l Ha forma [48/,
Dowex 50-X8 H' forma /49/, Amberlit CG-50 I Na forma
/132]. Bzek kdziil legjobb szétvalasztist biztosit bér-
melyik HAO szubsztriattal tirténd aktivitésmérés esetén
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az Amberlit CC~50 I [Na forma/ gyengén savas kation-
csexréld gyanta. Méréseim sorin ezzel a gyantatipussal
dolgoztam elbzetes aktivalds utén.

Az oszloptechnikés mddszernél az 500 ul reak-
cidelegybll a reakcidelegy gyors lehiitése, valamint a
fehérje centrifugiléssal térténd eltivolitdsa utén 250
pl-t 0.6 x 4 cw—es, e€ldzlleg tridesztillilt vizzel mo~
sott Amberlit CG-50 gyantd&bsél késziilt oszlopra vittem,
A terméket 4 ml tridesztillélt vizzel eludltam., A vi-
zes eludtum bepérlésa, vagy egy aliquot kivétele utén
a keletkezett ‘dc-jelzett terméket liguidszcintillici-
6s technik@val mértem Bray oldatban, Isocap/300-as
liguid szcintillécidés rendszerben [Nuclear Chicago/.

Héréseim sorén 2 ill. 3 parhuzamcssal dolgoz-
tam. A mérési eredményeket a quench-hatés figyelembe
vételével minden esetben kérrig&ltam. Az izotdp széamla-
16 Yc-re megallapitott hatésfoka 87 & volt queechelet-
len mintdék esetén. Az enzimaktivitisokat specifikus ak-
tivitésban adtam meg minden esetben, azaz:

spec.akt.= nmol dezam. termék [20’]/ mg fehérie

Az izotdp mérésekben hasznilt szcintillécids koktélok
Usszetétele a kivetkezd volt:

l. Toluolos koktél:
1000 mi toluolban 4 g PPC
0.3 g POPOP

volt oldva

2. Dioxénos koktél /Bray oldat/:
é g naftalin, 4 g PPO, 0.2 g POPOP,
100 ml abs., metanol, 20 ml etilénglikol,
1000 ml dioxén
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Monoamin oxidiz enzim vizsgdlata
pediakrilamid gél elektroforfzissek

Vizsgilataimat Ornstein &s Davis miédszerével [50/
végezten,

Az elektroforézishez hasznilt tdrzsoldatok a kivetke-
zGk voltak:

"A" 1§ HCl 48 ml
Tris-hidroximetil amino-metén 36.6 g
TEMED [N,N,N'N’'~tekametil -etilén~diamin/0.23 ml
Pridesztillélt vizzel 100 ml-re kiegészitve

pH = 8.9

"B® Akrilamid 30 g
N,H’-metilén~bisakrilamid 0.8 g
Tridesztillalt vizzel 100 mli-re kiegészitve

"Cc® 0.14 g /NH,/,8,0,

Tridesztillélt vizzel 100 ml-re kiegészitve

Tartalypuffer toérzscldat:

& g Tris
28.8 g Glicin
Tridesztillilt vizzel 1000 ml-re kiegészitve
pH = 8.3
Hasznédlat eldtt 10x-re higitva

5 %~0os gél készitése MAO enzim preparitum elektrofo-
rézishez:

"A® cldat: 1 térfogat /4 ml/

“B" oldat: -\? térfogat /5.7 ml/
tridesszt., viz: ]6.3 ml/
"C®" oldat: 4 térxfogat [16 ml]/
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A komponensek Csszekeverése utén 2-2 ml-t Parafilm~
mel alul lezért csivekbe pipettiztam. Vizszintes fel-
szin kialakulésa érdekében 0.1 —~ 0.1 ml tridesztillélt
vizet rétegeztem &évatosan a még meyg nem dermedt gélek
felszinére, Dermedési idd kirililbeliil 1/2 éra. A bepo-
limerizélédott gélekre a viz eltivolitdsa utén 200 -
200 Ml mintat vittem fel. JelzOGfestékként brémfenol-
kék oldatot hasznéltam, melyet vagy a mintéval, vagy
a felsl tartalypufferrel kevertea Ossze.

Az elektroforézis kivitelezéséhez Shandon vagy Reanal
gél-elektroforetikus késziiléket hasznéltam. Kezdetben
1/2 6rdn &t 2 mA/ced édramerfsségen futtattam, majd a
korilbeldl 11/2-2 orén &t tarté elektroforézis végéig
3 ma/csb-vel.

A rétegezés megkinnyitésére mintaimhoz kristélyos
szachardzt kevertem.

Gélfestési midszerek:

I. Pehérde kimutatisra gélen 2 festési mbédszert is
alkalmaztam:

i. & festékcldat 10 %-0s Amido Black 1l0B volt 7 $-os
ecetsavban oldva, A differencislés is 7 &t~0s e-
cetsavban tirtént.

2. FPehérje fixaléasos moddszer:
Fixdlé oldat:5 %t-os triklérecetsavban [TCA/
oldott 5 $ szulfoszalicilsav.
5 percig a £ix818ban &llni hagytam a géleket, majd
S csepp festékoldatot adtam hozzd, Bsszeriztan és
24 6rén a4t rajtahagytam.
7 %~o0s ecetsav oldattal differencidltam.
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Festék oldat: 0.5 % Coomassie Brillant BlueR—-t oldot~-
tam 20 %$-os TCA-ban.

II. Festés MAO aktivitdsra:Youdim és mtsai médszere
/51] szerint, mely Glenner &s mtsai hisztokémiai
mbédszerének [/52/ tovdébbfejlesztise.
Az elektroforézis utén az 5 %-0s géleket 37 c®-on
20~60'-ig inkubdltam. Inkubé&lis utin az inkubild
oldatot ledintittem a gélekr5l, majd tridesztillalt
vizes atmosis utén 7 %~os ecetsav oldattal differen-
cidltam.
Az inkubScids elegy Osszetétele a kivetkezT volt:
4 mg monoanin szubsztrit
2 ng Hazso‘
4 mg p-nitrotetrazdliumkék
0.05 M pH = 7.4~es foszfat puffer
0.1 g fenazin metoszuliat

10 ml/gél

A MAO "izoenzimeket” szolubilizilt és részlegesen
tisztitott mitokondrium preparatumbiél vizsgiltam
peliakrilamid gél elektroforézissel. A metodika c.
részben ismertetett médon mitokondriumot preparél-
tan a megfelell szervre léirt médszer segitségével
/35 oldal/, majd 1 %~os Tritom X~-100 detergenssel
kezelve 1 mM benzilamin védelem mellett szolubili-
zéltam az enzimet. Ezutén 35 %$-0s telités anmoniwa-
szulfattal, majd Sephadex G~25-0n tiriténd sémentesi-
tés utién nyert részleyesen tisztitott enzimprepari-
tumot vizsgéltam poliakrilamid gél elektroforézissel.
Az egyes multimer formék aktivitédsédt paralel futta-
tott festetlen gélek szeletelése &s a gélszeletek
elucidja utén mértem.
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200 ug fehérjét vittem minden egyes gél felszinére.
Brimfenclkéket alkalmaztam jelzlfestékként. Csak a
tokéletesen egyformén {utott gélekkel dolgoztam to-
vabb. Két gélt minden alkalommal enzimaktivitésra fes-
tettem, a tbbit ezek alapjén szeleteltem. Az egyes
gélekbll Usszegyiljtitt szeleteket 0.5 M-os pH = 7.4~
es foszfit pufferben egy €jszakin &t eludltam. 20 ug
fehérje aktivitasét mértem minden esetben.

Moncamin oxidaz enzim tisztitésa

Enzintisztitisi kisérleteimben Akopyan és munkatirsai
/9] mbdszerét alkalmaztam mddositéisokkal.

A tisztités folyamatiét kynuramin szubsztrattal tirté-~
no enzimaktivitis mérés utjan ellendriztem,

Mitokondrium preparalds Hawkins /45) médszere szerint
mé&jbél izotdénids szachardz oldatban

Az enzimpreparilést +4 c®-on végezten., A
majat 0.25 M szachardz 10 x térfogatban elhomogenizil-
tam elfsz8r durvén, majd Potter-Elvehjem homogemizé-
torral finoman. A homogenitumot gézen &tsziirtem, majd
600 g-vel 5’~ig centrifugilva eltivolitottam a fel nem
tart sejteket, sejtfragmentumokat, sejtmagokat é&s virds-
vértesteket. A szupernaténst ezutén hiitdtt Janetzki
K~24~es centrifugiban 20.000 g-vel 45’-ig centrifugdltam
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és a szupernaténst eldntittem, Az egylitt lefilt mito-
kondriws és mikroszéma frakeiét uiraszuszpendéltam
0.25 M-os szachardzban &s 8500 g-mal 107-ig centrifu-
galva elvélasztottan a mitokondriumot a mikroszdmé-
tél. A szedimentumot 0.05 M-os pli= 7.4-es fosziat pui-
ferben vettem fel és -20 C°-on téroltam.

Agy mitokondrium preparéilis Brody &s Bain [/46/ médszere
sgerint

Az agvat 9 térfogat izotdmids [JO.25 M-os sza-
charfzban homogenizdltam az agyhértya eltévolitésa u-
tén Potter-Elvehijem—féle liveghomogenizétorban. A homos
genizétumot liveggyapoton atsziirve 1500 g-wval 4 x 3'-ig
centrifugédltam, majd mostam 0.25 M-os szachardzban és
ismét 18.000 g-wel [15000 rpm/ centrifugiltam 20°'~-ig.

A végsU szedimentumot 0.05 M-~os pil 2 7.4-es fosziat
pufferben vettem fel és felhasznalasig -20 ¢®-on tarol-
tam., Az agy mitokondrium prepariali@sanak minden lépését
o-4 c“~on végeztem.

Monoamin oxidiz enzim tisztitésa marha méj mitokond-
riunb6l

» frissen vigott marha mijat /150 gr/
elSszbr héztartisi mixelSgépben durvin, majd Potter-
~Elvehjen-féle teflonfiejes homogeniziléban 0.05 M-os
pH= 7.4 foszfit pufferben oldott 0.25 M szacharéz,
1073 u 2-mercaptoetanol, 11l. 10 ¥ =pTa lox térfogatd-

ban homogenizéltam.
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Mitokondriumot Hawkins [45]) midszerével pre-
pariltam, El5z8leg a homogenizdtumot gézca atsziirtem.
A tridesztillalt vizzel wosott wmitoBondrium vizes szusz~—
penzidjahoz 150 ml/ lassan, allandé keverés mellett 5
mil végkoncentricidban benzilamin bazist adtam, majd u-
gyanésak lassu keverés mellett Triton X-100 15 %-0s ol-
datit 0.75 $-os végkoncentricidban /7.5 ml/ 4 c®-on 1/2
féra &llds utan 100.000 g-vel 40 percig centrifugdltam.
A sérgém szinl felilluszdval dolgoztam tovébb.

Rivetkezl lépésként ammonium-szulfatos frak-
ciondldst alkalmaztam. A 100.000 g—-s feliiluszdhoz &at-
kristilyositédssal tisztitott kristdlyos IN34I2804-t
adtam 20 %$-os telitéshez lassu keverés kilzben, a pl-t
8.2-re, 5 %-os ﬂH4OH adéasaval éllitottam be. Allni
hagytam =20 C°-on 30°-ig és 4 C°-on 90’-ig. Ezutéan
20.000 g-vel 10'-ig centrifugaltam, a feliluszd vi-
lagosbarna csapadék tartalmazta a MAO aktivitast. Fels
vettem 0.1 M-os pH = 7.4 ké@lium-foszfit pufferben, mely
10”3 4 2-merkaptoetanclt, ill. 10™? M EDTA-t tartalma-
zott, majd 24 Orén &t a puffer tibbszdri viéltaséval
diaelizéltam 1 nil-0s pH = 7.4-es foszidt puffer 110-41
EDTA, 10_3 ¥ 2-merkaptoetanol/ 500 x-os térfogatival
szemben., Ezutén Triton- X-100 15 $-os oldatdt adtam
lassu keverés kizben 0.75 $-os végkoncentrécibdban &l-
landd hiltés alatt, majd 25.000 g-vel 30°-ig centrifu~

géltam. A szupernaténssal dolgoztam tovabb.

Kezelést végezten Aluminium~hidroxid-gél
Cy ~val: a szupernaténshoz hozzéadtam a gél szuszpen-
zibt /6 mg/ml; SIGMA/ ugy, hogy a fehérje-gél [széraz-
suly/ arény 3:1 legyen. 1 Srén &t Svatosan, hiltés kdz-
ben keverergettem, majd 10.000 g-vel 5 percig centrifu-
géltam a szuszpenzidét. A szedimentumot eldobtam. Ismét
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aluminiuvm~hidroxid gél Cy -val kezeltem a szuperna-
ténst. 1l:1 arényban adtan az enzimpreparitumhoz a

6 mg/ml koncenrdcidju Sigma gyértmanyu gélszuszpen=
ziét. Allni hagytam 4 ¢®-on 1 6rdn &t és 10.000 g-vel

5 percig hiitdtt centrifugéval centrifugdltam. A szuper-
naténs tartalmazta a tisztitott mé&j enzim preparitumot.
Minddssze 3 napig volt aktiv, 2 nap alatt aktivitisa
az eredeti aktivités felére csdkkent -20 C-on térté-
nd tarolés mellett,

Monoamin oxidéz enzim tisztitasa marha
agy mitokondriumbil

A prepardlét mindvégiyg 0-4 ¢®-on végezten,
Az enzimtisztités céljira haszndlt agyakat az &llatok
levagisat kbvetl 2~3 O6rén belill feldclgoztam. Az al-
vadt vértdl, agyhirtyatédl megtisztitott agyakat 0.9 %~
-o8 k&liumklorid oldatban mostam. Haztartési mizxelS~
gépben 0.05 M pH = 7.4 foszfat pufferben oldott 0.25 M
szacharéz, 10 > M 2-merkaptoetanol 1074 u EpTA, 10 x
térfogatban eldszdr durvén elhomogenizialtam, majd vé-
giil Potter—-Elvehjem féle homogenizdtorban is. A homo-
genizétumot iliveggyapoton &atsziirtem, majd Brody és Bain
146 médszerével nyertem a mitockondrium frakeiét. 0.05
M pH = 7.4 kdlium-foszfat pufferrel mostam, majd cent-
rifugdltam. A lelilt, mosott mitckondrium frakciét tri-
desztillilt vizben szuszpenddltam [ 15 mg/ml fehérije /
majd &llandé keverés €s hiités mellett benzilamin bé&zist
adtam hozzéd lassan 10 mM végkoncemntricidban. 30 perc
lassu kevertetés utén 40.000 gRvel Beckman J-21 -es
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centrifugén centrifugdltam. A csapadékot a szuszpenzid
eredeti térfogataval azonos térfogatu vizben vettem
fel és 15 %-cs Triton X~-100-t adtam hozza lassan, ke-
verés kizben 1.5 $-os végkoncentricidban. 30 perces
keverés utdn ismét 40.000 g-vel centrifugdltam 30 per-
cig. A szupernatinssal dolgoztam tovabb. 24 o6réam at di-
alizédltam pi = 7.4~es 0.005 M-os k&lium-foszfat puffer-
rel szemben. Végig hitdtt kdrilmények kizdtt 10 oM

2-merkaptoetanolt, ill. 10-‘ M EDTA~t alkalmaztam.

Ezutin a preparatumot Aluminium-hidroxid geél
C f~val /6 mg/ml/ kezeltem. A gélszuszpenzidt a diali-
zdlt szupernatinshoz adtam keverés kizben 1:2 = fehér-
je-gél [szaraz suly/ aranyban. 30 perc lassu kevertetés
utén 10.000 g-vel 5’~ig centrifugiltam.

A kbtvetkezl lépésként INH‘12804—631 csaptam
ki a fehérjét, azaz 35 %$~os telitésghez &tkristialyosi-
tott szildrd INH‘IZSO‘—ot adtam, lassan, keverés kiz-
ben a szupernatinshoz. 4 c®-on 30°-ig &llmi hagytam,
majd 10 percig 20.000 g-vel centrifugélcam. A folyadék
felszinén uszd sarga szinil precipitatus tartalmazta a
MAQ aktivitast. Felvettem 0.0l M-og pH = 7.4-es kdliuam
foszfat pufferben, malyben az enzim védelmére 10 ° K
merkaptoetanolt &s 10 M EDTA volt adva. 5 md-os pH =
7.4~es k&lium~foszfit puffer 100 x-os térfogatéaval
szemben 24 Srén At dializiltam, tibbszir cserélve a
dializald oldatot.

Ismét kezeltem Triton ¥-100 detergenssel.
A detergens 15 %-0os oldatét adtam az anyaghoz 0.75 %~
os végkoncentricidban, lassan, dvatos kevertetés kiz-
ben. 30 perc &llés utin 40.000 g-vel 30 percig centri-
fugliltam. A szupernaténs tartalmazta a MAQO aktivitast.
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Ujbél kezeltem Aluminium~hidroxid gé&l Cy -
val. A gélszuszpenzidt 1l:1 = fehérije: gél ardnyban
adtam a halvinysérga szupernaténshoz. 20 percig ke-
vertettem, majd 15 percig 1l0.000 g-vel centrifugdltam,
Végil az anyagot Sephadex G~25-0s oszlopon t&ményi-
tettem és szabaditottam meg a még ki nem dializdlédott
Nn: ionoktdél., A tisztitott készitmény mindlssze 2-3
napig volt aktiv, 1 nap alatt aktivitasa a felére csdk-
kent -20 C®-on térténd tarolis mellett is.

HMonoamin oxidiz enzim tisztitésa
patkiny m&4 mitokondriumbdil

£teres narkdzis alatt a patkényokat deka-

pitiltam, wijukat / 4-5 gr/patkidny / eltidvolitottam és
0.% t~0s KCl oldatban mostam. 50 gr m&jat elSszdr dur-
vén, mixerben, hideg 0.05 M pH = 7.4 foszfat pufferben
oldott 0.25 M szachardz, 10 - M 2-merkaptoetanol, ill.
10”4 ¥ EpTA 10x térfogatban homogeniziltam, majd teflo-
nos Potter-Elvehjem~-f&le homogenizitorban. A homogeni-
zatumot gézen &tsziirtem, majd Hawkins [/45/ mddszerével
mitokondriumot prepardltam. A leiilt mitokondriumot az
inaktiv fehérjék eltévolitaséra 0.05 M-os pH = 7.4-es
kélium-foszfat pufferben szuszpendiltam és 25.000 g-vel
15’-ig centrifugéltam. A szedimentumot 150 m% tridesz-
tillalt vizben szuszpendéltam. Ehhez a mitokondridlis
membrén-szuszpenzidhoz adtam lassan, keverés kdzbhen
benzilamin bézist 1 mM-os végkoancentricilban. A pH =
lO0~es szuszpenzidt 307'-ig 4 ¢®~on &llni hagytam, majd
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45,000 g-vel 45’-ig Beckman J-Zl-es centrifugin centri-
fugiltam. A szedimentumot hideg tridesztillilt vizben
szuszpenddltamn, majd Triton X~-100 10 %-0s oldatat adtam
hozzé kaverés kizben, lassan, 1 %-os végtérfogatban.

A szuszpenzidt 60'-ig 4 C°-on tartottam, majd 45.000
g-vel 45'-1ig centrifugdltam. Az {ledéket eldobtam, a
szupernatinshoz Aluminium-hidroxid gél C {~t adtam

/] 6 mg/ml, Sigma | fehérje:gél /széraz sulyra szémitott/
= 1:2 ardnyban keverés kizben. 15’ utén a keveréket '
3000 g~vel 5'~ig centrifugdltam. A szupernatans tartal-
mazta a MAO aktivitdst. Ezutdn a szupernatins pl-jat

5 $-o3 ammoniumklorid lassu adagolaséval ph= 8.0-ra
dllitottam be &s dtkristéalyositott sziléard IHH‘I 230‘-
-0t adtam hozzi lassam, keverés kizben 25 %-0s3 teli-~
téshez., A pH~t végig pH = 7.4d-en tartottam. 4 C°-on
60"~ig &llni hagytam, majd 25.000 g-vel 207-ig centri-
fugdltam. Az liledéket kristdlyos INB412804-ot 35 s-os
telitéshez 4 Cc%-on 15 6rén at &llni hagytam, majd
25,000 g-vel 30'-ig centrifugé&ltam. A feliiluszd csa-
padékot, mely a MAD aktivitdst tartalmazta, 20 ml 0.05
#-0s pH = 7.4~-es foszfat pufferben felszuszpendaltam,
majd 1000 x-es térfogat 0.01 H-os pd = 7.4-es foszfit
pufferrel szemben /5 x cserélve a puffert/ 48 6ram &t
dializéltam. A keletkezett csapadékot 45.000 g-n 20'~
ig térténd centrifugéléissal tavolitottawm el, Utolsd lé-~
pésként hidroxilapatitos kezel@st alkalmaztam 1:100 =
fehérje:adszorbens arany mellett. 30’ keverés utin cent-
rifugdltam, a szupernatinst ismét hasonld médon kezel-
tem, majd a végsl szupernatinst mint tisztitott prepara-
tusot -20 C%-on téroltam. Az enzim védelmdre lt'::v"3 M
ditiotreitolt, ill. 2-merkaptoetanolt, valamint 10 %
EDTA~t alkalmaztam.
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A tisztitott prepardtum 5 nap utén enzimaktivitisénak
50 ¥~-at elveszti, 2 hetes tdrolés alatt majdnem tel-
jesen inaktivalodik.

Yonoamin oxidaz enzinm tisztitdsa
patkény agybol

Az enzim preparéléast é€s tisztitiésiat 0-4
c®-on végeztem. & patkény agyakat [50gr/ 9 térfogat
0.25 ¥ szachardzt, 10 °M EDTA-t tartalmazé 0.05 M pH=
7.4 foszfat pufferben elhomogeniziltam, 0.9 $-0s8 KCl-
ban tOrténd wosés utéan. 1500 g-vel 2 x 5 percig centri-
fugaltam, majd a szupernaténst 18.000 g-vel 20’'~ig.

A mitokondrium frakeid lelilt. Felvettem az eredeti
agyszdvet sulyénak kétszerese térfogatu 0.05 M-os pHs=
7.4~es E-foszfét pufferben, ismét centrifugdltam 18.000
g-vel 20'-ig. A leiilt és mosott mitokondrium frakcidt
felszuszpendiltam 3 té&€rfogat 0.01 M-os pH = 7.4 foszfit
paff.cben, és 1 mM végkoncentricidban benzilamint adtam
hozzéd, keverés kSzben, majd 15 %-os Triton ¥-100 deter-
genst, 1.5 %-os végkoncentricidban. 307 &llas utén hii-
tott centrifugival centrifugédltam, majd 20 %-os telités
kézben lassan, tisztitott kristélyos INB4IZSO‘—t adtam
nozzd. 20.000 g-vel 30'~ig centrifugéltam, majd a vi-
lagossérga szupernatinshoz ismét adtam /nn‘lzso‘—ot

40 %-os telitéshez. A csapadékot 0.05 M pH = 7.4~es
$oszfit pufferben vetten fel, 24 dréan &t dializéltam
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0.001 M pH = 7.4~es foszfit puffer 500 x térfogatéval
szemben., Bializis utén 20°-ig 20.000 g-vel centrifu~

gédltam., A majdnem viztiszta szupernatinssal dolgoztam
tovabb.

Aluminium-hidroxid gél Cy-val prdébiltam
tisztitani tovébb a preparédtumot. l:5 = fehérje:gél
arényt alkalmaztam. A szupernatfnshoz hozzéadtan a
megfelell mennyiségll gélt és 1/2 &rén &t kevertettem
2 szusgpenzidt hidegszobéiban. Centrifugdlis utén a
szupernaténst Calcium-foszfét géllel kezeltem,

1:1 = fehérije:gél arényt slkalmaztamn. A hidegszobé~
ban végrehajtott 1 6rds kevertetés utén a szuszpen-
ziét 800D g-vel centrifugéltam, majd az ililedéket
tridesztillalt vizzel mostam. Ezutén 0.1 § Triton
X-100~t tartalmagdé 0.05 M pH = 7.4-es foszfit pui-
ferral kevertettem é&s a szupernatinst félretetten.
Kétszeri ismétlés utan a kombindlt szupernatinsckat
kristalyos INH4lzso‘~da1 45 S-ra telitettem. 1 &ra
keverés utén 20.000 g—-vel 30'~ig centrifugdltam,

majd a keletkez® csapadékot 0.05 M pH = 7.4~es fosz~-
fat pufferben vettem fel és 0,001 M ph = 7.4 foszfét
puffer 500 x térfogatival szemben 24 6rat dializédltam
a pufferoldat tlbbszdri cserélése mellett., A tiszti-
tés sorén hasznélt foszfét puffer minden esetben tar-
talmazott az enzim védelwére 10 > M 2-mercaptoetamolt,
111, 107¢ u mpEa-t.

A tovabbi tisztitési kisérlet hatéséra az enzim tel-
jesen inaktivilédott.,

Tisztitott forméjiban mindBssze 2 napig volt aktiv,
~20 €c%°-on térolva.
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EREDMENYEK

Usszehasonlité vizsgdlatokat végeztem pat-
kany, 111, marha midj, valamint agyszdvetben kimutathatd
és izol&lhatd moncamino osidéaz enzimekkel.

ElsT lépésként tisztitottam az enzimet.
Szamos, killénféle mddszer kiprdébalésa utén a lege-
redményesebbnek bizoayult eljirissal marha méj enzimé
esetén 204 x-es tisztuldst, az agy enzim esetén 31,5
x-es tisztuld@st sikeriilt elérni, a MAO irodalombdl is-
mert eddig legeredményesebb 254, ill., 6lx—-es tiszti-
tégsal szemben. Patkiny m&jbsl 105 x-es tisztitiast
sikeriilt felmutatnom.

Legproblematikusabb feladat volt a patkény
agy MAO enzimjének tisztitisa, mely mér a tissztités
kezdeti stédiuméban viératlanul inaktivalddott. Az
eredeti homogendtumhoz képest mindlssze 10 x-es tisz-
titdst sikeriilt elérni. A patkiény agy enzim tisztitisé-
val 2 MA0 irodalom nem foglalkozik, jobb tisztitési
hatésfokot eddig elérni méyg nem sikeriilt,

A tisztitis menetét &s az eredményeket a
tisztitds folyaméin a kivetkezD tfblizatok mutatjék:



MAQ tisztitis marha méibsél

Térfogat Aktivités Usszaktivités Fehérje Spec. akt., Tisztités
[=nl} Hg 4EOQ/ml pg 480U g ful pg 4H0Q/mg X
feh.
1. Homogenétum 1500 10.2 15.300 25 0.404 i
2. Mitokondrium 150 38.2 5.880 20 1,961 4.85
Szolibilizélés
3. ?riton X-100-zal 1850 35.7 5.2353 16 2.23 5
Frakcionédlis
4. lna‘lzso‘~o1 120 23.2 2.784 5.19 4.47 11.08
Kezelds
Cy=-val
Iuﬂ‘lzso‘noa 7
6. kicsapis 20 19.3 386 0.7 27.57 69.24
Il. kegelis
P Al-hidroxid gél 15 16.2 273 0.22 82.7 204.7
. c'y'Vil

IWTPIANE I



MAO tisztitds marha agybél

2. Tébléazat

Sephadex G-25

Térfogat Aktivitds (Ugsszaktivités Pehérje Spec., akt. Tisztités
fml] ug 4HOQ/ml ug 4500 mg /ml ug 4HOQ/mg X
fehérje
Homogenétun 700 5.2 3640 5.5 0.945 1
Mitokondrium 35 59,0 2065 14.8 3,98 4,3
Szolubiliziléas
Srites X-3108-sal 70 10.6 742,0 2.2 4,82 5.1
I. Al gél CJ=s
i 70 5.9 413.0 0.5 11.80 12.5
[NH ] ,80,~05 16 21.9 350.4 1.34 16.34 17.3
ko:clél
Kezelés Triton
X-100-zal 10 13.6 136.0 0.62 21.93 23,2
II. Al gél CT=s v
Samaa iy 10 12.0 120.0 0.45 26,73 28,3
[Fisztitott enzim 3 17.8 53.4 0.60 29.67 31.4

- 9% -



MAC tisztitis patkiny méjbol

3. Tablazat
v Akt, Total akt. Fehérje Spec. akt, Kitermelés Tisztités

/ml/ wg 4HOQ/ml wug 4HOQ mg /ml ug/mg fehérje 3 /x]
1. Homogendtum 500 204,0 102,000 17 12.0 100 4
2. Mitokondriwn 50 207.2 45,360 27 33.6 44 .4 2.8
3. Mit. membréan 150 301.6 45,240 5.8 52.0 44.3 5.0
4. Szolubilizéeid 148 27¢6.0 40,848 2.5 110.4 40.0 9.2
5. MCY‘S \‘ezet‘S 146 182.04 26.578 0.82 222.0 26.0 18.5
6. [hH, ;80,08 20 765.0 15.530 0.75 1020.0 14.2 85.0

frakcionélas

7. lydroxylapatitos 12 107.1 1,285 0.085 1260.0 1.25 105.0

kezelés

w LY -



MAO tisztitds patkény agybél
4. Téblazat

V  Aktivités Total akt. Fehérje Spec. akt, Kitermelés Tisaztités

- R -

[ml/ wg 4HOU/wml wg 4HOQ me fml pg 4HOQ /mg ) X
fehérje
omogenizitum 450 87.15 39.217 8.3 10.5 100 1
biitokondrium 150 232.7 34,903 10.4 22,3 88.9 2.10
Szolubilizélis
g s O 145 110.7 16.051 4.1 27.0 40.7 2.57
I [N, ],80,-08 132 78.0 10.296 1.5 52.0 26.2 5.0
kezelés
IT [uE,/,80,~08 50  46.75 2 337 0.85 55.0 5.2 5.2
kécsapés
AL C T~os kezelés 50  38.60 1 930 0.62 €1.0 4.9 6.5
Adszorpeid
(caq/P0, 1, gélen 25 70.30 1 757 0.96 73.3 4.4 7.7
II. [NH[[,80,-0s 5 306.6 1 533 3.50 87.6 3.8 9.2
kic pas




- 49 =

Az enzim kinetikai, valamint elektroforeti-
kus tulajdonségait részlegesen tisztitott /szolubili-
zalt, 35 %-os IHH‘I so‘ kezelésnek alavetett, végiil
detergens, ill. sémentesitett/, valamint az elGalli-
tott legtisztébb prepardfiumokon vizsgaltam.

Elektroforetikus uton 5 %$~os poliakkilamid
gélen elkiiltnitettem az adott szervbil &zclalt MAD
enzim multimer formait. Ilyen kirillmények kézdtt pat-
kény majbdl 4, agybdl 3, marha majbdél 2, agybdl 1
multinert format mutattam ki, melyet az aldbbi gél-
elektroforetikus fénykép felvételek mutatnak:

Patkdny m&jbol és agybdl enzim~
specifikus festéssel kimutatott MAO multimerek
elektroforetikus képe

M&aj Agy
i + = -
Mmao
1 A .
i) MAO; ‘ 1
MMAO 4 . AMpo, | ‘ AMAO,
4 4 "v
| .
+ E = + —

aspecifikus festddes



Brémfenolkéket alkalmazva indikatorként a festék je-
lenlétét jelzd csik MAC specifikusnak tinik és igy za-
vard. Ezért ezt az egy eSeset kivéve, hrémfenolkékkel
torténd indik&last csak olyan forméban alkalmaztam,
hogy a t8bbivel pérhuzamosan, 2 gélen csak az elektro-
forézis frontjét jelzd brémfenolkéket futtattam.

Gélelektroforetikus vizsgdlataimat 5 $-os
poliakrilamid gélen végeztem a médszerekben ismertetett
mbdon. 200 pg fehérjét vitte#s minden esetben a gélek
felszinére.

Enzimaktivitésra triptamin szubsztrittal
tirtént enzimspecifikus festés a szemléltetett fotdk
esetében. Kivétel az agybél kimutatott MAD, vagyis az
andd felé vindorld forma, amely esetén enzimaktivitas
festéssel csak dopamin szubsztritot alkalmazva volt
kimutathaté.

Gélelektroforetikus uton mindissze az enzim-
aktivitast jelent? csikok szinintenzitésinak kiilonbd-
z0s8égébll lehetett a szubsztratspecificitéasra kivet~
keztetni, ugyanis bérmelyik szubsztritot alkalmazva
MAO aktivitds minden esetben kimutathatd volt festés-
sel, kivételt képestek az elektroforézis sorén andd
felé vandorld MAO multimer formék, melyek mint azt a
ktvetkezd szubsztratspecificitési tiblazatok is mutat-
jak, bizonyos szubsztrittal szemben mérhetd, ill.
festéssel kimutatha€d aktivitast nem mutattak. Ezt az
eredményt a kvantitativ mérések is alétamasztjék [lésd
a kivetkez8 2 tébléazatot/.

Az elektroforetikus uton poliakrilamid gélen
elviélasztott MAO enzimek szubsztritspecificitasit geé-
len tOrténd specifikus MAO festéssel, valamint festet-
len és szeletelt gélekxOl tdrténd eludcid utén, az elu-
alt enzimek aktivitésdnak izotdpos technikéval tOrténd
mérésével vizsgiltam, ill. hataroztam meg, melyet az
alébbi 2 té&blé&zat mutat.
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5. TAblazat

Patkény miq mitokondriumbél szolubilizilt és elektro-—
forézissel szétviélasztott MAC multimerek szubsztrit-
specificitésa

Spec. aktivitéas
/nanomol dezam. termék/20 min/mg fehérje/

“wao, 'hao, "wao;, Mmao

4
Tiramin 17.40 10.43 2.10 1.05
Triptamin 39.40 0.20 3.61 2.10
Kinuramin 8.50 8.20 8.60 1.22
Benzilamin 13.45 6.30 2.90 o
Szerotonin 7.20 6.30 15.40 0.6
Dopamin 12,30 7.20 10.10 0.2
Noradrenalin 2.60 2.90 5.80 ¢

Patkény mé&j mitokondrium frakcidbdl részlegesen tiszti-
tott [azaz Triton X-100 nem ionos detergenssel szolu-
biliz&lt és ammoniumszulfittal kezelt/ preparfitumbdl

5 %-os poliakrilamid gélen disc elektroforézissel el-
killonitettem az enzim multimer formiit, ¢gélrSl eludl-
tam az egyes enzimeket és enzimaktivitist mértem a mbéd~
szerekben ismertetett mdédon. Az adott szubsztrittal
neghatirozoag specifikus aktivitasokat az adott kdriil-
mények kizdtt megdllapitott K, értéknek megfelelld szub-
sztréatkoncentricidnal hasonlitottam Ussze.
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' 6. Té&blazat

Patkény agy mitokondrium frakeidbdl szolubilizilt
és elektroforézissel szétvilasztott MAO multimer
formék szubsziratspecificitésa

Spec. akt.
Jnanomol dezam.termék[20 minfmg fehérje/f
Szubsztrat -
Avno %m0 )
1 2 3
Tiramin €0.05 33.20 0©.20
Triptamin 8.70 2.02 13.80
Kinuramin 11.30 6.30 7.60
Benzilamin 6.65 0.29 O
Szerotonin 3.10 13.40 0.80
Dopamin 2.10 3.20 10.10
Woradrenalin 2.30 4.70 0

| Az enzimpreparilisi &s enzimaktivitds mérési mbéd-
szerek azonosak az el@ézf téablazatnil ismertetett
mbdszerekkel./
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A kapott eredményekrll megdllapithatd a
k&vetkezS:

Az elektroforetikus uton szétvialasztott
MAO multimer form@k kizdtt meglévd szubsztritspeci-
ficitéasbeli killdnbségek azonnal létszanak a téblaza-
tokbbl. Elég jelentSs killEnbségek vannak az egyes MAO
enzimek kiilonb320 szubsztritokkal szemben [faz adott
K, értéknek megfelel? szubsztrit koncentricidnil/
meghatérozott specifikus aktivitésban. A killSnb5z0
MAOD enzimek eltérl aktivitiast mutatnak a killénféle
szubsztritokkal szemben két killdnbizd szervet tekint~-
ve, de egy adott szerven belill is.

Mind a maj, mind az agy esetében legjobb
szubsztrét a tirvamin és triptamin, ugyanakkor a leg-
alacsongabb volt az enzimaktivitis, ha noradrenalint
és benzilamint vélasztottam a MAO enzim szubsztrat-
jaként.

EKilén~kiildn vizsgélva az egyes MAO enzi-
meket egy adott szerven bel#ll, legérdekesebb az
elektroforézis sorin az andd felé vandorlé forma wi-
selkedése a killdnféle szubsztritokkal szemben, patkiny
agy preparétumot vizsgélva.

Az elektroforetikusan a katdd felé viandor-
16 patké@ny agy mitokondriumbdl szolfibiliz&lt MAO en-
zimek tiramin szubsztratra kapott igen nagy aktivité-
sé&val szemben az andd felé vandorld forma szinte alig
mérhetld aktivitist mutat tiramin irént, valamint ben-
zilamin, noradrenalin é€s szerotonin szubsztritockkal is
alig vagy egyéltalén nem kaptam aktivitéast.

Ugyanakkor magas enzimaktivitast mértem
triptamin szubsztrittal. Legfeltiindbb mégis a dopamin~-
nal mért nagy aktivités, ellentétben a patkény mi&jbél
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elektroforetikusan kimutatott andd felé vandorlsd
forma dopaminnal alig mérhet? aktivitésaval.

Nemcsak egy adott szerven bellll, az egyes
MAO enzimek kiilonbis® szubsztritokkal wért aktivitisa-
ban van éles kiilldnbség, haném a két kil¥nbdzt szerv
enzinmjeinek viselkedésébén is a kilinbdzl szubsztritok
irént. Az egyértelmilen latszik az eredményekbil, hogy
a tiramin, wvalamint triptamin egyaréint jé szubsztrit-
ja mindkét enzimpopulicidnak. A t8bbi szubsztratot
tekintve mér nem ilyen egyértelmii a helyzet, béir a
killénbségek nem mondhatbk nagynak. Viszont igen éles
a differencia a két enzimpopulécié deopamin szubsztrat-
tal mért enzimaktivitésdban, frdemes lenne kiildn
foglalkozni az egyea MAO enzimek és a dopamin, mint
szubsztrit kapesolataval, kiilonds tekintettel a
patkény agybhdl elektroforetikus uton szeparalt "and-
dos" enzimre.

Kinetikal vizsgilataim sorén minden esetben
ellszdr meghatiroztam az enzimaktivitas valtozaséat,
az id6, a fehérjekoncentricié, valamint a szubsztrit-
koncentricidé fliggvényében, és ennek birtokdban vilasz-
tottam meg a Michaelis-Menten kinetik&nak megfeleld
reakcibkiriilményeket.

Meghatéroztam a részlegesen tisztitott, va-
lamint a legtisztabb enzimpreparitum Michaelis kons-
tansait ’xul’ valamint a maximilis sebességet kiildnbi-
20 MAD szubsztritokra, melyet az aldbbi téblazat is-
mertet:
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. 7.« Téblészat
iiichaelis-konstansok
[lsgzefoglald téabliszat/
[' Srolébilizalt 88 részlie- Tisztitott
| gesen tisztitott MA0 enzis A0
| Bzubsstréit xx '?w xﬁ Vw
57 Iemellngll %] nmol fug ]
fehérie) min
pore
. Sserotonin 6.5.10 > 1.23
| Tiramin 1.5.1073 5.0
kény, -5 -8
Kinurapin 5.0.10 2.4 5.3.10 8.30
a5y | Noradrenalin 2.3.10" 9% 6.5
Dopanin 1.3.1078 0.8
-4 |
patid Szerotonin 2.4.10‘5 2.95
abny Tiramin 1.3.1¢ 3.1¢
SOV | gtouramin  3.2.1073 2.65 3.4.10"% 10.12
i) |soradremalin 2.8.107% 2.30
Dopamin 2.1.107% 2.96
MSmotonia 4.2.107° 0.95
piax Tiramin 2.3.2074 2.9
agy |Einuramia  6.2.107° 2.4 | 6.7.307% .
Soradrenalin 4.4.10°0 0.8
Dopamin 2.5.10° 1.3
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A Ku érték meghatirozésa 4 11l. 3 szubszt~
rétkoncentricid mellett a Linewsaver~Burk féle Sbié-
zolédsban t3rtént, az abszcisszin Sbrizolva, a szubsz
trétkoncentricid, az ordinétin pedig a kezdeti se-
hesség reciprokit.

C8tlési kisérletek monoamin
oxidaz enzimmel

KIsérleti wunkdém nagyobbik részét a gatléasi
vizsgélatok képezték.

In vitro kiriilmények kizBtt mértem a mono-—
amin oxidiz enzim gitolhatdségit kildnbdzl ssubszt-
ratokkal mérve enzimaktivitést.

RilOnbi2z0 gatldszerek [szubsztrit szelektiv,
ill, nem szmelektiv/ hatésit vizsgiltam mindkét szerv
esetében.

Rz in vitro gétldsi vizsgilatokat a médsze-
rekben leirt mbdon végeztem és a kapott eredmények ki~
értékelése grafikus uton tértént a Dixon-féle &brizo-
lésmédot kivetve, kivéve, amikor a gatlis mértékét
szézalékosan tintettem fel a kontrollhoz viszonyitva,
ill. amikor I0 értéket hatiroztam meg.

A gétlésok tipusa minden esetben kompetitiv
volt és az alkalmazott @étlészerek reverzibilis médon
gédtoltak az dltalam vizsgélt esetsekben.

Az inhibitorkonstansok IK1 érték/ grafikus
uton térténd meghatérozisat szemlélteti a kivetkezd
kiragadott példa Pargylin gitldval patkény agybél izo~
141t MAO, -xe, mely elektroforetikusan a legkisebb mo-
bilitésu forma:
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Patkény agy mitokondriumbdél szolubilizilt MAO

enzim aktivitésénak in vitro gétlésa Pargylin-

nal Kinurasin szubsztrit jelenlétében.

1
v
K [m]
MAO, :18-1078
MAO,:37-1078
MAO; 561078
05 T
03T
MAO1 Kl: J°

4

s, /4.6-10‘5 M/

Sy [23-10°M|

o)}

10°8M|1]

A kdvetkezU tablézat kinuramin szubsztritot
alkalmazva 3 MAO gitlészer [Pargylin, Harmalin, Ipro-
niazid/ hatis&t mutatja be a MAO egyes multimer formai-
ra K; értékekben feltiintetve. A K, &rtékek ‘M koncentrsi-

cidéban vannak megadva.
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8 .Tablazat

In vitro patkany m&j MAO aktivités gdtlas

KiluM/ Kynuramin

MAO; MAO 2 MAO 3 MAO 4

Pargylin c.07 0.04 0.04 0.02
Iproniazid 9.20 1.0 1.3 4.0
Harmalin 230 170 120 670

Az inhibitorkonstansok meghatdrozésa & Dixon plotbdl
tértént, azaz az l/v-t &brazolva az inhibitorkoncent-
racid fiiggvényeként két szubsztratkoncentracidnil, amely
sz. koncentricidk megfeleltek az adott kériilmények ko-
zott megallapitott Ky értéknek, illetve a Ky érték fe-
lének. Az alkalmazott fehérjekoncentricidé minden eset-
ben 20 ¥g volt. Az egyes MAO enzimeket gélrGl tdrténd
eludcidval poliakrilamid gélelektroforézis utén nyerten.
A gatldszerrel torténd 15’ elSinkubdlés utén a reakcidt
a szubsztrat reakcidelegyhez torténd adasaval inditottam.
Az alkalmazott gatlészerkoncentréacid 1.10_8 - 1.10-'4 M
volt szubsztrattdl fiiggben. A tablazatbdl lathatd, hogy
Kinuramin szubsztritra nézve a Pargylin mutatkozik a
legjobb gatlészernek. Az egyes gatlészerek [Pargylin,
Harmalin, Iproniazid/ g&tldé hatédsa az adott multimerek
aktivitésédra jelentSsen eltér egymastdl.

A kovetkezSkben egy szubsztrat szelektiv
/Deprenil, Chinoin/ és egy nem szelektiv gatldszer
#rranylcyprémine/ hatfisdt vizsgiltam patkény agy és
maj MAO enzimjére in vitro koriilmények kizbtt.
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In vitro patkény-agy MAO aktivitas

gc'ttlds Tranylcyprominnal

100r

| ----Benzylamin
—Tyramin
------- Serotonin

'50IMI :
L Benz:1-10”
Tyr: 21076
. S 4-10°8

N
o
T

%o kontroll

1078 1076 1074 I|M|

Gatlési vizsgilataimat intakt mitokondrium frakecidn vé-
geztem,., Hitokondriumot a mddszerekben ismertetett mbdon
preparéiltam. Az &bra&n a kontrollhoz viszonyitott széza-
lékos gé&tlést &brézoltam az inhibitorkoncentrécié fligg-
vényében. Az alkalmazott szubsztritkoncentrécid mind-
egyik szubsztrit esetén az adott szubsztritra megdlla-
pitott Ky érték fele volt. Az alkalmazott fehérjekoncent-
récid minden esetben 100 ug volt. A g&tlészerrel térténd
15'~es el&inkubdlis utén a reakcidt a szubsztrit adisé-
val inditottam &s 20’ utén a mbdszereckben ismertetett
mbédon &llitottam le, majd a szubsztritnak megfeleld mod-
szer segitségével mértem az enzimaktivitést.
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In vitro patkény-agy MAO aktivitas gatlés
Deprenillel

————— Kynuramin
------ Benzilamin
Tyramin
""""" zerotonin
100F
- /'
o
.
» /
S T I "
8,50 ' 50 Kyn710 M
0 i Benz:1-107M
o ; Tyr: 4-10°M
3 Ser: 4-10"M
ot e 1 1 1 —
1079 1077 107 1073 Mgatlo

Géatlasi vizsgdlataimat intakt mitokondrium frakcién
végeztem., Mitokondriumot a mddszerben ismertetett médon
prepariltam. Az &brén a kontrollhoz viszonyitott sziza-—
lékos gé&tlést Sbrézoltam az inhibitorkoncentrécid fiigg~
vényében. Az alkalmazott szubsztritkoncentrécidé mind-
egyik szubsztrat esetén az adott szubsztréitra megédlla-
pitott Kﬁ érték fele volt. Az alkalmazott fehérjekon-
centr&cid minden esetben 100 pg volt. A géitlészerrel
térténd 15'-es el@inkubilis utén a reakcidt a szubsztrit
adiséval inditottam és 20’ utén a médszerekben ismerte—
tett médon Allitottam le, majd a szubsztritnak megfeleld
médszer sdgitségével mértem az enzimaktivitéast.



In vitro patkany-maj MAO aktivitas

gatlas Deprenillel

..... Kynuramin
---- Benzylamin
L —— Tyramin
100 ......... Serotonin -,.-.' """ -0 - e=———®
0 L
S
d
-0 +
(@)
)
- 50t
L
]
'I 5
i il ! 150 Kyn : 4-108 M
! ', ._.-' Benz: 41077 M
i p / Tyr 3107 M
I.’ / Ser : 8,5'10-5 M
s / )
L/' I,
o / 9
) .
0 ""' 1 1 b 4 4
) -7 -5
] ]
gatloé M

| A médszerek azonosak a patkény agy Deprenillel tdr-
tén8S géitlésakor alkalmazott médszerekkel./
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Azonnal szembetiin® a kiil&nbség a szubsztrit
szelektlv és nem szelektiv gétlészerek hatésidt tekint-
ve, figyelembe véve a gilrbék lefutésit. Jelentls elté-
rések vannak az egyes szubsztritokra megéllapitott
I, értékekben, a szubsztrit szelektiv gitlészer ha-
tasit vizsgilva agyon, ill, m&jon.

Kigsérleteimben hatésos és szubsztrétszelek-
tiv gétldezernek bizonyult a Deprenil &n vitro kéril-
mények kdzdétt, mind a m&jb6l mind az agybdl izolilt
enzimekre.

Legjobban volt gatolhatd az enzimaktivités
Deprenillel, abban az esetben, ha Kimuramin é&s Ben-
zilamin volt a szubsztréit.

MeglehetUsen gyenge gétldszernek bizonyult a
Deprenil Szerotonin szubsztrit esetén,

A két szervet tekintve I50 értékben legnagyobb
kiilénbséget Deprenillel tdrtént® gétlésgkor tiramin szub-
sztrit esetén mértiink. Az in vitro kisérlet sorén agy
mitokondriumb8l és méj mitokondriumbél izoldlt MAO en-
zim jéval rezisztensebbnek bizonyult Deprenillel szem—
ben, mint m&jbdl preparilt enzim,

Erdekes az enzimngdtlis girbéje tiramin szub-
sztrit esetén. Kettls szigmoid girbét kaptam mindkét
szervet vizsgilva, ami arra utal, hogy valdsziniileg
két enzim van jelen, melynek killdnb3z3 a deprenillel
szenmbeni érzékenysége. Miért csak tiramin esetén kap-
tuk ezt, a t3bbitSl eltérd lefutfsu girbét? Kisérleti
eredményeink al&témasztjik mas szerzdk Clorgylin, ill,
Deprenil gé&tldwal kapcsolatos eredményeit és feltétele-
zéseit, miszerint 2 MAO enzim létezik az agyban é&s mé&j-
ban eltérl szubsztrétspecificitéssal, azaz a két enzim
preferencidlis szubsztritja kiilénbdzd [benzilamin, ill.
szerotonin/, k3zds szubsztrétjukként tekinthetijiik vi-
szont a tiramint, valamint mis szerzfk szerint a dopa-
mint és triptamint.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Kisérleteinkben kil&nbiz8 szervek MAD en~
zimjének szubsztrit, valamint inhibitorspecificitésit,
tisztitési lehetOségeit vizsgaltuk.

Patkény, valamint marha agy &s majbdl MAO
enzimet tisztitottam, mely tisztitésok az adott szdve-
tet tekintve jénak mondhatdak az irodalombdl ismert
adatokhoz mérten. Az eredményes enzimtisztitds egyik
dontd feltdtelének mutatkozott az enzim védelme szo0-
lubiliz&lSskor, sajét szubsztritja altal. Patkiny mij-
bdl az enzimtisztitds hatésfoka 105 x, patkény agybél
9 %, marha m&jbél 205 x, marha agybél 31 x volt.
Ugyanakkor az irodalomban az eddig legsikeéresebb tisz-
titéds patkény majbél 136 x [9/ ill. 200 x /64/, marha
méjbél 205 x [/9/, marha agybdl 60 x [2/ veolt.

4 tisztitésbdl 3 leirt médszerek kombinidlésa
és mbdositésa. A patkény agybdl tdrténl enzimtisztités
hatésfoka mindB8ssze 9-szeres, azonban ebbfl a szervbll
eredményes MAO enzim-tisztitéssal wmég nem talédlkoztam.
Az enzim ebben a szervben rendkivill labilisnak mutat-
kozik, még a legkiméletesebb médszerekdt is alkalmaz-
va, aktivitésénak d0ntd hényadit mdr a tisztités elsC
fézisaiban elveszti. Az dltalam alkalmazott tisztitisi
médszerek j6l1 reprodukilhatd €s egyszerii eszkdztkkel
kivitelezhetl eljérisok, kiilindsebb niiszerezettséget
nen igényelnek, mind a négy kilonb3z0 vizsgélati anyag
esetében apré valtoztatésoktdl eltekintve azonosak, te-
hét a kapott eredmények j6l Osszehasonlithatdk.

Poliakrilamid-gél elektroforézissel elkilli-
nitetten az enzim kiildnbdzd feorméit. Patkény agybdl 3,
miajbbl 4 elektroforetikusan eltérd viselkedési alakot
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mutattam ki a szolubilizdlt "részlegesen tisztitott”
preparatumokbdl, szemben a tisztitott preparitummal,
amikor is agybfl 1, m&jbdl 2 MAO enzimet mutattam ki
elektroforetikus uton. A kildnbdz® szerz®k altal eleke
troforetikus uton kimutatott MAO enzimek eltérS szé-
mét a 12. oldalon té&blazat mutatja.

Ugyanakkor gatlési vizsgdlataim nem szolu-
bilizé&lt intakt mitokondrium frakcidkeon szubsztritspe-
cifikus Deprenil gatlészerrel, mind a mdjban, mind az
agyban 2 MAQO enzim létét bizonyitijdk. Hasonld erednéﬁy—
ra jutottak Deprenil géitldszert alkalmazva J. Knoll és
munkatérsai /65/ valamint Clorgylin gétld hatését vizs~
géalva Johnston é&s munkatérsai [/18/, H.Y.T. Yang és H.H,
Neff /66/, M.0. Housley és K.F. Tipton [/67/, J.A. Roth
és C.N. Gillis /27] patkény agy, patkény m&3j ill. nyul
agy preparitumokon.

Bé&r a multimerek szamét illetlen a két mdéd-
ezer Jelektroforézis, gitlisi vizsgélatok/ eltérd ered-
ményt adott, mindkettd a multiplicités mellett szdl.
FeltételezhetGen az elektroforetikus uton kimutatott
enzimek kiziil kettd azonos az indirekt uton, tehéat
Deprenil gétlészerrel kimutatott enzimekkel.

Dolgozatom 1571-73 k&zdtt végzett munka ered-
pénye. A kisérletek lezérdséit kévetd 2 évben megjelent
kizleményekben a MAO multiplicitasit illetlen egységes
&llasfoglalis mindmiig nem alakult ki. A kapott kisérle~
ti eredmények ddntl bizonyitékot nem szolgdltattak a MAO
multiplicitdsénak 111, homogenikas&nak kérdésében.

Nem alakult ki egydntetll vélemény sem az azo-
nos, sem a killdnb6z0 mddszerekkel meghatirozott multime-
rek szémdt, sem a multiplicitis okat illetSen.

Napjainkig nem sikeriilt minden kétséget kizi-
ré mbédon bizonyitani, hogy a kiildnbozé mbdszerekkel
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in vitro kimutatott multiplicités fizioldgias koriilmé-
nyek kézdtt is fennidll, vagy sem, csak feltételezések-
kel talslkozhatunk a kizleményekben [68/.

Talin a2 mikrok&rnyezet hatéasa az egyetlen
faktor, melynek a szerzlk egyiatetiien nagy jelentOséget
tulajdonitanak, s5t a kizlemények ddntl tibbségében a
szerzlk a membrin foszfolipideket teszik egyedill fele-
18s8é a multiplicités létrejittéért [693/.

Hatfrozottan alig néhény szerzd Allitja, hogy
a multiplicités kizérdlag in vitro létezik, tehit mi-
termék [70), de azt is kevesen merik kijelenteni, hogy
a2 multiplicitas minden kétséget kizérdlag in vive is
fennill, azaz kiildnbizd tulajdonsigu enzimpopulécid
van jelen egy adott szerven vagy intakt sejten belil
171]. A szerzSk nagy része tehdt egyetért abban, hogy
a multiplicitds létrejéttében nagy szerepe van az en-
zimhez k&titt foszfolipid mennyisdégének, ami in vivo
Ssszefiigghet egy killSnb&zd MAO aktivitisu heterogén
mitokondrium populécid létezésével, valamint annak va-
16szinliségével, hogy szolubilizélés sorim az intakt
sziivetttl eltér8 enzimpopulécid j6n létre azdltal, hogy
az adott enzimhez eltérd mennyiségi membrin fragmentum
marad kOtve.

Ma mér tekintélyes azoknak a kizleményeknek a
szdma, melvek aktiv helyek multiplicitfisa mellett fog-
lal 4ll&st szubsztritkonpeticiés vizsgilatok alapjéan.
Az aktiv helyek szémat és helyét illetlen is igen meg-
oszlanak a vélemények [72,73,75/.

Bgyelf€re nyitott kérdés marad, vajon a klilSnbl-
25 aktiv helyek egy adott enzimen helyezkednek-e el,
vagy killdnbdz0O multimerekhez tartoznak.
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Ak&r az aktiv helyek multiplicitaséat aliitjuk
/72,73,25/, akdr multiplex enzimrendszerrSl beszélink
/118,74,22, 23/, az elsd, amit el kell ddnteniink; fizi-
clégias—~e vagy sem.

Véleményem szerint a MAO multiplicitisa feltét-
lenill fizioldgids jelenség kell hogy legven, ugyanis a
kGzponti idegrendszerben eltérl hatdsu biogén moncaminok
Bindkét csoportiit [indolaminok, katekolaminok/ azonos
enzim, a MAQ bontja [természetesen a COMT mellett/.

A szivet ill., fajspecifikus szubsztritszelek-
tivitas és inhibitorszenzitivitis kérdését feltétleniil
fiziolbgiés szempontbdl fontos jelenségnek kell tekin-
teniink,

Re&lisnak liatszik az az elk@pzelés, niszerint
a MAO multimerek intakt sejten beliil eltérd lipid kdr-
nyezetben funkcionild egyvetlen enzimfajtit képviselnek
i122].

A mikrokdrnyezet heterogenitésit szamos adat
igazolja. Bizonyos vizsgilatok szerint szémos enzim ak-
tivitésa viltozik a killonb®zd mitckondrium populéciédval,
beleértve a Johnston altal identifiké&lt A és B tipusu
MAO-t is, wely enzimfajtik masként oszlanak meg a kiil@n-
biiz3 mitokondrium frakcidkban [66/. Pl. az A tipus jelen
van a szinaptikus neuronokban, de bizonyos posztszinapti-
kus helyekxUl teljesen hidnyzik.

A glia sejtekhez tartozd mitokondriumok és a
neuronck mitokondriumai eltér® denzitéasuvak [76]. H.¥.T.
Yang &s N.H. Neff kimutatt@k, hogy nagyobb MAO B aktivi-
téas térsul a magasabb denzitésu mitokondriumckhoz, mint
az alacsony denzitédsuakhoz.

Nem vitathatd tahét a kirnyezet 1ll. a membran
déntd szerepe az enzim szubsztrét ill. inhibitorspecifi-
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citésénak alakulésiban, azonban nem tekinthetd egyedili
faktornak. Az eltérd lipid kirnvezet mellett még vald-
szinll, hogy kiildnbHz0 szubsztritkitShelyek vannak egy
adott enzimeolekulin a killdnbbzl kémiai karakteri szib-
sztritok szémira., Az adott szubsztrit tehédt kémiai ka~
rakterétll filiggfen kapcsolédhat egyik vagy mésik vagy
mindkét szubsztritkitShelyhez /69,25/.

Mivel a membrinkomponensek feltétlenil be-
folyasolijék az enzim aktivitasat és specificitésit,
nem nagy valdszinilisége van annak, hogy a 2 ill. tébb
MAO enzimtipusra utalé enzimaktivitésok fizikai esz-
kBz8kkel szétvilaszthaték legyenek.

Vizsgélataim kimutattdk,a MAO multiplicité-
sét, valamint eltérC szubsztrat ill. inhibitorspecifi-
citéasét a kilénbézl szervekben.

Célkitlzéseim kizbtt szerepelt egy clyan teszt,
melynek segitségével a MAO multiplicitisit lehet bizo-
nyiténi, valamint, ha valéban sz6 van multiplicitasrdl,
akkor a multimerek eltér?® szubsztrit ill. inhibitorspe-
cificitését kimutatni.

Deprenil szubsztrit ill. inhibitorspecifikus
gatlészer segitségével a MAC multiplicitdsat egy misik
oldalrdl, newm szolubilizélt mitokondrium frakcidn is
sikeriilt alatamgsztanom, vizsgalataim soran.

Ezek a mddszerek a gyakorlatban is hasznosit-
haték, ugyanis, ha valéban létezik dopamin, szerctonin,
ill. noradrenalin specifikus MRO, akkor ezek szelektiv
gatlésa farmakolégiai szempontbdl nagy jelentSségii vol-
na.
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In vitro kisérleteimet patkiny agyszivet ill.
mij mitokondrium frakeidbdl detergenssel szolubilizélt,
valamint egyszeri ammonium—-szulfitos kezelésnek alé-
vetett "rdszlegesen tisztitott preparitumokon® végeztem.

A patkany mdjszdvetbil "részlegesen tisztitott”
preparétunbdl 4, agyszdvetbSl 3 MAO enzimet mutattam ki
korong~elektroforézissel 5 %~o0s poliakrilamid gélen.

Honoamin oxidiz enzimet tisztitottam marha
méj J205 x] &€s agybdl [31 x/ valamint patkény mijbél
/105 x] és patkdny agybdl /9 x/. A legmagasabb specifi-
kus aktivitisu legtisztdbb preparatumokbil majbél [105 x/
2, agybdl | 9 —-szeres tisztités/ pedig 1 MAO enzimet tud-
tam kimutatni a részlegesen tisztitott preparitumhoz
képest poliakrilamid-gél elektroforézissel.

A kill¥3nb&z8 szubsztréitokra [tiramin, triptamin,
szercotonin, dopamin, kinuramin, benzilamin/ kil&nbszd
érzékenységll ak#ivitisnirési wédszereket allitottam be
/fluorimetriis, fotometrifs, izotépos/.

Meghatéroztan az egyes multimerek szubsztrat,
valamint inhibitorspecificitasit, a Michaelis konstanso-

kat /7. téblézat/, valamint a Ky értékeket /8, tébléazat/.

Megvizsgéltam a méjbél és agybdl elektroforé-
zigsel szepardalt MAO enzimek 7 kiilonb52zC MAO szubsztrattal
mért enzimaktivitésit. Kimutattam az egyes MAO multimer
alakok egy adott szerven beliili, &ll. a kiilénbdzd szervek
MAO multiplex alakjainak elté&r® szubsztrit ill. inhibitor-
specificitaséit /5,6,8. tébléazat/.

‘ Az egyes elektroforetikusan eltérd tulajdonségu
alakok szubsztritspecificitésiban meglévd kiilonbségek
szignifikénsak. Legérdekesebbnek létszd killEnbséget kaptam
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a két szervbil poliakrilamid gél elektroforézissel
elkiilénitett MAO multimerek dopamin szubsztrittal mért
enzimaktivitdsiban /6. tdblézat/, melybdl egy dopamint
preferencidlisan bontd un. "deopamin specifikus MAO"
jelenlétére kivetkeztethetiink az agyban.

5 MAO g&atlészer hatfsat [Pargylin, Harmalin,
Iprohiazid, Deprenil, Tranylcypromine/ wvizsgéltam in
vitro kisérletben a MAO enzifp aktivitésira. Catlési
kisérleteket végeztem az adott szerekbdl prepardlt mi-
tokondrium frakcidkon, valamint az adott mitokondriu-
mokbél szolubilizdlt és résslegesen tisztitott, poli-
akrilamid g€l elektroforézissel elkildnitett MAO mul-~
timer formékkal is.

Az in vitro géatlasi kisérletek sorén igen éles
volt a kiildnbség az inhibitorck [Harmalin, Iproniazid,
Pargylin/ 5y értékekben kifejezett gatld hatdsiban egy
adott MAO enzim formit tekintve, de a kiildnbizl multi-
merek egyazon géatldszerrel szembeni viselkedésében is
/8. tablazat/. Legfeltindbb volt a kiilSnbség Harmalin
és Pargylin gétldé hatésdban /5 nagyvségrend eltérés a
Ky értékben/, kinuramint vilasztva szubsztrétként pat-
kény m&j MAO enzim in vitro gatlasi vizsgdlaténal. Ebben
az esetben Pargylin mutatkozott a legerSsebb gatlészernek
a harom kdzil.

UOsszehasonlitottam egy szubsztréitspecifikus
/Peprenil/ ill. nem specifikus gitldszer [Tranylcypromine/
hatisdt a kildnb5z0 szervekbdl preparitt mitokondrium
frakciféban lev® nem szolubilizalt MAO enzim enzimaktivi-
tasdra. A kiilonbH2zd szubsztritokkal szemben wért enzim-
aktivitisok gitlisdban szignifikans killdnbséget kaptam.
Erdekes lefutisu kettlds szigmoid gétlési gorbét kaptam
tiramin szubsztrit esetén a szubsztriatspecifikus Deprenil
géatldészer hatésira, mely indirekt uton két MAO multimer
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alak létét bizonyitja mind az agyban mind a mdjban,
melynek kBzbs szubsztréitja a tiranin.,

Eigérleteim sorén egy adott szerven belill
a MAO szubsztréit ill. gétlészer specificitésaban kimu~
tatott szignifikéns kﬂlbnbaégek a késObbiek sorén le-
hetSséget nyuftanak célzott [egy adott szubsztrét bon-
tésira hatd/ farmakonok terépiis alkalmaziséra.
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Réviditések jegyzéke

monoamin oxidaz

‘diamin oxidaz

feniletilamin~N-metil~transzferaiz
dopanin-g-hidroxiléaz
katekol-O-metil~transzferéiz
S~-adenczil-metionin

aromis aminosav dekarboxiléz
4~hidroxi-kinolin

aldehid reduktéaz

aldehid dehidrogeniz

fenilalanin hidroxiliz
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MUNKAM SORAN ALKALMAZOTT VEGYSZEREK

Akrilamid
Amberlite CG-50 I
Amido Plack 10B
Albumin [bovine/
Brémfenolkék
Benzilamin

Coomassie Brilliant Blue R~250

Dopamin hydrochloride
Deprenil [E-250]
Hydroxylapatite
4-Hvdroxyguinoline

5-Hydroxzyindole~-3-acetic acid

Harmaline Hydrochleoride
Iproniazid phosphate
Eynuramin dihydrobromide
N,N’-Methylen~bis-acrylamide
Nitro Blue Tetrazolium
Noradrenaline hydrochloride
Pargyline hydrochloride
Phemazine Methosulfate
Serotonin bitartarate
Tyramin hydrochlorid
Tryptamin hydrochlorid
Triton X-100
TEMED IN,N;N’N'-Tetramethyl—
~acetylendiamine

Reanal
Serva Feinbiochemica
Edward Gurr Ltd, London
Sigma
Reanal
Reanal
Serva
Sigma
Chinoin
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka AG
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Serva

Fluka AG
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