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IRODALOM

A monoamin oxidá.z /МАО/ elnevezés általánosan 

elfogadott 2 enzimesoportra.
Az egyik a raitokondriális ШО, mely az un. 

biofrén monoamirok /katekolajainok, inöolaminok / és más 

monoaminok oxidatiw dezom.inálását katalizálja és memb­
ránhoz kötött éllipotban fordul elő.

A másik a plazma amin cxldáz, mely a benzil- 

amin spermin és spermidin oxidativ dezaminálását végzi. 

Ez utóbbi szolubilis enzim, melyet marha plazmából 
kristályosítottak Yamada és mtsai /1/.

A vizsgálataim tárgyát képező mitokondriális monoastin 

o*idáz enzim /ЕС 1.4.3.4./ az agy és idegrendszer mű­
ködésében fontos biogén monoamirok anyagcseréjében ját­
szik igen jelentős szerepet, mint metabolizáló enzim.
A katekolaminok, valamint indolan.inok oxidativ dezaminá- 

lását végzi szövetekben, mig a másik bontó enzim a fca- 

tekol-O-rnetil-transzferáz /СОМТ/ az exogén, vérben ke­
ringő katekolaminok inaktiválásában vesz részt /2/.

A központi és perifériás idegrendszerben egy­
aránt megtalálható. Főleg a szinaptikus idegvégződések­
ben fordul elő membránhoz kötött formában, a neuronok 

mitokondriumaiban.

Az utóbbi időben került az érdeklődés közép­
pontjába az emóció és magatartás szabályozásában betöl­
tött fontos szerep»© folytén. Ezenkívül dfcgen nagy jelen­
tőségük van a MAO gátlóknak a skizofrénia, valamint kü­
lönféle depressziós betegségek terápiájában.
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A MAO-t először 1928-ban Írták le tiramin 

oxidáz néven /3/. Későbbiekben tisztázták, hogy a fci- 

r arain oxidáz, nor adrenal in oxidáz elnevezés egyetlen 

enzimet takar /4/. Zeller különböztette mmg a "klasszi­
kus” laonoamin oxidáz enzimet a diamin oxidáz tói szub- 

sztrát, valamint inhibitorspecificitás alapján /I/.
Az intracellulär is MAO a mitokonöriura külső membrán­
jának komponense /<з/. Szolubilissá detergenskezelés 

/7,8,9/, ultrahangczás /Ю/, ismételt fagyasztás és 

felolvasztás /11/, valamint szerves oldószerrel törté­
nő extrahálás /12/ utján tehető. Az enzim flavoprotein 

és feltételezik, hogy a flavin az, ami redukálódik, il­
letve részben redukálódik a reakció során. Mint flavo- 

enzim 1 xaol flavin kofaktort /FAD/ tartalmaz, aiaely ko­
valens kötéssel kötődik a proteinhez.

S. tíhisla és P. Eemmerlich bizonyította a 

"MAO flavin" szerkezetét és szintetizálta 1971-ben /13/.

I

RAboflavin oligopeptid 
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A peptid-lánc a flavin nukleuszhoz a 8-C atomon át 

kapcsolódik. A 8-C atomhoz a helyzetben tioéter kötés- 

sei kötődő aminosav a cisztein. 8 mol SH csoportot /10 

g fehérje tartalmaz az enzim. A nativ enzim molekula-5súlya 1-4. 10 -ig változik a különböző fajokban és szer­
vekben.

A monoamin ojsidáz enzim oxidative dezaminálja 

a monoaminokat, a hisztamin, valamint a rövidláncu dia- 

minok dezaminálására nem képes. Karbonil reagensekkel 
/bidrazin, szemikarbazid, С0/ szemben rezisztens. A mi- 

tokondriális MAO nein tesz különbséget a primer aminok 

és N-metilált származékaik között. Mindkettő egyaránt 
szubsztrátja. Akkor szubsztrátja a szekunder amin a 

MAO-nak, ha a szekunder amino csoporton a szubsztitu- 

ens metil csoport. Alifás primér aminok homológ sorában 

legjobb szubsztrátja! az amil ill. hexilamin. Hosszabb 

szénláncuaknál fellépő alacsonyabb oxidációs arány va­
lószínű rossz szolubilizálódási készségüknek ill. mi- 

cellaképzésre való hajlamuknak köszönhető.

A tipikus diamin oxidáz /DAO/ szubsztrátok 

/putreszcin és kadaverin/ nem szubsztrátja! a MAO-nak, 
ugyanakkor a heptametilén diamin már igen és a metilén 

csoportok számának növekedésével nemcsak az oxidáció 

mértéke, hanem a MAO iránti affinitásuk is megnő. Mind­
ezek oka valószínűleg az, hogy a rövidláncu diaminok 

esetében az amin és az enzim kapcsolódását zavarja a má­
sodik amino csoport jelenléte. A két amino csoport közti 
növekvő intramolekuláris távolsággal ez a zavaró effek­
tus valószínűleg csökken és az enzim-szubsztrát komplex 

létrejöttéhez kedvezőbbek a feltételek.

Ha az aC atomon metil csoport a szubsztituens, 
az amin már nem szubsztrát, hanem inhibitor. Valamint nem
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szubsztratjai az enzimnek azok az aromás asainok, melyek- 

nél az aalno csoport közvetlenül a gyűrűhöz kapcsolódik
/pl. anllin/.

A monoamin oxidaz a következő reakciót kata­
lizálja:

02
R-C%q + NH3 + IULr-ch2 - ын2-

IhO2

A reakció lejátszódása valószínűleg Imin intermedieren 

keresztül történik.
Zeller /14,15/ hívta fel a figyelmet a strukturális ana­
lógiára a ixAO szubsztrátok és gátlószerek között. Pél­
daként említhető a feniletilamin, mint az enzim egyik 

optimális szubeztrátja, valamint a transe*2-fenilciklo- 

propilamin, a MAO egyik legaktívabb gátlószere között 

fennálló feltűnő szerkezeti hasonlóság.

ei-.„
A

C-.C-MH2CH
I I

H H

feniletilarain transz-2-fenilciklopropilamin 

/Tranyleyprimin/

A monoaniin oxidáz enzim főleg a gerincesekben, de a ge­
rinctelenekben is megtalálható. Kimutatható a legkülön­
félébb szövetekben: igy az idegrendszerben, sima izom­
szövetben, mirigyekben. Magas MAO aktivitást mutat a máj, 
agy, vese aorta, bél, az uterus és a placenta. legtalál- 

nató az eritrocitákfcan, a vérplazmában és vérlemezkékben 

egyaránt. Jelentős MAO aktivitás mutatható ki kagylók 

ganglionjaiból is.
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К :iAQ ievfoutosabb £lziol6^iágan elő­
forduló sauLagtrátjai

MAO Szubsztrátok

но
I

CH-CH2-NH2

Noradrenalin

CHjCH^-NH2ch2-ch2-nh2

3,4 - dihidroxi -feniletilamin 
Dopamin

4-OH-feniletilamin 
Tyramin

HO
CH2CH2-NH2CH2CH2-NH2

Tryptamin
NH

5-OH - tryptamin 

Serotonin
0
и
C-CH2CH2nh2

^^^nh2

Kynuramin
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МАО gátlók

szelektív
сн3

Е-250 (Deprenil)

О

■О*— NH—NH —СН(СН3)2

Iproniazid
(1 -isonicotinyl -2-isopropylhydrazine)

СНГ~У_СН2~С=СН
сн3

Pargyline
(N-methyl-N -2 -propynylbenzylamine)

CH30 '- J '--v,.,.,,-
CH3

Nem szubsztrát 
szelektív

Tranylcypromine
(2-phenylcyclopropylamine)
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A következő 3 oldalon összefoglaló táblázatok 

mutatják a MAO legfontosabb szubsztrátjai, a katekol- 

amlnok bloszintézisét és lebontását a MAO valamint 

egyéb, a métából!zmusLan résztvevő enzimek által:

\

л
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DOPAMIN METABOUZMUSA

CHj-CHj—NHj COMT 

SAME 
Mg2* H0

4-hidroxi-3-metoxifenil-
-etilamin

Dopamin

MAO

COMT

HO
OCH3

4-hidroxi-3-metoxifenil-
-acetaldehid

3,4”dihidroxi-
-fenilacetaldehid

AD

CHj-COOHснгсоон COMT

3,4-dihidroxifenilecetsav 4-hidroxi-3-metoxifenilecctsav
/Homovanillinsav/
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A raonoamin oxidáz enzim nemcsak eltérő tulaj­
donságokkal jelentkezik a különböző fajokban, hanem egy­
azon faj különböző szerveiben is más és más tulajdonsá­
gokat mutat.

1968-ban Youdiru és Sandler /16/ poliakrilamid 

gél elektroforézissel, szolubilizált patkány máj és agy 

mitokondrium frakcióból MAO izoenzimeket mutatták ki, 

melyekről a későbbi vizsgálatok során kiderült, hogy 

nem tekinthetők a korábbi értelemben vett izoenzimeknek-? 

"Izoenzim" elnevezés alatt különböző fizikai-kémiai tu­
lajdonságokkal /eltérő pH ill. hőmérsékletoptimum, va­
lamint szubsztrát ill. inhibitoraffinitás/ rendelkező, 

ugyanazt a reakciót katalizáló különböző fehérjéket ér­
tünk. Az izoenziraek keletkezése genetikusán determinált. 

Gének szabályozzák az egyes enzimek spcificitását azál­
tal, hogy meghatározzák az enzimet felépitő polipeptid 

láncok primer szekvenciáját /raonogénes, alléles és nem 

alléles izoenziraek/.

Az elsődlegesen szintetizálódott polipeptid- 

lánc további változáson mehet keresztüli polimerizáció 

/különböző vagy azonos aminosav összetételű alegységek 

kapcsolódása folytán konformációs változás/ vagy egyéb 

módon történő modifikáció, pl. kismolsulyu anyagoknak 

/kofaktor, gátlószer/ vagy lipidnek az enzimfehérjéhez 

oly módon történő kapcsolódása során, amikor ez a kap­
csolódás az aktiv centrumot nem érinti, valamint limi­
tált proteolizis révén.

Korábban csak azokat a multimereket tekintették 

izoenzimeknek, melyek a konstituens polipeptidláncok a- 

minosav Összetételében különböztek, tehát a primer struk­
túra genetikusán determinált változása folytán keletkez­
tek.
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Ha az "izoenzira" fogalom kibővült és alkalma­
zása sem egységes a szakirodalomban. Vélemény 

minő. az izoenzira fogalom, mind a MAO multiplicitás te­
rén meglevő tisztázatlan kérdések miatt helyesebb a to­
vábbiakban a multiplex enzim kifejezést használni.

A MAC multiplex struktúrájú enzim, a MAO iaul- 

timereket megkülönböztettük szubsztrótspeciiicitásuk 

У16, 17/, Inhibitor szenzitivitásuk /18/, elektroxore- 

tikus mobilitásuk /16, 17/, beraostabilitfisuk /IS/ és 

antigén tulajóonságaik /20/ alapján,

M. Sandler és М.В.Ы. Youdlm /21/ Összefoglaló 

cikket közölt a MAO-ról, melyben táblázat mutatja a 

vizsgálatok során különböző fajokban és szervekben kü­
lönböző kutatócsoportok által elektroforézis utján ta­
lált MAO enzimek számát, /lásd 13. oldal/

A multiplicitás kérdését és okát vizsgálva, 

különböző vélemények alakultak ki. Egyes kutatók a MAO 

multiplicitását a tisztítási művelet műtermékeként köny­
velik el /22/, mások viszont fiziológiás körülmények kö­
zött maglévőnek tekintik és farmakológia! szempontból 
nagy jelentőséget tulajdonítanak meglétének /23/. A kér­
dés ma sem zárható le.

szerint

Az igen eltérő eredmények és vélemények követ­
keztében számos igen különböző konklúzióval záródó cikk 

született napjainhhan.

Csak néhányat elülitek az utóbbi évek irodalmá­
ból í

Youdim 1973-ban megjelent cikkében arról ir, 

hogy a MAO multiplex formáinak élettani funkciója van, 
és hogy a metilált és ne< matilált raonoarainok dezaminá­
ciója különböző tipusu neuronokbán történik. Ä MAO
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Szolabilizálfc mitokoncíriális monoawin oxiaáz
enzi^, alektroforttlí-us цcon különböző szerzoK
által kimutatott mltimer formáinak szabta

különböző fajokban és szövetekben

összefoglaló táblázat

/Н. Sandlor és М.В.Я. Youdin /21/ szerint/

Blektraforetikus csikók
száma

"Katódos""Anodoa"Szövet

12,3,4,7Patkány máj
4,3 1agy

uterus
szív

21
4,3 О

3,2 1Emberi agy
máj
placenta
vérleatezkék

14
12

1 ű

Disznó agy 1 О
máj 3

2Marha agy
máj
mellékvese

21
14
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multiplicitása ne* a tisztítási folyainat műterméke /24/.

Le ver ina /25/ különböző mértékben poláris 

szubsztrátox és a MAO kölcsönhatását vizsgálta, ugyan­
csak eltérő mértékben poláris gátlószerek hatása alatt. 

Álláspontja szerint a neiu-ionos Triton X--10O defcergens- 

sel történő szolubilizálás a különböző «minők szelek­
tív gátlásával társul, ami annak a következménye, hogy 

a detergens konformációs Változásokat okoz a fehérje 

molekulában. Metil-etil ketonos extrahálás xigyanakkor 

nem befolyásolja az enzim aktiv helyét. Véleménye sze­
rint a raitokondriális MAO aktiv centrumában legalább 

két czubsztrátköto hely létezik: egy hidrofób terület 

és egy poláros kötőhely, melyek szoros közelségben van­
nak egymáshoz és amelyek különböző mértékben vesznek 

részt a különböző aminok megkötésében. Struktúrától 
függően a szubsztrát kapcsolódhat egyik vagy mindkét 

fajta kötőhelyhez. Tehát a szunsztrátok relativ hidro- 

fóbicitása aontő faktor a különböző szenzitivitás szem­
pontjából.

Tipton és munkacsoportja /22/ intakt sejthez 

közelálló viszonyok között, vizsgálva a MAO-t, mitokond- 

riuia külső membrán preparátumot használ, melyet detergens 

használata nélkül preparál. Az eredeti MAO aktivitás 90 

?-a fellelhető készítményében. Véleménye szerint a mul­
tiplicitás ozmán ered, hogy az enzim különböző mennyi­
ségű membránhoz kötött. Eredményeik kizárják annak va­
lószínűségét, hogy egy különböze tulajdonságú enzimpo­
puláció létezik egy intakt sejt vagy szerven belül. Ha 

a különböző szerveket tekintjük, a MAO különféle lipid 

környezetben funkcionál. így tehát különböző az enzim­
hez kötött lipid mennyisége is. Részlegesen tisztított 

preparátumhoz kötött lipid fragmentum feltehetően befő-
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iyaaolja. a Cs i ni, i Ki tor szenzielvit <st. : irton sí se­
rint a membránkürnyezet kölcsönös bizonyos allotrop tu­
laj oonsáyokat a membránhoz kötött enzimnek. Membránnal 
történő kölcsönhatás módosítani képes az enzim kinetikai 
tulajdonságait is.

Először Johnston /18/ »etette fel 1968-ban 

annak lehetőségét, hogy 2 különböző tipusu MAO létezik 

patkány aggyal in vitro körülmények között végzett gát­
lás! kiserletex alapján. Tehát különböző szabsztrát és 

inhibitorepeeificitás alapján bizonyította egy A és В 

tipusu MAO enzim létezését. Későbbiekben hasonló ered­
ményre jutott Goridis és Keff /26/, emberi agy ill.
Roth éh Gillis /27/, nyúl agyon végzett vizsgálatai so­
rán.

Az A tipusu /bizonyos terminológia szerint a 

neuronális forma/ specifikus szubsztrátjai a transziaifcter 

aminek /szerotonln, noradrenaiin/. Harsain és Clorgylin 

gátlására szenzitiv, mig а Б tipusu /azaz az extraneuro- 

nális forma/ S-fenilefcilaiaint dezaminál és szelektiv mó­
don gátolható Deprenillel. Mindkét enziiatipus közös szub- 

sztratja a Tiramin és Triptarain.

Külön-külön szeparálni a 2 enzimet eddig még 

nem sikerült, csak gátlás! vizsgálatok alapján bizonyít- 

ják létezésüket.

Ma sem tisztázott, vajon а РАО multiplex formái 
valójában különböző enzimek, vagy csak a különböző mennyi­
ségű ill. tipusu membrán anyag az, ami módosítja egyetlen 

enzim specificitását /1972/. Bár az agy raitokondriumok 

heterogenitása bizonyított, még nem sikerült a különböző 

MAO formák létezését eltérő mitokondrium populációval 
összefüggésbe hozni.
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?4onoamin oacidáz enzim tisztítása

A struktúrához kötött katalitikusán aktiv fe­
hérjék, mint a mitokondriélis MAO is, elég nehezen szo- 

lubilizálhatók és tisztíthatok.

Egy bizonyos fajra és szervre kidolgozott MAG 

tisztítási metodika nem alkalmazható azonos módon egy 

másik fajbél, ill. szervből történő 14AG tisztításra.
A szolUvjilizálédás mindig együttjár egy bizonyos mértéKü 

inaktiválcdással, melynek megakadályozására Akopyan és 

mtsai /9/ az enzim szubsztráttal való védését alkalmazták.

Ismeretes, hogy alacsony pH értéken a polianio- 

nok /beleértve a struktúrához kötött fehérjéket és en­
zimeket/ aggregálédnak, ugyanakkor magas pH értéken de- 

zaggregálódnak. Várhaté tehát, hogy erősen alkolikus kö­
zegben megnő a nem ionos aetergens szolubilizáló hatása 

a MAO-ra,

Az enzim erősen lúgos közegben történő szolubi- 

lizálása az enzim saját szubsztrátja által történő véde­
lem mellett sikeres szolubiiizálási módszernek bizonyult 

marha máj és agy, ill. patkány máj esetében /9/. Ideá­
lisan volt alkalmazható védésre a benziiaatir., egyrészt 
mint az enzim igen jó szubsztrátja, másrészt, mint ©rős 

bázis.

A MAO tisztításakor leggyakrabban alkalmazott 

detergens a Triton X-lOO /7/, a Honion IÍS-21G /8/, 

OP-lű /9/.

Akopyan és mtsai /9/ Triton X-100, valamint 

OP—lO detergenst használtak az enzim szolubilizálására
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és a tisztítás hatásfokát p-nitrofeniletilamin szubszt- 

ráttal történő ehz inaktivitás-mérési módszerrel mérték.

Oreland és kutatócsoportja /12/, valamint 

Kiások /40/ metil-etilketormai történő extrahálást alkal­
maztak, de számos kutatócsoport szolubilizálási techni­
kaként ultrahangos kezelés /10/ vagy deityelinizációt 

/41/ használt, esetleg lipázos /42/ ill. tripszines /43/ 

emésztést, ismételt fagyasztást és felolvasztást ultra- 

hangozással együtt /11/, illetőleg a fent említett mód­
szerek kombinációját.

J.C. Shih és S. Eiduson /44/ táblázatot közölt 

a különböző szolubilizálási technika hatásfokát feltün­
tetve, melyek közül az általam alkalmazott Yasunobu és 

munkatársainak /7/ Triton X-100-zal történő szolubili­
zálási módszere bizonyult legeredményesebbnek /56-80 %- 
-os hatásfokú/. A módszer hátránya, hogy a Triton X-lüO 

nem ionos detergens kvantitatív eltávolítása a tisztí­
tott fehérj©preparátumból igen nehézkés, mégis ezideig 

a legelterjedtebb módszerként alkalmazzák szolubilizá- 

lásra.
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PROBLÉMAFPLVETÉS, CÉLKITŰZÉSEK

Ä biogén monoaminok gyűjtőnév alatt 2 nagy 

csoportot értünk s a katekolaminokat és az indolaiuinokat.

Az indolaminok közé tartozó mono art in a szwjo- 
t.onin, részben modulálja az acetilkolin hatását, általá­
ban a központi Idegrendszerben nyugtató hatású, mig a 

katekolaminok leggyakrabban izgató hatásúak, de vannak 

gátló hatásaik is, pl* a kisagyban.

A biogén monoaminok 2 nagy csoportjának kö­
zös bontó enzimje a monoarain oxidáz /a katekolaminok 

bontásában a MAO mellett a COMT-nak is aktiv szerepe 

van/.

Minthogy a központi idegrendszerben eltérő 

hatású biogén vaonoaminok mindkét csoportját azonos en­
zim, a MAO bontja, igen fontos lenne az enzInaktivitás 

szelektív gátlása terápiás szempontból. Ehhez viszont 

olyan szeiektiv gátlószereket kellene találni, mellyel 
irányítható lenne az enzim katalitikus aktivitása, azaz 

egyik vagy másik tipusu amin szelektív bontása.

A gyakorlati probléma megoldásához szükség 

volna a kérdés elméleti tisztázására. Egységes enzim-e 

a MAO, vagy multiplex struktúrájú. Ka ugyanis multiplex 

enzimről van szó, valószinti, hogy egy adott multiiaer 

felelős egy bizonyos amin bontásáértT Ugyanakkor fenn­
állhat a lehetősége az aktiv helyek multiplicitásának 

is, vagyis, hogy ugyanaz az enzim bontja a fiziológiá­
sán eltérő hatású biogén monoaminokat, ezek azonban nem 

azonos módon és helyen kötődnek az enzimhez.

Munkám célja volt kimutatni, hogy a MAO való­
ban multiplex szerkezetű enzim-«; ha igen, valódi izo-
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enzimekből áll-e, a különböző szövetek eltérő arányban 

tartalmazzák”© az adott izoenzineket, vagy pedig a pre­
parálás során műtermékek keletkeznek.

Célom volt tehát a multiplicitás igazolása és 

a multimerek esetleges szétválasztása. Mivel a MAO nul- 

tiiuerek elkülönítése eddig egyetlen laboratóriumban sem 

sikerült, felmerült annak lehetősége, hogy a probléma 

esetleg indirekt utón szelektiv gátlás segítségével 
megoldható.

szelektív gátló hatások kimutatására alkalmas 

módszert Kellett tehát kidolgoznom, mely alkalmas a 

multiplicitás kérdésének elméleti megoldásán túlmenően 

gyakorlati problémák /terápiás alkalmazás/ megoldására
is.

Ha ugyanis sikerül szubaztrát, éli. inhibitor­
specifikus izoenzimeket különválasztani, vagy bizonyíta­
ni létezésüket, akkor lehetőség van célzott /pl. szero- 

tonin bontás/ farmakológia! gátlószer kimutatására.

Kísérleteimben, - melyet patkány agy és máj 
MAO enzimjével végeztem - ugyanakkor átfogó képet pró­
báltam nyerni különböző tisztítási lehetőségeiről, 

szubsztrát ill. gátlószer specificitásáról.
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MÓDSZEREK

Kísérleteim egy részét az adott szervre leirt 

irtódszer segítségével prepax'ált intakt ritokonüriuirt frak­
ciókon, másik részét a megfelelő mitokondriuia frakcióból 
Triton X-10Q-zal szolubilizálás utján nyert preparaturro- 

kon végeztem azzal a céllal, hogy a multiplicitás szem­
pontjából összeliasonlitsara a laembránhoz kötött valamint 

az oldott állapotban levő MAO enzimeket.

Az enzim vizsgálata során először minden eset­
ben meghatároztam az adott méréshez kinetikai szempontból 
optimális körülményeket, azaz a Michaelis-Menten kineti­
ka feltételeit szem előtt tartva minden preparátummal 
először meghatároztan az enzimaktivitás fehérjekoncent- 

ráéió, szttbsztrátkoncentrácló, valamint az időtől való 

függését.

A Michaelis-féle állandó érték/ meghatá­
rozása а I. i neve a ver - Búr к-f é le ábrázolásmódban történt, 

azaz a kezdeti sebesség reciprokát ábrázolva a szubsztrát- 

koncentráció reciprokának függvényében.

Az adott enzirapreparátum szubsztrátspecifici- 

tásának meghatározása több szubsztrátra nézve a speci­
fikus aktivitások összehasonlítása utján történt. Az 

alkalmazott szubsztrátkoncentráció mindegyik szubeztrát 

esetében az adott szubsztrátra megáilapított érték
volt, azért, hogy a különböző szubsztrátokkal mért en­
zimaktivitások összehasonlíthatók legyenek.
Gátlási vizsgálataimat a következő módon végeztem. 15 

perccel a szubsztrát adása előtt adtam a gátlószert a 

reakcióelegyhez. A 15 perces elöinkubálás után a szubsztrát 

hozzáadásával indítottam a reakciót. 20' 37 C°-on rázás 

közben történő Inkubálás után a megfelelő módszer segítse-
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gével állítottam le a reakciót.

Az inhibitorkonstans /Кmeghatározása grafi­
kus utón a Dixon-féle ábrázolásmódban történt, amikor is 

a kezdeti sebesség reciprokát a gátlószerkoncentráció 

függvényében vettem fel, két alkalmasan megválasztott 

szubsztrátkoncentrációnál, mely az adott szubsztrátra 

megállapított értek és annak fele volt minden esetben.

I,. értéket grafikus utón határoztam meg. A 

kontrolihoz viszonyított százalékos gátlást ábrázoltam 

a gátlószer koncentráció függvényében. A szubsztrátkon- 

centráció minden esetben az adott szubsztrátra megálla­
pított érték fele volt.

Vizsgálataim során fehérjekoncentrációt Lowry 

és munkatársai /61/ módszerével mértem 5-50 yg tarto­
mányban 750 nm hullánhossznál.

Monoamin oxidáz enzim aktivitásának mérési
módszerei

A monoamin oxidáz enzim által katalizált oxi­
dativ dezaminálás a következő reakcióegyenlet szerint 

játszódik le, valószinfileg imin intermedieren keresztül:

I
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н
/

R— С 4- NH3+H2O2R-CH2-NH2 + 02+H20

kata láz

н2о+1/2о2
NAD PH NAD

A АО
NADP NADH

0
R-CH2-OH R-C-OH

A MAO aktivitásmérési módszerek, különfélék
lehetnek:

1. mérhetjük a szuhsztrát fogyását /27,23,29,
30 h

2. követhetjük ez oxidativ dezauUtnálás termé­
kének /az aldehidnek ill. savnak/ keletke­
zését /31-36/, vagy a melléktermékként je­
lentkező NH3 /36/ ill. H202 mennyiségét /37/;

3. mérhetünk 02 fogyást /38,11/.
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A mérések pontosságát, érzékenységét és gyorsaságét te­
kintve legmegfelelőbbnek a keletkezett termék /aldehid 

ill. sav/ mennyiségének mérésen alapuló módszereket ta­
láltam /31-35/. A szubsztrátfogyás mérésén alapuló el­
járások ке ve síié érzékenyeknek és hossz ada Ima sn ak bizo­
nyultak /27-30/. Az O2 fogyasztás mérésén alapuló mo- 

nometriás /38/ ill. polarográfiás módszerek /47/ ugyan 

gyorsak, de nem eléggé megbízhatóak. A reakcióegyenlet 

szerint minden molekula szubsztrát 1 molekula oxigént 

abszorbeál. Az oxigén felvétel eltár az elméleti érték­
től, melynek oka az, hogy az oxidáció terméke az alde­
hid instabil és spontán oxidálódik levegő jelenlétében. 

Blokkoló ágensként szeiuikarbazidot és cianidot alkal­
maznak /cianohidrint v. nehézfém-komplexet képez/, ezek 

azonban gátlási reakciókban csak bizonyos fenntartással 
használhatók.

Az által» alkalmazott, majdnem kizárólag a ter­
mék keletkezésének mérésén alapuló módszerek között spekt­
rofotometriás , spektrofluorimetriás, valamint izotópos 

metodikák egyaránt vannak. Alkalmazásuk szubsztráttól 
függő, mindig az adott szubsztráthoz a legstegfe1előtt 

módszert választottam.

fcenzilaiaint választva szubsztrétként Tabor és 

E-unkatársai módszerével mértem aktivitást /31/.

Szerotonin, Tiramin, Triptamin, Dopamin eseté­
ben az izotóp mérési technika bizonyult legmegfelelőbb­
nek, amikér is kirúzásos, valamint oszloptechnikás meg­
oldást egyaránt alkalmaztam, Végül is több izotóp Elérési 
módszer kombinálásával és módosításával kialakított ion­
cserélő oszloptechnikás módszer bizonyult a legmegfele­
lőbbnek .
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Bnzimtisztltáskor legjobban használható mód­
szer volt szádomra Kinuramint választani szabsztrétként 

és a keletkezett 4-hidroxl-kinolin mennyiségét Kraml 
/35/ szerint fluorinetriásan meghatározni. A módszer 

rendkívül gyors, érzékeny, valamint igen pontosan rep­
rodukálható. Érzékenységét bizonyos módosítással 1 

nagyságrenddel sikerült megnövelnem.

Az irodalomban a MAO tisztításakor leggyak­
rabban alkalmazott szabsztrát a kinuramin, valamint 

benzilamin, bár a multiplicitás kérdését szem előtt 

tartva igazán pontos képet úgy kapnánk, ha több szűn­
sz tráttal egyidejűleg mérve aktivitást, követnénk az 

enzimfcisztitást lépésről lépésre. Ha valóban fizioló- 

ásan is meglévő multiplicitásról van szó, a tisztulás 

során a preparátum feldúsulhat az egyik multiplex alak­
ra és ugyanakkor elveszíthetünk egy másikat.
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dehid keletkezik. A keletkező benzaldehid abszorpciós 

maximumának megfelelő 250 шц hullámhossznál a benzil- 

amin szubeztrát és a benzaldehid moláris extinkcios ko­
efficiense különböző, tehát küvettareakciőfcan ígérhetünk 

enzimaktivitást anélkül, hogy az átalakulatlan azubszt- 

rát jelenléte zavarna. így a fellépő abszorpéiónöveke­
dés nagyságából egyértelműen következtethetünk a kelet­
kező benzaldehid mennyiségére és ezáltal az enzimaktivi­
tásra.

Az enzimaktivitást küvettában mértem szoba­
hőmérsékleten Spektrumom. 203 spektrofotométeren, 250 

ara hullámhossznál. A rsakcióelegy 3 al-es végtérfogat­
ban 50 цМ pH« 7.2 káliuafoszfát puffert, 10-100 3>en-
zilaißint, valamint az adott fehérjepreparátumot tartal­
mazta. A reakció ilyen feltétel mellett 5f-ig volt li­
neáris. Az abszojepeiónővekedéзt 3 percig kővettem min­
den esetben.

Az enzimaktivitást az 1 perc alatt szobahő­
mérsékleten keletkezett benzaldehid nanomolban kifeje­
zett mennyiségében adtam meg, mg fehérjére vonatkoztat­
va, a benzaldehid 250 nanométer hullámhossznál meghatá­
rozott moláris abszorpciós koefficiense /E** 1.2xlO^M ^caa 

ismeretében.

A módszer hátránya, hogy lassú, nem elég érzé­
keny, valamint enzinaktivitás mérésére homogenátuiaból 
nem alkalmas. Csak igen alacsony fehérjetartalmú tisztí­
tott preparátumok enziroaktivitását határozhatjuk meg ez­
zel a módszerrel.
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Honoanln oxidáz enziir: aktivitásának meghatározása 

fluori-tctriás utón Klnuramlr. szubsatráttal

Az alkalmazott metodikák közül számomra 

egyik legjobb médszercek bizonyult Kraml fluorÍmetriés 

eljárása /35/, melyet módosítva érzékenységét sikerült 

jelentősét- megnövelni.

Az ajttivitásaifcres alapja a következő reakció;

№0 HaOtí

4-hiároxi-kinolin
/4 3Q0/

A MAO katalizálta enzimatikus reakció során ki- 

nuraminból keletkeze- intermedier aldehid spontán intra- 

molekulás cikiizécióvai alakul 4-hiúroxi-kinolinná lú­
gos közegben, ne» enzimatikus utón. Az igy keletkezett 

fluorimetriásan aktiv 4-hidroxi-kinolin mennyiségét 
riérjiik.

A módszer rendkívül gyors, érzékeny és jól 
reprodukálható. Kitünően alkalmazható enzlmtieztltás kö­
vetésére. Has enzimek zavaró hatása ennél a módszernél 
nem jelentkezik. Homogenátűmből is mérhetünk enzimakti­
vitást, ugyanis a reakcióidő elteltével a leállított
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reakcióeiegybCl a fehérjét centrifugáiéiaal minden 

sebben eltávolítjuk, h módszerhez alkalmazott szubszfc- 

rát a kinuraittin ugyan пет fordul elő jelentékeny meny- 

nyiségben az agyban, azonban egyike a legjobb MAO 

sz unsz trátoknak,

Az enzimaktivitás-mérés menete és a reakció- 

elegy összetétele a következe volt:

3 ral-es végtérfogatban az inkubációs elegy 
—4 —510 - IO M kinuramin sxubaztrótot /mely koncentrá­

ció megfelelt az adott körülmények között megállapított 

Kj, értéknek/ 0.05 H pH ** 7.4 kálium-foszfát puffert, va­
lamint 10-200 ^g fehérjét, tartalmazott. A reakciót 37 

C°-on 20' inkubálás után 2 ml 0.5 A pH - lö-es borát 

pufferre1 állítottam le /a reakció 30'-ig lineáris i- 

lyen körülmények között/, majd a fehérje centrifugá­
lissal történő eltávolítása után 1 ml—es aliquotokat 2 

ml 1 14 Na-hidroxidhoz mérve határoztam meg az er.zimak- 

tivitást 320 щ hullámhossznál történő gerjesztés mel­
lett. A 4-hictroxi-kinolin- emissziós maximuma 330 x jx 

volt. A gerjesztési rés szélességét 4 mp, az emissziós 

rés szélességét 2.5 mj*. értékre választottam. Általában 

5 111. 6-os érzékenységnél dolgoztam. A méréseket 
Hitachi Model MPF-2A Spektrofluorlmétérén végeztem.

A módszer igen érzékeny. Az átalakulatlan 

szufosztrát jelenléte egyáltalán nem zavarja a mérés pon­
tosságát. A reakció leállításához általam használt bo­
rát pufférnék /ill. IN RaöH-пак/ a mások által alkalma­
zott trikiórecetsavvaX szemben kioltó hatása nincsen, 

fluoreszcenciás quenchet nem okoz. Set, a reakció leállí­
tása, valamint az ezt követő lúgos közegben végbemenő 

gyűrű záródé s is egyidejűleg, egyetlen reagens hatására 

biztosított, azaz ©lkerülhető a reakcióelegy pH-jónak
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kétszeri megváltozása.

Ily nődön az eredeti módszer 1 pg-os alsó 

érzékenységi határát sikerült 10 nanog~ra leszorítani. 

Az érzékenységi tartomány felső határa 1.5 pg.

Mivel a módszer igen érzékeny, alacsony en- 

zimaktivitásu minták /pl. tenyerimalac átrium, macska 

ganglion/ MAO aktivitásának mérésére is alkalmas.

14. c:lonoajv-ir- oxldáz érzi-, aktivitásának nérése
jelzett izotóp szubsztrátokkal

A módszer az oxidativ dezaminálés során ke-
14letkez© C-metabolitok liquiaszcintilláciös luérésén

alapul. Elválasztásukra a kiindulási szubsztráttól, 2 

egyformán jól használható eljárást dolgoztam ki és al­
kalmaztam. Az egyik a kirázáséi» metodika, a másik, pe­
dig ioncserélő oszlopon történő kromatográfiás szétvá­
lasztás.

Az izotópos technika feltétlen előnye araellett, 

hogy szenzitiv, egysaerü és jól reprodukálható az, hogy 

aldehid dehidrogenáz jelenléte nélkül is jól alkalmazha­
tó, azaz képes a reakció során egyaránt keletkező sav 

és aldehid együttes meghatározására.

Az enzinaktivitás szuhsztrát, ill. fehérje­
koncentráció, valamint idő összefüggését róinden egyes 

szubsztrát esetében meghatároztam. Majd ennek ismereté­
ben választottam meg az optimális reakciófeltételeket.
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A reakció 5-200 yg fehérjekoncentrációt alkalmazva 30'- 

ig volt lineáris. A szubsztrátkoncentráció minden eset­
ben az adott körülmények között megállapított KM érték 

volt.

14C-jelzett izotópA kísérletek során felhasznált
MAO szubsztrátok

Kivétel nélkül ЫЕЫ Chemicals GmbH ítészitrnények Izotóp 

hígításhoz hideg Sigma gyártmányú biogén aiainokat hasz­
náltam.

14C-bisuccinát1. *íriptar»in-2-
Spec. akt. 60 mCi/mM

142. Tiramin-1C-hidrobromid
Spec. akt. 13 saCi/iaM

3. Noradrenalin-7-^C
Spec. akt. 44 mCi/mri 

144. Szerotonin-2- C binoxalát
Spec. akt. 22.1 mCi/aH 

145. Dopamin-l- C hidrobromid
Spec. akt. 15.5 nCi/вИ

A méréseket az alábbi módon végeztem:

37 C°-os vízfürdőben 20'-ig rázás közben in- 

kubáltam a reakcióeleyyet# melynek összetétele a követ­
kező volt: 500 yl-es össztérfogatban tartalmazott 5 шМ 

pH* 7.4-es káliumfoszfát puffert, 5-200 yg fehérjeprepa- 

rátuasot, valamint 0.01 yCi/5.5-130 nanomol specifikus 

aktivitású 14C-jelzett szubsztrátot 10 yl-es térfogat­
ban /melyhez izotópos hígítással készítettem az 1 yCi/ 

0.55-130 ymol/ml-es törzsoldatokat/. A szubsztrátot a 

reakciöelegy minden esetben az adott körülmények között 

meghatározott Michealis-konstansnak /Kf,/ megfelelő
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-41.1 x IO“5 -
A elérések során a következő kontroliakat használtam:

И koncentrációban tartalmazta.2.6 к ÍO

1. О'-es inkubálés /azaz a reakció a komponensek 

összemérése után azonnal leállítva.
2. reakcióelegy főzött fehérj©preparátummal in- 

kubálva a mintával azonos módon.

A további műveletek során a kontrollokat a mérendő »tin­
tával azonos módon kezeltem.

A reakció leállítása kétféleképpen történt. 

Attól függően, hogy melyik módszert használtam az át- 

alakulatlan szubsztrát és termék szétválasztására, a 

reakciót gyors hűtéssel, vagy savval állítottam le, 

majd a fehérje centrifugálással történő eltávolítása 

után a reakcióelegy aliquotját ioncserélő oszlopra vit- 

, vagy szerves oldószeres kirázásnak vetetten alá.

A kirázásos metodikát alkalmazva, 2N HCl-dal 
állítottam le a reakciót, majd szufcsztráttól függően 

toluollal /triptamin/, ill. dletlléterrel /szerotonin/ 

extrahál tan.. 500 vl-es reakcióelegyhem 5 ml szerves ol­
dószert adtam és kirázás, majd centrifugálás után a szer­
ves fázisból 2.5 ml-t vittem 5 ral toluolos szcintillá- 

ciós koktélba.

A másik módszer az oszloptechnikás szétvá­
lasztás, mely esetén savas kationcserélő gyantából ké­
szült 0.6x4 cm-es krcxnateografálő oszlopot használtam 

a szeparálásra.

Az irodalomban leggyakrabban használt kation­
cserélő gyanták a következők: Eexyn Ю1 Ka forma /48/, 

Dowex 50-X8 H+ forma /49/, Amberlit CG-50 I Ka forma 

/32/. Ezek közül legjobb szétválasztást biztosit bár­
melyik MAO szubsztráttal történő aktivitasmérés ei tén
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az Anberlit CG-50 I /На fontsa/ gyengén savas kation­
cserélő gyanta. Mérései.:» során eszel a gyantatipussal 
dolgoztam előzetes aktiválás után.

Az oszloptechnikás módszernél az 500 ul reak­
cióé légyből a reakcióelegy gyors lehűtése, valamint a 

feMrje centrifugáié»sál történő eltávolítása után 250 

líl-fc 0.6 x 4 cm-es, előzőleg tridesztillált vízzel mo­
sott Araberlit CG-50 gyantából készült oszlopra vittem.
A terméket 4 ml tridesztillált vízzel eluáltam. A vi­
zes eluátum bepárlása, vagy egy aliquot kivétele után 

a keletkezett ^C-jelzett terméket liquidszcintilláci- 

Ó3 technikával mértem Bray oldatban, Isocap/300-as 

liquid szcintillációs rendszerben /buciear Chicago/.

Méréseim során 2 111. 3 párhuzamossal dolgoz­
tam. A mérési eredményeket a quench-hatás figyelembe 

vételével minden esetben korrigáltam. Az izotóp száralá- 

^C-re megállapított hatásfoka 87 % volt quaechelet- 

len minták esetén. Az enzimakti'vitásokat specifikus ak­
tivitásban adtam meg minden esetben, azaz:

ló

. termék /20*7 mg fehérje

Az izotóp mérésekben használt szcintilléciós koktélok 

összetétele a következő volt:

spec.akt.*= nmol de

1. Toluolos koktél:
lOOO ml toluolban 4 g PFG

0.3 g PGPOP

2. Dioxános koktél /Bray oldat/:
ó g naftalin, 4 g PPO, 0.2 g POPÖP,
100 ml abs. metanol, 20 ml etilénglikol, 

1000 ml dioxán

volt oldva
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Konoax-i.ln oxidáz enzim vizsgálata
f-ollak rilaiid el gél elektrofőrézissei

Vizsgálataimat Ornstein és Davis módszerével /50/ 

végeztea.
Az elektroforézishez használt törzsoldatok a követke- 

zők voltait:

48 ml 
36.6 g

TEMED fbi,h,ы"Ы*-fceÉraaetil ~et ilén-diaiuln/0.23 ®1 

Triaesztillált vízzel 100 ml-re kiegészítve
pH e 8.9

”An 1H HC1
Tris-hídroxííaetil amino-metán

"B" Akrilamid
N , H ' -raeti lén-Li sakr ilaiftid 

Triaesztillált vízzel ÍOO ml-

30 g 

0.8 g
kiegészítve

"C“ 0.14 g /Ш4/2Б208
Triaesztillált vízzel 100 ml-re kiegészítve

Tartálypuffer törzsolaat:

6 g Tris 

28.8 g Glicin
Triaesztillált vízzel lOOO ml-re kiegészítve

pH » 8.3
Használat előtt lOx-re higitva

5 l-os gél készítése MAO enzim preparátum elektrofo- 

rézishez:

1 térfogat /4 ral/
3 térfogat /5.7 ml/
J /6.3 ml/
4 térfogat /16 ml/

"A” oldat:
"B* oldat: V4 

trideszt. viz:J 

"C" oldat:
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А komponensek összekeverése után 2-2 iul-t Parafilm- 

mel alul lezárt csövekbe pipettáztam. Vízszintes fel­
szín kialakulása érdekében 0.1 - 0.1 ral tridesztilláit 

vizet rétegeztem óvatosan a még 

felszínére. Dermedés! idő körülbelül 1/2 óra. A bepo- 

limerizálódott gélekre a viz eltávolítása után 200 ~ 

200 ^1 iáin tát vitt' 
kék oldatot használtam, melyet vagy a mintával, vagy 

a felső tartálypufferrel kevertem össze.
Az elektroforézis kivitelező séhez abandon vagy Reanal 
gél-elektroforetikus készüléket használtam. Kezdetben 

1/2 órán át 2 mA/cső áramerősségen futtattam, 

körülbelül 1^12-2 órán át tartó elektroforézis végéig 

3 JsA/ceö-vel.
A réteg ezé;» meg könnyítésére mintáimhoz kristályos 

szacharózt kevertem.

nem dermedt gélek

fel. Jalzőfestékként brómfenol-

jö a

délfestési módszereki

I. Fehérje kimutatásra gélen 2 festési módszert is
alkalmaztam:

1. A festékoldat lO %~os Araido Black 10B volt 7 %-os 

ecetsavban oldva. A differenciálás is 7 %-os e- 

cetsavban történt.

2. Fehérje fixálásos módszer:
Fixáló oldat:5 %-os trik1órecetsavban /ТСА/ 

oldott 5 % szulfcszalicilsav.
5 percig a fixálóban állni hagytam a géleket, majd 

5 csepp festékoldatot adtam hozzá, összeráztam és 

24 órán át rajtahagytam.
7 %-os ecetsav oldattal differenciáltam.
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Festék oldat: 0.5 % Cooraassie Brillant BluaTl-t oldot­
tam 20 %-os TCA-ban.

II. Festés HM) aktivitásraiYoudim és mtsai módszere 

/51/ szerint, mely Glenner és r-tsai hisztokémiai 
módszerének /52/ továbbfejlesztése.
Az elektroforézia után az 5 %-os géleket 37 C°-on 

20-60'-ig inkubáltam. Inkubálás után az inkubáló 

oldatot leöntöttem a gélekről, xaajd tridesztilláit 

vizes átmosás után 7 %-os ecetaav oldattal differen­
ciáltam .
Az inkubációs elegy összetétele a következő volt:

4 mg monoarain szubsztrát 

2 tag
4 mg у-nitrotetrazóliumkók 

0.05 M pH « 7.4-es foszfát puffer 

0.1 mg fenazin metoszulfát

10 ml/gél

A MAO "izoenzinteket“* szolubilizált és részlegesen 

tisztított mitokondriurü preparátumból vizsgáltam 

poliakrilamid gél elektroforézissel. A metodika c. 

részben ismertetett módon mitokondriuraot preparál­
tam a megfelelő szervre léirt módszer segítségével 
/35 oldal/, majd 1 %-os Triton X-lOO detergenssel 
kezelve 1 ml! benzilaxnin védelem mellett szolubili- 

záltam az enzimet. Ezután 35 %-os telítés ammonium- 

szulfáttal, majd Sephadex G-25-ön történő sóosntesi- 

tés után nyert részlegesen tisztított enzimprepará­
tumot vizsgáltába poliakrilamid gél elektroforézissel. 

Az egyes múltimer formák aktivitását paralel futta­
tott testetlen gélek szeletelése és a gélszeletek 

aludó ja után mértem.
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200 ug fehérjét vittem minden egyes gél felszínére. 

Brórafenolkéket alkalmaztam jelzofestékként. Csak a 

tökéletesen egyformán futott gélekkel dolgoztam to­
vább. Két gélt minden alkalommal enzisnaktivitSsra fes­
tettem, a többit ezek alapján szeleteltem. Az egyes 

gélekből összegyűjtött szeleteket 0.5 M-os pH « 7.4- 

23 foszfát puff erben egy éjszakán át eluáltara. 20 pg 

fehérje aktivitását aérteca minden esetben.

.jorioaaia oxidaz enzki tisztítása

Enziiatisztitasx kísérleteimben Akopyan és munkatársai 
/9/ módszerét alkalmaztam módosításokkal.
A tisztítás folyamatét kynuramin szubsztráttal törté­
nő enzimaktivitás mérés utján ellenőriztem.

Mltokondriutü preparálás Hawkins /45/ módszere szerint
májból lzotóniás szacharóz oldatban

Az enzimpreparálást +4 C°“On végeztéi.». A 

májat 0.25 í4 szacharóz 10 x térfogatban elhomogenizál­
tam először durván, majd Potter-Klvehjea hornogenizá- 

torral finoman. A hoctogenátuntot gézen átszűrtem, raajd 

600 g-val 5#-ig centrifugálva el távol itottam a fel nem 

tárt sejteket, sejtfragmen tumokat, sejtmagokat és vörös­
vér testeket. A szupernatánst ezután hütött Janetzki 
K-24-es centrifugában 20.000 g-wei 45'-ig centrifugáltam
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és a szupernatánst elöntöttem. Az együtt leült mito- 

kondrium és raikroszóma frakciót ujraszuszpendáltam 

O.25 M~os szacharózban és 8500 lO'-ig centrifu­
gálva elválasztottam a mitokondriumot a mikroszömá- 

tól. & szedimentumot 0.05 м-os ph“ 7.4-es foszfát puf- 

ferben vettem fel és -20 C°-on tároltam.

Agy mifcokondrluia preparálás Brody és balrt /46/ indus sere
szerint

Kz agyat 9 térfogat izotóniás /0.25 M-os sza­
charózban homogenizáltam az agyhártya eltávolítása u- 

tán Potter-Elvehjem-féle üveghcmiogenizátorban. А homov 

genizátumot üveggyapoton átszűrve 1500 g-vel 4 к 3 r-ig 

centrifugáltam, majd mostam 0.25 M-os szacliarózban ős 

ismét 18.000 g-vel /15000 гpm/ centrifugáltam 20#~ig.
A végső szedimentumot 0.05 M-os pH 2 7.4-es foszfát 

pufferben vettem fel és felhasználásig -20 C°-on tárol­
tam. Az agy niitokondrium preparálásának minden lépését 

0-4 C°-on végestea.

Monoamin ox id az enzim tisztítása marha máj mltokond-
riumból

A frissen vágott marha máját /150 gr/ 

először háztartási mixelogépben durván, majd Potter- 

-Slveh j ea-£éle teflonfejes homogén! z ál óban 0.05 M-os 

pH» 7.4 foszfát puff erben oldott 0.25 l" szacharóz, 
lO 3 !I 2-mercaptoetanol, ill. 10 ^ EDTA lOx térfogatá­
ban homogenizáltam.
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Kitokondrlumot Hawkins /45/ módszerével pre­
paráltam. Előzőleg a homogenizatomot gézen átszűrtem.
A tridesztillált vízzel mosott íöitokonöriumi vizes szusz­
penzió jához /150 ml/ lassan, állandó keverés mellett 5 

mi végkoncentrációban benzilamin bázist adtam, majd u- 

gyancsak lassú keverés mellett Triton X-100 15 %~os ol­
datát 0.75 %-os végkoncentrációban /7.5 ml/ 4 C°-on 1/2 

óra állás után 100.000 g-vel 40 percig centrifugáltam.
A sárgám szinti felüluszőval dolgoztaid tovább.

Következő lépésként ammonium-szulfátos frak- 

cionálást alkalmaztam. A 100.000 g-s felüluezóhoz át- 

kristályoaitással tisztított kristályos /ЛH^^SO^-t 

adtam 20 %-os telítéshez lassú keverés közben, a pü-t 

8.2-re, 5 %-os adásával állitottam be. Állni
hagytam -20 C°-on 30'-lg és 4 C°-on 90'-ig. Ezután 

20.000 g-vel lO'-ig centrifugáltam, a feliilusző vi­
lágosbarna csapadék tartalmazta a MAO aktivitást. Felv 

vettem 0.1 I4-os pH * 7.4 kálium-foszfát pufferten, mely 

10 3 14 2-merkaptostanolt, ill. IO * M EDTA-t tartalma­
zott, majd 24 órán át a puffer többszöri váltásával 
dializáltam 1 aM-os pH *= 7.4-es foszfát puffer /10 4/ 

EDTA, 103 M 2-merfcaptoetano1/ 500 x-os térfogatával 
szemben. Ezután Triton- X-1GO 15 %-os oldatát adtam 

lassú keverés közben 0.75 %-os végkoncentrációban ál­
landó hűtés alatt, majd 25.000 g-vel ЗО'-ig centrifu­
gáltam. A szupernatánssal dolgoztam tovább.

Kezelést végezte-л A1uralnium-hidroxid-gél 
Cy -valí a szupernatánshoz hozzáadtam a gél szuszpen­
ziót /6 mg/ml; SIGMA/ úgy, hogy a fehérje-gél /száraz- 

súly/ arány 3:1 legyen. 1 órán át óvatosan, hűtés köz­
ben keverergettem, majd 10.000 g-vel 5 percig centrifu­
gáltam a szuszpenziót. A szedimentumot eldobtam. Ismét
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■

aluminiuro-hidroxid gél Су -val kezelt* 

tánst. 1:1 arányban adtam az enz lmpreparátumhoz а 

6 rag/ml konaenráciaju Sigma gyártmányú gálszuazpen- 

ziót. Állni hagy tani 4 C°-on 1 órán át és 10.000 g-vei 
5 percig hütött centrifugával centrifugáltam. A szuper- 

natáns tartalmazta a tisztított máj enzim preparátumot. 
Mindössze 3 napig volt aktiv, 2 nap alatt aktivitása 

az eredeti aktivitás felére csökkent -20 C°-on törté­
nő tárolás mellett.

a szuperna-

iíonoamin oxidáz enzim tisztítása marha
agy mitokondriumból

A preparálást mindvégig 0-4 C°-on végeztem..
Az enz intiszt itás céljára használt agyakat az állatok 

levágását kővető 2-3 órán belül feldolgoztam. A3 al­
vadt vértol, agyhártyától megtisztított agyakat 0.3 %- 
-os káliumfclórid oldatban mostam. Háztartási mixelő- 

gépben 0.05 M pH » 7.4 foszfát pufferben oldott 0.25 M 

szacharóz, 10 ^ M 2-merkaptoetanol 10 ^ M EDTA, ÍO x 

térfogatban először durván elhomogenizáltam, majd vé­
gül Potter-Elvehjera féle homogenizátorban is. A homo- 

genizátumot üveggyapoton átszűrtem, majd brody és Bain 

/46/ módszerével nyertem a mitokondrium frakciót. 0.05 

H pH = 7.4 kálium-foszfát pufferrel mostam, majd cent­
rifugáltam. A leült, mosott mitokondrium frakciót tri- 

uesztillált vízben szuszpenuáltaiu / 15 mg/ral fehérje / 

majd állandó keverés és hűtés mellett benzilaxain bázist 

ad taxii hozzá lassan 10 mH végkoncentrációban. 30 perc 

lassú kevertetés után 40.000 gável Beckman J-21 -es
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centrifugán centrifugáltam. A csapadékot a szuszpenzió 

eredeti térfogatával azonos térfogatú vízben vettem 

fel és 15 6-os Triton X-lUO-t adtam hozzá lassan, ke­
verés közben 1.5 %-os végkoncentrációban. 30 perces 

keverés után ismét 40.000 g-vel centrifugáltarn 30 per­
cig. A szupernatánssal dolgoztam tovább. 24 órán át di­
ai Izáltam pn «= 7.4-es 0.005 M-oa kálium-foszfát rjuffőr­
rel szemben. Végig hütött körülmények között 10 3M 

2-aierkaptoetanolt, ill. Ю ^ M bDTA-t alkalmaztam.

Ezután a preparátumot Aluaiinium-hidroxid gél 
C ^-val /6 mg /ml/ kezeltem. A gélszuszpenziót a diali- 

zált szupernatánshoz adtam keverés közben 1:2 *» fehér­
je-gél /száraz súly/ aranyban. 30 perc lassú kevertetés 

után 10.000 g-vel 5'-ig centrifugáltam.

A következő lépésként /Ш^/^ЗO^-dal csaptam 

ki a fehérjét, azaz 35 %-os telítéshez átkristályosi- 

tott szilárd /ЫВ^/2ЬО^-оЬ adtam, lassan, keverés köz­
ben a szupernatánshoz. 4 C°-on ЗО'-ig állni hagytam, 
majd 10 percig 20.000 g-vel centrifugáltam. A folyadék 

felszínén üsző sár$pa szinü precipitátuia tartalmazta a 

MAO aktivitást. Felvettem 0.01 M-os ptl = 7.4-©s kálium 

foszfát pufferben, melyben az enzim védelmére 10~3 И 

merkaptoetanolt és I0~^íi EDTA volt adva. 5 KtM-os pb *» 

7.4-es kálium-foszfát puffer lüO x-os térfogatával 
szemben 24 órán át dializáltam, többször cserélve a 

dializáló oldatot.

Ismét kezeltem Triton X-1Q0 detergenssel.
A detergens 15 %-os oldatát adtam az anyaghoz 0.75 %~ 

os végkoncentrációban, lassan, óvatos kevertetés köz­
ben. 30 perc állás után 40.000 g-vel 30 percig centri­
fugáltam. A szupernatáns tartalmazta a FAO aktivitást.
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Гjból kezeltem Aluminium-hidroxid gél Cy - 

val. A gélszuszpenziót Isi * fehérje: gél arányban 

adtam a halványsárga szupernatánshoz. 20 percig ke­
ver tot tern, maja 15 percig 10.000 g-vel centrifugáltam. 

Végül az anyagot Sephadex G-25-ös oszlopon töményi- 

ttítte£"t és szabadítottam meg a még ki nem dializálóaott
4.Ní*4 ionoktól. A tisztított készítmény mindössze 2-3 

napig volt aktiv, 1 nap alatt aktivitása a felére csök­
kent -20 Cü-on történő tárolás mellett is.

Monosuain oxiciáz enzim tisztítása
patkány máj rtltokonciriuroból

Éteres narkózis alatt a patkányokat deka- 

pltáltam, májukat / 4-5 gr/patkány / eltávolítottam ás 

0.9 1-os KC1 oldatban mostam. 50 gr májat először dur­
ván, mixerben, hideg 0.05 M pH * 7.4 foszfát pufferben
oldott 0.25 11 szacharóz, ÍO 3 M 2-merkaptoetanol, ill.

—410 M EDTA lOx térfogatban homogenizáltam, majd teflo- 

nos Potter-Elvehjem-féle homogenizátorban. A homogeni- 

zátuaiot gézen átszűrtem, majd Hawkins /45/ módszerével 
mitokondriuraot preparáltam. A leült mitokondriumot az 

inaktiv fehérjék eltávolítására 0.05 M-os pH * 7.4-ез 

kálium-foszfát pufferben szuszpendáltam Ős 25.000 g-vel 
15'-ig centrifugáltam. A szediraentumot 150 tridesz- 

tillált vizben szuszpendáltam. Ehhez a mitokondriális 

iaenibrán-szuszpensióíioz adtam lassan, keverés közben 

benzil&min bázist 1 шМ-os végkoncentrációban. A pH * 

10-es szuszpenziót 3ü'-ig 4 C°-on állni hagytam, maje

v.-,y
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45.000 g-vel 45'-ig Seckman J-21-es centrifugán centri­
fugáltam. A szedimentUT'Ot hideg tridesztillált vízben 

szuszpenöáltam, majd Triton X-lűO 10 %-os oldatát adtam 

hozzá keverés közben, lassan, 1 %-os végtérfogatban.
A szuszpenziőt 60'-±g 4 C°-on tartottara, majd 45.000 

g-vel 45'-lg centrifugáltam. Az üledéket eldobta«!, a 

szupernatánshoz Aluminium-hidxoxid gél C f-t adtam 

/ 6 mg/ml, Sigiaa / fehérjesgél /száraz súlyra számított/ 

* 1:2 arányban keverés közben. 15' után a keveréket 
3000 g-vel 5'-ig centrifugáltam. A szupernatans tartal­
mazta a í-íAO aktivitást. Ezután a szupernatáns pH-ját 

5 %-os asraemiurakiozid lassú adagolásával pH* á.0-ra 

állítottam be és átkristályositott szilárd /HH^/^SO^- 

-ot adtam hozzá lassan, keverés közben 25 %-oa telí­
téshez. A plá-t végig pH * 7.4~en tartottam. 4 C°-on 

60'~ig állni hagytam, majd 25.000 gr;vei 20'-ig centri­
fugáltam. Az üledéket kristályos /Ш^^З0^-ot 35 %-os 

telítéshez 4 c°-on 15 órán át állni hagytam, majd 

25.000 g-vel 30'-ig centrifugáltam. A felüluszó csa­
padékot, mely a MAO aktivitást tartalmazta, 20 ml 0.05 

M-os pH * 7.4-es foszfát puff erben felszuszpendäfctaj», 
majd ÍOÖO x-es térfogat 0.01 И-os pH * 7.4-es foszfát 

puffőrrel szemben /5 x cserélve a puffert/ 48 őrár át 

dializáltam. A keletkezett csapadékot 45.000 g-n 20'- 

ig történő centrifugálással távolítottam el. Utolsó lé­
pésként hidroxilapatitos kezelést alkalmaztam 1:100 * 

fehérje:adszorbens arány mellett. 30' keverés után cent­
rifugáltam, a szupematánst ismét hasonló módon kezel­
tem, majd a végsc szuperaatánst mint tisztított prepará­
tumot -20 C°-on tároltam. Az enzim védelmére 10 ^ M 

ditlotreitolt, ill. 2-raerkaptoetanolt, valamint 10 

EDTA-t alkalmaztam.
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A tisztított preparátum 5 nap után enzi iaktivitásának 

50 %-át elveszti, 2 hetes tárolás alatt majdnem tel­
jesen inaktiválódik.

Monoamin oxidáz enzim tisztítása
patkány agyból

Az enzim preparálást és tisztítását 0-4 

c°-or végeztem, h patkány agyakat /5ügr/ S térfogat
10 EDTA~t tartalmazó 0.05 M pH=*0.25 H szacharózt,

7.4 foszfát pufferten elhomogenizáltam, 0.9 %-os KC1- 

ban történő mosás után. 1500 g-vel 2x5 percig centri­
fugáltam, majd a szupematánst 18.000 g-vcl 20#~ig.
A mifcokondrium frakció leült. Felvettem az eredeti 
agyszövet súlyának kétszerese térfogatú 0.05 M-os pb> 

7.4~es К-foszfát puff erben, istiét centrifugáltam 18.000 

g-vel 20'-ig. A leült és mosott re1tokonőrium frakciót 

felszuszpenőáltam 3 térfogat 0.01 íl-os pH « 7.4 foszfát 

pufferten, és 1 mH végkoncentrációhan benzilamint adtaia 

hozzá, keverés közben, majd 15 %-os Triton X-1GO deter- 

genst, 1.5 %-os végkoncentrációban. 30' állás után hü­
tött centrifugával centrifugáltam, majd 20 %-os telítés 

közben lassan, tisztított kristályos /ШК/^SO^-t adtam 

hozzá. 2o.OOO g-vel 30#-ig centrifugáltam, majd a vi- 

lígoasárga sxuperaatánshoz iaaét adton /ЯИ,/2*>4-о*
40 %-os telítéshez. A csapadékot 0.05 M pH ** 7.4-es 

foszfát puff erben vettem fel, 24 órán át dializáltam
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0.001 M pH « 7.4-ез foszfát puffer 500 x térfogatával 
szemben, öializis után 20*-lg 2C.000 g~vcl centrifu­
gáltam. A majdnem viztlszta szupernatánssal dolgoztam 

tovább.

Aluminium-hiclroxid gél Cy-val próbáltam 

tisztítani tovább a preparátumot. 1:5 *= fehérje:gél 
arányt alkalmaztam. A szupernatánahoz hozzáadtam a 

megfelelő mennyiségű gélt és 1/2 érán át kevertettem 

a szuszpenziöt hideg szobában. Centrifugáién után a 

szupematénst Calcium-foszfát géllel kezel tér;.
1:1 * fehérje:gél arányt alkalmaztam. A hidegszobá­
ban végrehajtott 1 órás kevertetés után a í; 2 visz pen­
ziót 8000 g-*vel centrifugáltam, majd az üledéket 
tridesztillált vízzel mostam. Ezután 0.1 % Triton 

X-lOG-t tartalmaké 0.05 M pH » 7.4-es foszfát puf- 

ferral kevertettesu és a szupernatánst félretettem. 

Kétszeri ismétlőé után a kombinált szupernatánsckat 
kristályos /KB^/jSC^-dal 45 %-ra telitettem, 

keverés után 20.000 g~vel 30*-lg centrifugáltam, 

jd a keletkeze csapadékot 0.05 M pH = 7.4-es fosz­
fát pufferben vettem fel és 0.001 M pSI *= 7.4 foszfát 

puffer 500 x térfogatával szemben 24 órát dializáltam 

a pufferoldat többszöri cserélése mellett. A tisztí­
tás során használt foszfát puffer minden esetben tar-

-3tábrázott az enzim védelmére 10 M 2~mercaptoetanolt, 

ill. 1<Г4 M EDTA-t.
A további tisztítási kísérlet hatására az enzim tel- 

j esen inaktiválódott.
Tisztított formájában mindössze 2 napig volt aktiv, 

-20 C°-on tárolva.

1 óra
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EREDMÉNYEK

összehasonlító vizsgálatokat végeztem pat- 

ha máj, valamint agyszövetben kimutathatókány, ill.
és Izolálható monoamino osidáz enzimekkel.

Első lépésként tisztitottar; az enzimet. 
Számos, különféle módszer kipróbálása után a lege­
redményesebbnek bizonyult eljárással marha máj enzimé 

esetén 204 x-as tisztulást, az agy enzim esetén 31,5 

x-es tisztulást sikerült elérni, a HAO irodalomból is­
mert eddig legeredményesebb 254, ill. 61x-es tisztí­
tással szemlén. Patkány májból 105 x-es tisztítást 

s ikeréit f e lxautatnom.

Legproblematikusabb feladat volt a patkány 

agy MAO enzimjének tisztítása, mely stár a tisztítás 

kezdeti stádiumában váratlanul inaktiválódott. Az 

eredeti iiouogená tűmhez képest zuindössze 10 x-es tisz­
títást sikerült elérni. A patkány agy enzim tisztításá­
val a MAO irodalom nem foglalkozik, jobb tisztítási 
hatásfokot eddig elérni még nem sikerült.

A tisztítás iuenetét és az eredményeket a 

tisztítás folyamán a kővetkező táblázatok mutatják;



WAO tlnztit/, з ...tarha májból

Térfogat Aktivitás Ossraktivitás
Ml/ Mg 4IOQM1 yg 4üOC

Fehérjö 

iag/ml
Spec» akt. 

у v 4.'iCv/'X: 
feh.

Tisztítás

и
0.404 115.300 2510.21. Homogenátum 1500 Iк

I é*
4.855.880 1.961150 39.2 202* И i tokoncir iura

ÍT I
őxolibiliaálás 
Triton X-100-zal 535.7 16 2.235.2551503. •'

írakcionálÁü 4.47 11.082.784 5.194* /»h4/2so4-®1 120 23.2

Kezelés
5. Al-hidroxid gél 

C Y-val
37.122.520120 21.0 2.0 15.00

/Ш4/2£Ю4-ОЕ
kicsapás 0.7 27.57386 69.24206. 19.3

II. kezelés
Al-hidroxid gél 

Cy~val
204.782.715 10.2 273 0.227.



I IAO tisztítás marha agyból
2. Táblázat

Aktivitás físszaktivitáe 

yg 4HOQ/ml yg 4HOQ
Térfogat

/ral/
Fehérje

mg/ml
Spec. akt.
yg 4EOQ/mg 
fehérje

Tisztitás
X

700tíomogenátum 3640 5.5 0.9455.2 1
I

14.8 3.98 4.335 59.0 2065Mitokondrium o>
I

Szolubilizálás 
Triton X-lOO-zal 70 742.0 4.8210.6 2.2 5.1

♦
I. Ai gél Cf-& 

kezelés 413.070 5.9 11.80 12.50.5

/nh4/2sc4-os

kezelés
16 21.9 1.34350.4 16.34 17.3

Kezelés Triton 
X-100-zal 10 13.6 136.0 0.62 21.93 23.2

II. A1 gél CT~s 
kezelés 10 12.0 120.0 0.45 26.73 28.3

Tisztított enzim 
Sephadex ü-25 3 17.8 53.4 31.40.60 29.67



MAO tisztítás patkány mádból
3. Táblázat

Total akt. Fehérje 

mg /ml
Akt.

/ml/ wg 4HOQ/ml ug 4HOQ
Spec. akt. Kitermelés Tisztítás 

jjg/mg fehérje
V

/х/%

1. Homogenátura 500 204.0 17102.000 10012.0 1

I
2. Mitokondrium 50 907.2 45.360 27 33.6 44.4 2.8

3. Mit. membrán 150 301.6 45.240 5.8 52.0 44.3 5.0

4. SzcluLAlizácio 143 276.0 40.843 2.5 110.4 40.0 9.2

5. A1Cy~5 Wezelis 146 182.04 26.578 0.82 222.0 26.0 18.5

6. /Ш4/2304“О5 

frakclonélás
20 765.0 15.530 0.75 14.21020.0 85.0

7. bydroxylapatitOE 
kezelés

12 107.1 1.285 0.085 1260.0 1.25 105.0



MAO tisztítás patkány agyból
4. Táblázat

V Aktivitás Total akt. 

/ml/ yg 4HOy/iul yg 4HOQ
Fehérje 

mg /ml
KitermelésБрее. akt.

yg 4HOy/mg 
fehérje

Tisztítás
% X

I

íiamogenizátum 450 87.15 8.339.217 10.5 100 1 oc
»

íiitokondrium 150 232.7 10.4 88.934.903 22.3 2.10

Szolubilizálás 
Triton X-lOO-zal 145 110.7 16 .051 40.74.1 27.0 2.57

I /nk4/2so4~o8 

kezelés
132 78.0 10.298 1.5 52.0 5.026.2

и /wh4/2so4~os 

kécsapás
50 46.75 0.852 337 55.0 5.2 5.2

Al C f~os kezelés 50 38.60 4.91 930 0.62 Cl.О 6.5

Aőszorpcié 
Ca3/P04/2 gélen 25 70.30 1 757 73.3 4.4 7.70.96

. /ШШ
kicsapas

II SO.-os 5 306.6 1 533 3.50 87.6 3.8 9.2sí
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Az enzim kinetikai, valamint elektroforeti- 

kus tulajdonságait részlegesen tisztított /szolubili- 

zált, 35 i-os /NK^/ SO^ kezelésnek alávetett, végül 
detergens, ill. sómentesitett/, valamint az előállí­
tott legtisztább preparátumokon vizsgáltam.

Elektroforetikus utón 5 %-os poliakiilamid 

gélen elkülönítettem az adott szervből izolált MAO 

enzim inultiiuer formáit. Ilyen körülmények között pat­
kány májból 4, agyból 3, marha májból 2, agyból 1 

multimert formát mutattam ki, melyet az alábbi gél- 

elektroforetikus fénykép felvételei: mutatnak:

Patkány májból és agyból enzim- 

specifikus festéssel kimutatott MAO multimerek 

elektroforetikus képe

Máj Agy

.
t

4- +■

MMAO-,
MMA02
MMA03

aMAO

aMA02

1
В аМАОз

MMA04

-

4-4-
i

aspecifjkus festőd és
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Brómfenolkéket alkalmazva indikátorként a festék j 

lenlétét jelző esik MAO specifikusnak tűnik és Így za­
varó. Pzért ezt az egy esetet kivéve, bróxnfenolkékkel 
történő indikálást csak olyan formában alkalmaztam, 

hogy a többivel párhuzamosan, 2 gélen csak az elektro- 

főrizis frontját jelző brómfenolkéket futtattam.

Gélelektroforetikus vizsgálataimat 5 %-os 

poliakrilamid gélen végeztem a módszerekben ismertetett 

módon. 200 »g fehérjét vitt 

felszínére.
minden esetben a gélek

Enzinaktivitásra triptamln szubsstráttal 
történt enzimspecifikus festés a sz 

esetében. Kivétel az agyból kimutatott vagyis az
anód felé vándorló forma, amely esetén enzinaktivitás 

festéssel csak öopaiuin szubsztrátot alkalmazva volt 

kimutatható.

léltetett fotók

Gélelektroforetikus utón mindössze az enzim­
aktivitást jelentő csikók szinintenzitásának különbö­
zőségéből lehetett a szubsztrátspecificitásra követ­
keztetni, ugyanis bármelyik szubsztrátot alkalmazva 

MAO aktivitás minden esetben kimutatható volt festés­
sel, kivételt képestek az elektroforézis során anőd 

felé vándorló MAO multimer formák, melyek mint azt a 

következő szubsztrátspecificitásl táblázatok is mutat­
ják, bizonyos szubsztráttal szemben mérhető, ill. 

festéssel kimutatható aktivitást nem mutattak. Ezt az 

eredményt a kvantitativ mérések is alátámasztják /lásd 

a kővetkező 2 táblázatot/.

Az elektroforetikus utón poliakrilamid gélen 

elválasztott MAO enzimek szubsztrátspecificitását gé­
len történő specifikus MAO festéssel, valamint testet­
len és szeletelt gélekről történő eluáció után, az elu- 

ált enzimek aktivitásának izotópos technikával történő 

mérésével vizsgáltam, ill. határoztam meg, melyet az 

alábbi 2 táblázat mutat.
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5. Táblázat

Patkány máj mitokondrlumból szolubllizált és elektro- 

forézissel szétválasztott MAO multiiuerek szubsztrát-
speclfleltéaa

Spec, aktivitás
/nanoiiol dfczam. termék/20 min/rag fehérje/

*W4
10.43TirtUnin 17.40 2.10 1.05

Triptaain 39.40 0.20 3.61 2.10

Kinuraain 8.50 8.20 8.60 1.22

Benzilamin 13.45 6.30 2.90 О

6.30 15.407.20Szerotonin 0.6

7.2012.30 10.10Dopamin 0.2

Noradrenalin 5.802.60 2.90 О

Patkány máj mitokondrium frakcióból részlegesen tisztí­
tott /azaz Triton X-100 nem ionos detergenssel szolu- 

bilizált és ammoniumszulfáttal kezelt/ preparátumból 
5 %-os poliakrilaiaid gélen disc elektroforézissel el­
különítettel . az anzira múl timer formáit, gélről eluál- 

tam az egyes enzimeket és ешк inaktivitást mérte*', a mód­
szerekben ismertetett módon. Az adott szubsztráttal 
meg határé zofct specifikus aktivitásokat az adott körül­
mények között megállapított K,, értéknek megfelelő szub- 

sztrátkoncentrációnál hasonlítottam össze.
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6. Táblázat

Patkány agy mitokondrium frakcióból, szolubillzált 

és elektroforézissei szétválasztott MAO múltimer
fonnák szubaztrátsi eclficitáна

Spec. akt.
/naikomcl éezam.termék/20 min/mg fehérje/

Szubsztrát
*TiAO Amo31

33.20 0.20Tiranán €0.05

13.808.70 2.o2Triptamin

11.30 7.60Kinuramin 6.30

6.65 0.29У-- ű n z i 1 a.:! i П О

13.40 0.803.10Szerotonin

10.102.10 3.20Dopamin

4.70Noradrenalin 2.30 О

/ Az enzimpreparálási és enzimaktivitás mérési mód­
szerek azonosak az előző táblázatnál ismertetett 

módszerekkel./
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A kapott eredményékről mmgállapítható a
következő:

Az elektxai'oretikus utón szétválasztott 

ШуО iuul timer formák között meglévő szubsztrátspeci- 

ficitásbeli különbségek azonnal látszanak a tábláza­
tokból. 2lég jelentős különbségek vannak az egyes MAO 

enzimek különböző szubsztrátokkal szemben /az adott 

értéknek megfelelő azubsztrát koncentrációnál/ 

megbatározott specifikus aktivitásban. A különböző 

MAO enzimek eltérő aktivitást mutatnak a különféle 

szubsztrátokkal szeigten két különböző szervet tekint­
ve, de egy adott szerven belül is.

Mind a raáj, mind az agy esetében legjobb 

szülsztrát a tiramin és triptarain, ugyanakkor a leg­
alacsonyabb volt az enz isiakti vitás, ha noradrenalint 

és beuzilamint választottam a MAO enzim szubsztrát- 

jaként.

Külön—külön vizsgálva az egyes MAO enzi­
meket egy adott szerven belül, legérdekesebb az 

elektroforézis során az anőd felé vándorló forma Vi­
selkedése a különféle szubsztrátokkal szemben, patkány 

agy preparátumot vizsgálva.

Az elektroforetikusan a katód felé vándor­
ló patkány agy mitokontíriuiaból szolübilizéit MAO en- 

zÍrnek tiraain szubzztrátra kapott igen nagy aktivitá­
sával szeriben az anóö felé vándorló forma szinte alig 

mérhető aktivitást mutat tiráírd.n iránt, valamint ben- 

zHantin, noradrenalin és szerotonin szubsztrátokkal is 

alig vagy egyáltalán kaptam aktivitást.

Ugyanakkor magas enzinaktivitást mérti 
triptamin szubsztráttal. Legfeltűnőbb mégis a doparnin­
nal mért nagy aktivitás, ellentétben a patkány májból
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elektroforetIkusan kimutatott anód felé vándorló 

forma dopaiainnal alig mérhető aktivitásával.

Nemcsak egy adott szerven belül, az egyes 

MAO enzimek különböző szubsztrátokkal iáért aktivitásá­
ban van éles különbség, hanem a két különböző szerv 

enzimjeinek viselkedésébén is a különböző szubsztrátok 

iránt. Az egyértelműen látszik az eredményekből, hogy 

a tiramin, valamint trlptamln egyaránt jó szubsztrát- 

ja mindkét enzimpopulációnak, A többi szubsztrátot 

tekintve шаг nem ilyen egyértelmű a helyzet, bér a 

különbségek nem mondhatók nagynak. Viszont igen éles 

a differencia a két enzimpopuláciő doparain szubsztrát- 

tal mért enzimaktivitáséban. Érdemes lenne külön 

foglalkozni az egyea MAO enzimek és a dopamln, mint 

szubsztrát kapcsolatával, különös tekintettel a 

patkány agyból elektroforetlkus utón szeparált ”anó- 

dos" enzimre.

Kinetikai vizsgálataim során minden esetben 

először meghatároztam az enzimaktivitás változását, 

az idő, a fehérjekoncentráció, valamint a szubsztrát- 

koneentrácló függvényében, és ennek birtokában válasz­
tottam meg a Michaelis-Menten kinetikának megfelelő 

reakciókörülményeket.

Meghatároztam a részlegesen tisztított, va­
lamint a legtisztább enz ^preparátum Michaelis kons­
tansait /K^/, valamint a maximális sebességet különbö­
ző MAO szubsztrátokra, melyet az alábbi táblázat is­
mertet:
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7:. Táblásat

■ :XcbaelXa~koi4at aaaak
/5s&sö£ofilaiö táblásat/

£?oláMlisált és résxlo- 

«даю» tiaxtitott HM) «txb
Tisztított

ÍIAO

Scuhastrát K„TI V к v.пах
/г.као1/*ад/
fohérj«/
píJCC

/И/ /*/ jmol/шд/
sin

-5€.5.10
X.S.1G
5.0.10

1.23Szarotonln 

Tiranán 

Kinuraoin 

ltoraar«jaalin 2.3.XC 

OOpattiB.

Pat­
kány

-5 5.0
-5 »52.4 5.3.10 9.30
-4*«У 0.5
-41.3.10 ö»8

-42.4.10
1.3.10
1.2.10

2.95
3.10
2.65
2.30
2.96

324*rotoala 

Tirai&io 

KiaarMiSi
ucraárenalin 2.8.10 

Dop&atiA

MM
&á»y

-5
-53.4.10 10.12

4»áj
«4

2.1.10

-5Srorotonin 4.2.10 

2.3.10
KisuraaüLa 6.2.10 

логaurenalin 4.4.10 

Qopanlfi

0.95Ы&хпг. «•»4^

Ti rauain 2.9
-5 -56.7«IC2.4 8.9agy
-5 0.8
-52.5.10 1.3
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А érték meghatározása 4 ill. 5 szufoszt- 

rá tkoncent ráció mellett a Lineweaver-Eurk féle ábrá­
zolásban történt, as abszcisszán ábrázolva, a szubsz 

trétkoncentráció, az ordinátán pedig a kezdeti se­
besség reciprokát.

Gátlási kísérletek aonoaaifi
oxlciáz enziimael

Kísérleti munkán nagyobbik részét a gátlás!
vizsgálatok Képezték.

In vitro körülmények között mértem a rsono- 

aain oxidáz enzim gátolhatóságát különböző sszubszt- 

rátokkal mérve enzimaktivitást.

Különböző gátlőszerek /szubsztrát szelektív, 

ill. nem szelektív/ hatását vizsgáltam mindkét szerv 

esetében.

Az in vitro gátlási vizsgálatokat a módsze­
rekben leirt módon végeztem és a kapott eredmények ki­
értékelése grafikus utón történt a Dixon-féle ábrázo­
lásmódot követve, kivéve, amikor a gátlás mértékét 
százalékosan tüntettem fel a kontrolihoz viszonyítva, 

ill. amikor Iäo

A gátlások típusa minden esetben kompetitiv 

volt és az alkalmazott fátloszerek reverzibilis raődon 

gátoltak az általain vizsgált esetekben.

Az inhibitorkonstansok /iü érték/ grafikus 

utón történő meghatározását szemlélteti a kővetkező 

kiragadott példa Pargylin gátlóval patkány agyból izo­
lált MAö^-re, mely elektroforetlkusan a legkisebb mo- 

bilitásu formás

értéket határoztam meg.
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Patkány agy rnitokondr imából szolubllizált MAO
4i ■* *■■■*—rajul*a*^fcwiC1Uiiri.i I Дащшиим»>дйшии^||*ии1»ч1^в1 !■■■■ ..w |**»г.|1„вд',|> M -... ifr.̂ eacjri^ftr?afc--—.i,.. .....

enzim aktivitásának in vitro gátlása Pargylin- 

nal Klnuramin azubsztrát jelenlétében.

1
1
v

Kj /М/

MAO,: 1.8 • 10‘8 
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A következő táblázat kinuranin szubsztrátot 

alkalmazva 3 MAO gátlószer /Pargylin, Baraalin, Ipro­
niazid/ hatását mutatja be a MAO egyes inul timer formái­
ra Ki értékekben feltüntetve. A értékek И koncentrá­
cióban vannak megadva.
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8.Táblázat

In vitro patkány máj MAO aktivitás gátlás

KynuraminК±/ММ/
MAO^ MAO j MA03 MAO4

0.07 0.04 0.04 0.02Pargylin

Iproniazid 4.09.20 1.0 1.3

230 170 120 670Harmalin

Az inhibitorkonstansok meghatározása Ж Dixon plotból 
történt, azaz az 1/v-t ábrázolva az inhibitorkoncent­
ráció függvényeként két szubsztrátkoncentrációnál, amely 

sz. koncentrációk megfeleltek az adott körülmények kö­
zött megállapított Kj5 értéknek, illetve a érték fe­
lének. Az alkalmazott fehérjekoncentráció minden eset­
ben 20 yg volt. Az egyes MAO enzimeket gélről történő 

eluációval poliakrilamid gélelektroforézis után nyertesi. 
A gátlószerrel történő ló*1 eloinkubálás után a reakciót
a szubsztrát reakcióelegyhez történő adásával indítottam.

- l.lo”4 M-8Az alkalmazott gátlószerkoncentráció 1.10 

volt szubsztráttól függően. A táblázatból látható, hogy 

Kinuramin szubsztrátra nézve a Pargylin mutatkozik a
legjobb gátlószernek. Az egyes gátlószerek /Pargylin, 

Harmalin, Iproniazid/ gátló hatása az adott multimerek 

aktivitására jelentősen eltér egymástól.

A következőkben egy szubsztrát szelektív 

/Deprenil, Chinoin/ és egy nem szelektiv gátlószer 

'^Tranylcypromine/ hatását vizsgáltam patkány agy és 

máj MAO enzimjére in vitro körülmények között.
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In vitro patkany-agy MAO aktivitás 

gátlás Tranylcyprominnal
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Gátlás! vizsgálataidat intakt mitokondriuia frakción vé­
geztén!. Mitokondriuraot a módszerekben ismertetett módon 

preparáltam. Az ábrán a kontrolihoz viszonyított száza­
lékos gátlást ábrázoltam az inhibitorkoncentráció függ­
vényében. Az alkalmazott szubsztrátkoncentráció mind­
egyik szubsztrát esetén az adott szubsztrátra megálla­
pított K,c érték fele volt. Az alkalmazott fehérjekoncent­
ráció minden esetben ÍOO ug volt. A gátlószerrel történő 

15r-es el6inkubálás után a reakciót a szubsztrát adásá­
val indítottam és 20# után a módszerekben ismertetett 

módon állítottam le, majd a szubeztrátnak megfelelő mód­
szer segítségével mérti az enzimaktivitást.
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ány-agy MAO aktivitás gátlás
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Gátlás! vizsgálataimat intakt mitokondrium frakción 

végeztem. Mitokondriumot a módszerben ismertetett módon 

preparáltam. Az ábrán a kontrolihoz viszonyított száza­
lékos gátlást ábrázoltam az inhibitorkoncentráció függ­
vényében. Az alkalmazott szuhsztrátkoncentráciő mind­
egyik szubsztrát esetén az adott szubsztrátra megálla­
pított Kjj érték fele volt. Az alkalmazott fehérjekon- 

centráciő minden esetben 100 pg volt. A gétlőszerrel 
történő 15'-es eloinkubálás után a reakciót a szubsztrát 

adásával indítottam és 20* után a módszerekben ismerte­
tett módon állítottam le, majd a szubsztrátnak megfelelő 

módszer ségitségével mértem az enzimaktivitást.
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In vitro patkány-máj MAO aktivitás 

gátlás Deprenillel

Kynuramin
Benzylamin
Tyramin
Serotonin100

1Л
'5
-о

СП

о* 50

J 150 Куп : 4 10-в М 
* Benz: 4 10-7 М

Туг : 3 10-7 М 
Ser : 8,5-10-5 М

((

.•*О
10'9 -7 10"5 ia3ю

gátló Ml

/ A módszerek azonosak a patkány agy Deprenillel tör­
ténő gátlásakor alkalmazott módszerekkel./
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Azonnal szembetűn" a különbség a szubsztrát 

szelektív és nem szelektív gétlószerek hatását tekint­
ve, figyelembe véve a görbék lefutását. Jelentős elté­
rések vannak az egyes szubsztrátokra megállapított 

I5o értékekben, a szubsztrát szelektív gátlószer ha­
tását vizsgálva agyon, ill. májon.

Kísérleteimben hatásos és szubsztrátszelek- 

tlv gátlőezernek bizonyult a Deprenil én vitro körül­
mények között, mind a májból mind az agyból izolált 

enzimekre.

Legjobban volt gátolható az enzimaktivitás 

Deprenillel, abban az esetben, ha Kimuraxain és Ben- 

zilamin volt a szubsztrát.

Meglehetősen gyenge gátlószernek bizonyult a 

Deprenil S2erotonin szubsztrát esetén.

A két szervet tekintve értékben legnagyobb
különbséget Deprenillel történő gátláskor tiramin szufo- 

sztrát esetén mértünk. Az in vitro kísérlet során agy 

mitokondriumból és máj mitokondrimából izolált MAO en­
zim jóval rezisztensebbnek bizonyult Deprenillel szem­
ben, mint májból preparált enzim.

Érdekes az enziiagátláe görbéje tiramin szub­
sztrát esetén. Kettős szlgmoid görbét kaptam mindkét 

szervet vizsgálva, ami arra utal, hogy valószínűleg 

két enzim van jelen, melynek különböző a deprenillel 
szembeni érzékenysége. Miért csak tiramin esetén kap­
tuk ezt, a többitől eltérő lefutású görbét? Kísérleti 
eredményeink alátámasztják más szerzők Clorgylin, ill. 

Deprenil gátlónál kapcsolatos eredményeit és feltétel' 
zéseit, miszerint 2 MAO enzim létezik az agyban és máj­
ban eltérő szufcsztrátspecificitással, azaz a két enzim 

preferenciális szubsztrátja különböző /benzilamin, ill. 

szerotonin/, közös szubsztrátjukként tekinthetjük vi­
szont a tiraraint, valamint más szerzők szerint a dopa- 

mint és triptamint.
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AZ EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE

Kísérleteinkben különböző szervek MAO en­
zimjének szubsztrát, valamint inhibitorspecificitását, 

tisztítási lehetőségeit vizsgáltuk.

Patkány, valamint marha agy és májból MAO 

enzimet tisztítottam, mely tisztítások az adott szöve­
tet tekintve jónak mondhatóak az irodalomból ismert 

adatokhoz mérten. Az eredményes enzimtisztitás egyik 

döntő feltételének mutatkozott az enzim védelme szo- 

lufcilizáláskor, saját szubsztrátja által. Patkány máj­
ból az enzimtisztitás hatásfoka 105 x, patkány agyból 
9 x, marha májból 205 x, marha agyból 31 x volt. 

Ugyanakkor az irodalomban az eddig legsikeresebb tisz­
títás patkány májból 136 x /9/ ill. 200 x /64/, marha 

májból 205 x /9/, marha agyból 60 x /9/ volt.

4 tisztításból 3 leirt módszerek kombinálái 
és módosítása. A patkány agyból történő enzimtisztitás 

hatásfoka mindössze 9-szeres, azonban ebből a szervből 
eredményes MAO enzim-tiszt itassál még nein találkoztam. 

Az enzim ebben a szervben rendkívül labilisnak mutat­
kozik, Eség a legkíméletesebb módszerekét is alkalmaz­
va, aktivitásának döntő hányadát már a tisztítás első 

fázisaiban elveszti. Az áltálára alkalmazott tisztítási 
módszerek jól reprodukálható és egyszerű eszközökkel 
kivitelezhető eljárások, különösebb műszerezettséget 
nem igényelnek, mind a négy különböző vizsgálati anyag 

esetében apró változtatásoktól eltekintve azonosak, te­
hát a kapott eredmények jól összehasonlíthatók.

Poliakrilamid-gél elektroforézissel elkülö­
nítetten az enzim különböző formáit. Patkány agyból 3, 
májból 4 elektroforetikusan eltérő viselkedésű alakot

í3
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mutattam ki a szolubilizált "részlegesen tisztított" 

preparátumokból, szemben a tisztított preparátummal, 

amikor is agyból 1, májból 2 MAO enzimet mutattam ki 
elektroforetikus utón. A különböző szerzők által eleké 

troforetikus utón kimutatott MAO enzimek eltérő szá­
mát a 13. oldalon táblázat mutatja.

Ugyanakkor gátlás! vizsgálataim nem szolu­
bilizált intakt mitokondrium frakciókon szubsztrátspe- 

cifikus Deprenil gátlószerrel, mind a májban, mind az 

agyban 2 MAO enzim létét bizonyítják. Hasonló eredmény­
re jutottak Deprenil gátlószert alkalmazva J. Knoll és 

munkatársai /65/ valamint Clorgylin gátló hatását vizs­
gálva Johnston és munkatársai /18/, H.Y.T. Yang és Ы.Ы. 
Neff /66/, M.O. Housley és K.P. Tipton /67/, J.A. Roth 

és C.N. Gillis /27/ patkány agy, patkány máj ill. nyúl 
agy preparátumokon.

bár a multimerek számát illetően a két mód­
szer /elektroforézis, gátlás! vizsgálatok/ eltérő ered­
ményt adott, mindkettő a multiplicitás mellett szól. 

Feltételezhetően az elektroforetikus utón kimutatott 

enzimek közül kettő azonos az indirekt utón, tehát 

Deprenil gátlószerrel kimutatott enzimekkel.

Dolgozatom 1S71-73 között végzett munka ered­
ménye. A kísérletek lezárását követő 2 évben megjelent 

közlemények**»*! a MAO multiplicitását illetően egységes 

állásfoglalás mindmáig nem alakult ki. A kapott kísérle­
ti eredmények döntő bizonyítékot nem szolgáltattak a MAO 

multiplicitásának ill. homogenitásának kérdésében.

Kern alakult ki egyöntetű véleiaény sem az azo­
nos, sem a különböző módszerekkel meghatározott multime- 

rek számát, sem a multiplicitás okát illetően.

Napjainkig nem sikerült minden kétséget kizá­
ró módon bizonyítani, hogy a különböző módszerekkel
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in vitro kimutatott multiplicitás fiziológiás körülmé­
nyek között is fennáll, vagy sem, csak feltételezések­
kel találkozhatunk a közleményekben /68/.

Talán :a mikrokörnyezet hatása az egyetlen 

faktor, melynek a szerzők egyöntetűen nagy jelentőséget 
tulajdonítanak, sot a közlemények döntő többségében a 

szerzők a membrán foszfolipideket teszik egyedül fele­
lőssé a multiplicitás létrejöttéért /69/.

Határozottan alig néhány szerző állítja, hogy 

a multiplicitás kizárólag in vitro létezik, tehát mű­
termék /70/, de azt is kevesen merik kijelenteni, hogy 

a multiplicitás minden kétséget kizárólag in vivo is 

fennáll, azaz különböző tulajdonságú enzimpopuláció 

van jelen egy adott szerven vagy intakt sejten belül 
/71/. A szerzők nagy része tehát egyetért abban, hogy 

a multiplicitás létrejöttében nagy szerepe van az en­
zimhez kötött foszfolipiö mennyiségének, ami in vivo 

összefügghet egy különböző MAO aktivitású heterogén 

mitokondrium populáció létezésével, valamint annak va­
lószínűségével, hogy szolubilizálás során az intakt 

szövettel eltérő enzimpopuláció jön létre azáltal, hogy 

az adott enzimhez eltérő mennyiségű membrán fragmentum 

marad kötve.

.Ma már tekintélyes azoknak a közleményeknek a 

melyek <*ktiv helyek multiplicitása mellett fog­száma,
lal állást szubsztrátkonpeticiós vizsgálatok alapján. 

Az aktiv helyek számát és helyét illetően is igen meg­
oszlanak a vélemények /72,73,75/.

Egyelőre nyitott kérdés marad, vajon a különbö­
ző aktiv helyek egy adott enzimen helyezkednek-e el, 

vagy különböző multimerekhez tartoznak.

л .
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Akár az aktiv helyek multiplicitását állítjuk 

multiplex enzimrendszerről beszélünk/72,73,25/, akár 

/18,74,22, 23/, az első, aiait el kell döntenünk? fizi- 

clógiás-e vagy se».

Véleményem szerint a í!AO multiplicitása feltét­
lenül fiziológiás jelenség kell hogy legyen, ugyanis a 

központi idegrendszerben eltérő hatású biogén monoaminők 

kinőkét csoportját /indolaminok, katekolaminok/ azonos 

enzim, a 4lAO bontja /természetesen a COMT mellett/.

A szövet ill. fajspecifikus szubsztrátszelek- 

tivitás és inhibitorszenzitivitás kérdését feltétlenül 
fiziológiás szempontból fontos jelenségnek kell tekin­
tenünk.

Reálisnak látszik az az elképzelés, miszerint 

a MAO multimerek intakt sejten belül eltérő lipid kör­
nyezetben funkcionáló egyetlen enzimfajtát képviselnek 

/22/.

A mikrokörnyezőt heterogenitását számos adat 

igazolja. Bizonyos vizsgálatok szerint számos enzim ak­
tivitása változik a különböző mitckonärium populációval, 

beleértve a Joimston által identifikált A és В tipusu 

KAO-t is, mely enzimfajták másként oszlanak meg a külön­
böző mitokondrium frakciókban /66/. Pl. az A tipus jelen 

van a szinaptikus neuronokbán, de bizonyos posztszinapti- 

kus helyekről teljesen hiányzik.

A glia sejtekhez tartozó mitokondriшюк és a 

neuronok mitokondriumai eltérő denzitásuak /76/. H.jf.T. 
Yang és N.H. Neff kimutatták, hogy nagyobb МАО В aktivi­
tás társul a magasabb denzitásu mi tokondr Ivánokhoz, mint 
az alacsony denzitásuakhoz.

Nem vitatható tahét a környezet ill. a membrán 

döntő szerepe az enzim szubsztrát ill. inbibitorspecifi-
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oltásának alakulásában, azonban nem tekinthető egyedüli 
faktornak. Äz eltérő lipid környezet mellett még való­
színű, hogy különböző szubsztrátkötöhelyek vannak egy 

adott enzirnmolekulán a különböző kémiai karakterű szab­
sz trá tok számára. Az adott szubsztrát tehát kémiai ka­
rakterétől függően kapcsolódhat egyik vagy másik vagy 

mindkét szubsztrátkötőhelyhez /69,25/.

Mivel a membránkomponensek feltétlenül be­
folyásolják az enzim aktivitását és specificitását, 

nem nagy valószínűsége van annak, hogy a 2 ill. több 

MAO enz it típusra utaló enzinaktivitások fizikai esz­
közökkel szétválaszthatok legyenek.

Vizsgálataim kimutatták,a MAO multiplicitá­
sát, valamint eltérő szubsztrát ill. inhibifcorspecifi- 

citását a különböze szervekben.

Célkitűzéseim között szerepelt egy olyan reszt, 

melynek segítségével a multiplicitását lehet bizo­
nyítani, valamint, ha valóban szó van multiplicitásról, 

akkor a múl timer ek eltérő szubsztrát ill. iniiibi tor spe­
cif icitását kimutatni.

Deprenil szubsztrát ill. inhibitorspecifikus 

gátlószer segítségével a MAO multiplicitását egy másik 

oldalról, neu szolubilizált mitokondriurn frakción is 

sikerült alátámasztanom, vizsgálataim során.

Ezek a módszerek a gyakorlatban is hasznosít­
hatók, ugyanis, ha valóban létezik dopamin, szerotonin, 

ill. noradrenalin specifikus MBO, akkor ezek szelektív 

gátlása farmakológia! szempontból nagy jelentőségű vol­
na.
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ÖSSZEFOGLALÁS

In vitro kísérleteimet patkány agyszövet ill. 

máj mifcokondriuiu frakcióiból detergenssel szolubilizált, 

valamint egyszeri asraacniii»-szulfátos kezelésnek alá­
vetett "részlegesen tisztított preparátumokon" végeztem.

A patkány májszövetből ‘részlegesen tisztított" 

preparátumból 4, agyszövetből 3 1AO enzimet mutattam ki 
korong-elektroforézissel 5 %-os poliakrilamid gélen.

Monoamin oxidáz enzimet tisztítottam marha 

máj /205 x/ és agyból /31 x/ valamint patkány májból 
/105 x/ és patkány agyból /9 x/. A legmagasabb specifi­
kus aktivitású legtisztább preparátumokból májból /105 x/ 

2, agyból / 9 -szeres tisztítás/ pedig 1 MAO enzimet tud­
tam kimutatni a részlegesen tisztított preparátumhoz 

képest poliakrilamid-gé! elektroforézissel.

A különböző szubsztrátokra /tiramin, triptaaiin, 

szeretőnin, dopaiain, kinuramin, bensilarin/ különböző 

érzékenységű aktlvitásicérési módszereket állítottam be 

/f luoriiuetriás, fotometriáé, izotópos/.

Meghatároztam az egyes multimerek szubsztrát, 

valamint inhibitorspecificitósát, a Michaelis konstanso­
kat /7. táblázat/, valamint a értékeket /8, táblázat/.

Megvizsgáltam a májból és agyból elektroforé- 

zissel szeparált MAO enzimek 7 különböző MAO szubsztráttal 
mért enzimaktivitásat. Kimutattam az egyes "Ш0 multi mer 

alakok egy adott szerven belüli, áll. a különböző szervek 

MAO multiplex alakjainak eltérő szubsztrát ill. inhibitor- 

specificitását /5,6,8. táblázat/.

Az egyes elektroforetikusan eltérő tulajdonságú 

alakok szubsztrátspecificitásában meglévő különbségek 

szignifikánsak. Legérdekesebbnek létszó különbséget kaptam
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a két szervből poliakrilamid gél elektroforézíssel 
elkülönített !íAQ múl timer ek dopairin szubsztráttal mért 
enzimaktivitásában /6. táblázat/, melyből egy dopamint 
preferenciáiban bontó un. "doparain specifikus MAO" 
jelenlétére következtethetünk az agyban.

5 MAO gátlószer hatását /Pargylin, Harmalin, 
Iprohiazid, Deprenil, Tranylcypromine/ vizsgáltára in 

vitro kísérletben а IIAO enzi#t aktivitására. Gátlás! 

kísérleteket végeztem az adott szerekből preparált rai- 

tokondrium frakciókon, valamint az adott mitokondriu- 

mokból szolubilizált és részlegesen tisztított, poli- 

akrilamid gél elektroforézlssel elkülönített MAO mul- 

tiraer formákkal is.

Az in vitro gátlás! kísérletek során igen éles 

volt a különbség az inhibitorok /Harmalin, Iproniazid, 

Pargylin/ К± értékekben kifejezett gátló hatásában egy 

adott HAO enzim formát tekintve, de a különböző multi- 

merek egyazon gátlószerrel szembeni viselkedésében is 

/8. táblázat/. Legfeltűnőbb volt a különbség Harmalin 

és Pargylin gátló hatásában /5 nagyságrend eltérés a 

értékben/, kinuraralnt választva szubsztrátként pat­
kány raáj MAO enzim in vitro gátlási vizsgálatánál. Ebben 

az esetben Pargylin mutatkozott a legerősebb gátlószernek 

a három közül.

összehasonlítottam egy szubsztrátspecifikus 

/Deprenil/ ill. nem specifikus gátlószer /Tranylcypromine/ 
hatását a különböző szervekből prepareit mitokondriurc 

frakcióban levő nem szolufcillzált MAO enzim enziiaaktivi- 

tására. A különböző szubsztrátokkal szemben mért enzim- 

aktivitások gátlásában szignifikáns különbséget kaptam, 
érdekes lefutású kettős szigmoid gátlási görbét kaptam 

tiramin szubsztrát esetén a szubsztrátspecifikus Deprenil 
gátlószer hatására, mely indirekt utón két MAO multimer
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alak létét bizonyltja minő az agyban xaind a májban, 
melynek közös szubsztrátja a tiramin.

Kísérleteim során egy adott szerven belül 
a iiAO szubsztrát ill. gétlóezer specificitásában kimu­
tatott szignifikáns különbeégek a későbbiek során le­
hetőséget nyuf.tar.ak célzott /egy adott szubsztrát bon­
tására ható/ farraakonok terápiás alkalmazáséra.
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növiditések jegyzéke

monoarain oxidáz 

diamin oxidáz
feniletilamin-N-metil-tranezferáz
dopamin-g-hidroxiláz
katekol~0~metil“transzferáz
S-aöenczil-metionin
aromás aminosav dekarboxlláz
4-hidroxi-kinolin
aldehid reduktáz
aldehid dehidrogenáz
fenilalanin hidroxiláz

MAO
DAO

FNMT
DßH
COliT

SAME
AAO
4 ÍIOQ

AR
AD
PH
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