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A dolgozatban használt rövidítések:

ö*: ösztron

od.: ösztradiol /-17 (Ь / 

öt*: ősz triói /~16@C , -17 /
2-OIiö*; 2 hidroxi ösztron 

2-öílőd*: 2 hidroxi ösztradiol
2,4-di-QIÍö.: 2,4 dihidroxi ösztron

iol/*: moláris extinciős koefficiens
oC -me•tyг.: oC -meti1-1iro zin
2-J-tyr.: 3-godo-tirozin 
+
АО: aszkorbinsav oxidáz 

FO: fenoloxidáz
XO: xantinoxidéz
LO: lipoxidáz
111: tirozin hidroxi láz
K: kataláz

I'll vais/ HBP« tornaperoxidáz

шР: mieloperoxidáz
i. : mellékvese kére^ peroxidáz
Li : laktoperoxidóz
LliTA: etiléndiamin-tetraecetssv

»•

+

Az enzimeket Barman szerint /67/ osztályoztuk*
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I.

Bevezetés

Kégi tapasztalat és tapasztalatunk, hogy az aromás 

és alifás arjyagok átalakitásában a specifikus hidroxi- 

lálé enzimek mellett bizonyos nem specifukus hidfoxilá- 

zok /az oxidázok és peroxidázok stb./ is részt vesznek 

/1/. Munkánkban a nem specifikus hidroxiláló enzimek 

egy csoportjának ilyen irányú szerepét igyekeztünt tisz— 

tázni aromás szteroid modell vegyületeken. Közelebbről 
olyan oxidázok, mint a fenoloxidáz, aszkorbinsavoxidáz, 

tirozin hidroxiláz, xantinoxidáz, lipoxidáz, valamint a 

peroxid bontó enzimek a kataláz és a peroxidázok nem 

specifikus szteroid hidroxiláló képességét tanulmányoz­
tuk.

II.

Irodalti.i áttekintés

Az élő szervezetben a szteroid hormonok egymásba 

való átalakulásának és a űetoxikálásnak egyik legfon­
tosabb útja a hidroxilálás. Már számos specifikus hid— 

roxiláló enzimet izoláltak és tisztittottak meg a leg­
különbözőbb élőlényekből. A hidroxilálás sokszor döntő-
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en befolyásolja például a hormon hatású vegyületek bioló­

giai aktivitását, bök esetben a hidroxil csoport beépité- 

se uj hormon keletkezéséhez vezet. Például a Cephalothe- 

cium Koseumból izolált áteroid 17ß> hidroxiláz 

toron hiűroxilációját katalizálja 17-oxiprogeszteronná, 
de ugyanez az enzim katalizálja a kortikoszteron 

kortizol átalakulást is. Az ösztrogéneknél ismert sztero- 

id-dehidrogenáz a

17 fi) ősz trad iol + DVli+-

átalakulást katalizálja. Neve: 17ß Hydroxisteroid dehid- 

rogenáz, amelyet humán placentából izoláltak és tisztí­
tottak meg /2/. Indirekt módon játszik szerepet a hidro­
xil csoport kiépítésében. A szteroidok aromás gyűrűjében 

a hidroxil csoport beépítésében szerepet játszó aromás 

hidroxiláz, mint különálló enzim még nem ismert, bár a 

vizeletben kimutatható mennyiségben ürül a 2-hidroxi őszt- 

ron. A 2-hidroxi ösztron tipikus metabolit ösztrogén, ak­
tivitása elenyésző az ösztronhoz és ösztradiolhoz viszo­
nyítva.

a progesz-

± ösztron + Ш;Ш1+ + Ií+

Ezen hormonod aktivitáscsökkenésát aiár az 1940-es é- 

vekben megfigyelték, ha az ösztrogáneket különböző homo­

gén! zátumokkal /3/ és szcvetszeletekkel /4/ inkubólták. 

Zondek és bklow /3/ méjhomogenizétummal, burgonyalével és 

bizonyos baktériumokkal inkubálta az ösztradiolt, és 

95 Z-os aktivitás csökkenést észlelt. »Vesterfeld szerint
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/5/ a gomba tirozináz inaktiválja az ösztrogéneket, ami 

ellentmond Zondekék adatainak, miszerint a máj, burgonya 

és baktérium homogenizátum inaktivál. Pincussék /6/ a 

laccázt tették felelőssé az inaktiválásban, viszont a 

laccáz majdnem minden növényben előfordul, mégsem sok nő­

vérei homogenizátum csökkenti ilyen nagy «értékben az 

ösztrogén hatást. sokan egy specifikus enzim jelenlétét 

tételezték fel, amit "estrinasé"»nak neveztek. Pincuss és 

Graubard /7/ fenoloxidáz hatására az ősztrónnak egy szines 

végtermékét mutatták ki, amit azonosítani nem tudtak.

Pashkisék /8/ májhoinogenizutummal inkubálva viszgál- 

ták az ösztrogén inaktiváló enzim tulajdonságait. Nitro­

gén atmoszféra, cianid, azid gátolta az enzim működését, 

redukált NAi) viszont megnövelte a ho« ogenizátum aktivitá­

sát. Pincussék kimutatták, hogy az ösztrogén inaktiváló­

dáshoz oxigén szükséges /7/, ebből oxidáló enzim jelenlé­

tére következtethetünk*

Ezzel szemben Klebanoffék /9/ peroxidázos kezelés ha­

táséra mutatták ki az ösztrogén inaktiválódást, ami szem­

ben állt a korábbi feltevésekkel, miszerint valamilyen 

oxidáló enzim lenne a specifikus ösztrogén inaktiváló á- 

gens. Kimutatták, hogy mig a 17 /З-hidroxil csoport aeeti- 

lálása nem, a 3-as hidroxil csoporté gátolja az inaktivá- 

lcdást* így feltételezték, hogy az aromás gyűrűben lehet 

az inaktiválást okozó változás a 3-as szénatom közelében.
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Ezen egymásnak ellentmondó eredményekből kiindulva 

próbáltunk kísérleteinkkel egy egységes képet kialakíta­
ni az ösztrogének aromás gyűrűjét hidroxiláló enzimről 
vágj' enzimekről.

Az általunk vizsgált oxidázok fontos szerepet játsza­
nak az aromás vegyületek méregtelenítésében és az 

S + 1/2 02 

oxigenázok. /á=szubsztrát/
A tiszta, koenzim mentes enzim preparátum működéséhez a 

szubsztráttal equivalens mennyiségben redukált kofaktor- 

nak kell jelen lenni, ami a másik oxigén atomot vizzé re­
dukálja :

->S0 átalakulást katalizálják, tehát rnono-

S + tau + AL -------
ahol "A"=kofaktor,

* ЬО + H20 + A 

"Ь"=szub sz tr át •

A kofaktor lehet például az aszkox‘binsav, a fenoloxidáz- 

nál, a dihidx’oxifumársav a peroxidáznál, de a legtöbb en­
zimnél a redukált NAű vagy KADP funkcionál II donorként*

A vizsgált enzimeket csoportosíthatjuk prosztetikus 

csoport szerint is. /ld. l.sz* táblázat/

•‘•A
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l.sz. táblázat

Az általunk vizsgált enzimek prosztetikus csoport szerin­

ti felosztása.

Prosztetikus csoport Enzim

Peroxidáz
hem Kataláz

Lipoxiűáz

Fenoloxidáz
réz Aszkorbinsavoxidöz

flavoprotein Xontinoxidáz

pteridin Xirozin hidroxilaz

A kísérleteink során megvizsgált enzimek jellemzése.

Xantinoxidáz /ХО/ /Е.1. 1.2.3.2./

Az emlős szövetekben lévő purinvázas vegyületeket oxi­

dáló enzim jelenléte már kb. 60 éve ismert. Schardinger 

azt találta, hogy a tej valamilyen felépítője katalizálja 

a formaldehid és más aldehidek karboxi-csoporttá való oxi­

dációját. Később ezen vizsgálatok feledésbe merültek, de
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1935-től Lantét a vizsgálatok középpontjába került* Az en- 

ajz általa katalizált reakciók miatt xantinoxidáznak 

tdk /10/. Különböző szervezettségű élőlámyékből,/11/ 

sőt már baktériumokból is izolálták.
Ц } i

Molekuláris tulajdonságai: t's=290 000, két molekula 

FAD—t tartalmaz enzim molekulánként /12,13/* Ph optimuma 

8,3» izoelektromos pontja o,2 ionerősségü acetát puffer­

ben 5,3-5,4* /14/ Az enzim normális körülmények között egy 

atom Ь.о-t tartalmaz FAD molekulánként /15/, és a FADivas 

arány 1:4 /16, 17/* Az enzim különböző mértékben oxidálja 

a különböző purinokat, a metil- merkapto- és halogén­
származékokat is.

Legjobb elektron akceptora az oxigén /15/, de a metilán- 

kék /12/, a 2,6 diklói’fenol-indofenol /16/ és a ferricia- 

nid /18/ is helyettesitheti az oxigént. Legtöbb inhibitora 

korupetetive hat, amelyek vagy egy általán nem, vagy kis 

mértékben oxidálódnak az enzim által, mint például a kü­
lönböző purinok ás pteridinek. Az egyik legerősebb inhibi­

tora a 2-aminő-4 hidroxi-6 forrniIpteridin /12/.

zimet
nevez

Fenőloxidáz /FO/ /Е.1. 1.Ю.З.2./
Kéztartalmu enzim, majdnem minden növésben előfor­

dul. Két tipusa van: a./ ortofenoloxidáz vagy tirozináz, 

amely sokkal gyakrabban fordul elő a növényvilágban is, 

mint ab./ laccáz, amely a pai*adifeno lókat oxidálja. A ti-
Л
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■> orto-difenol átalakulást kata-rozináz а monofenol

lizálja, majd az ortodifenolt kánonná oxidálja. Az oxigén 

kötődését sematikusan úgy képzelik el, hogy az oxigén ko­

ordinative kötődik a két rézatomhoz, igy kovalens kötései 
fellazulnak és megfelelő H-donorral reagálhat:

Cu+

Cu*

uu
1./ Protein =► 2 rőtéin+ 0 0-02\ \Cu

Cu+ 

xCu+
'/У O-i- - ü ♦2./ Irőtéin —»Protein\Cu-''

К

Cu+ 

XCu+

Cu^
» Protein^04*-0 ♦ 2e~ + 0~------0”%/ a rőtéin

Uu-''

0*
4./ + H2°2+

0“

ii tiszta enzim ms=34 500, ph optimuma 7,06 /20/ , alacso­
nyabb ph-n képes az aszkorbinsav oxidálására is. Az enzim 

aktivitását az АО-hoz hasonlóan az időegységre eső oxigén 

fogyasztással jellemezhetjük. A tiszta enzim abszorbciés 

maximuma 283 mn-nál van,réztartalma 0,2 % szárazanyag tar­
talomra vonatkoztatva /21/.
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Aszkorbinsavoxidáz /АО/ /Е.1. 1.10.3*5./

Az enzimet először Ozent-üyörgyi figyelte meg és hexu- 

ronsav oxidáznak nevezte. A végoxidázok csoportjába tar­

tozó enzim, amely közvetlenül a levegő oxigénjével oxi­

dál. i.a már kristályosán is előállitották. Ph optimuma 

5,3 /22/ a kémhatás változtatásával csökken az aktivitá­

sa /23/. érzékeny a puffer minőségére is, állás közben 

gyorsan csökken az aktivitása, and zselatin hozzáadásával 

kivédhető /22/. Az enzim 0,24 % rezet tartalmaz /száraz­

anyag %-ban/, СО nem gátolja az aktivitását, enzimaktivi- 

tása arányos a réztartalommal. Az aszkorbát oxidáció so­

rán a Cu++ redukálódik Cu+-á, amely az oxigénnel vissza— 

oxidálódik. /23/ Az oxigén terminális redukcióterméke i- 

ly énkor Ií202 /24/.

Az Aű által katalizált reakció:

OH OH
1/2 02

e=o
0^Cl!----- Cíl----

\
HOCH HOCH

CHoOII CH^ÜH22

redukált
aszkorbinsav

oxidált
aszkorbinsav

Optimális szubsztrát koncentrációja: 0,002-0,01 m.



- 9 -

Oxidálja az L-aszkorbinsavat és analógjait, hat a zárt- 

gyürüs éndiolokra /Katechol stb./. ih=7,2-nél FO sajátsá­

got mutat*

Kataláz/E.1• 1.11.1*6./

A végoxidózok oxidációjakor keletkező lebontásá­

val fontos méregtelenitési funkciót lát el az élő szerve­

zetben.

-> 2 JLO^. + 0^ reakciót katalizálja. 

1901-ben Loew /25/ nevezte el kataláznak az enzimet. 1930 

-ban Kzeile és mts.-nak sikerült koncentráltabb kataláz 

preparátumot előállítani májból, és kimutatták, hogy az 

enzim hemet tartalmaz /26/. 1936-ban ütem korrelációt ta­

lált az exizim kémiája és katalitikus aktivitása között. A 

kataláz hem csoportja irotohem IX, enzim molekulánként 

négy hem csoportot tartalmaz. ks=240 000. Az enzim cia- 

niddal, szulfiddal, fluoriddal való inhibiciója a többi 

hem tartalmú enzimhez hasonló. Az azonos fajokból izolált 

máj- és véx*kataláz szerológiailag megegyezik /27/. A kü­

lönböző katalázok különböző aktivitása a proteinek külön­

böző mértékű denaturációjából származik.

2 H202A

1 eroxidáz /РО/ /Е.1. 1.11.1.7./

1098-ban Linossier preparált először oxidáz mentes 

peroxidázt leukocitákból /20/, amely' csak a peroxiddál
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reagált* 1951-ben Kahn és rutai* /29/ azt találták, hogy 

аи enzim működés és a kémiai szerkezet között összefüggés 

van. Keilin és kann, akik több tormaperoxidóz származék 

spektrumát leirták, kristályosttották és azonosították pre- 

parátumukbéla protoher.dnt /50/. 1959-ben Theorellék tor­

mából izolálták a kristályos enzimet. /51/ 1957-ben Do- 

lin felfedezett egy fém-mentes peroxidézt a Streptococcus 

Faecalisban, amelyet flavoproteinként azonosított* /52/

K.G. Paul a peroxidázokat prosztetikus csoport sze­

rint1 csoportosította /55/i

I. Vas tartalmu_j)eroxidázj.

A* Protohem peroxidáz:

bövényi peroxidáz /pl. tormaperoxidáz/

Állati peroxidáz /pl. «jodid peroxidáz pajzsmi-

rigyben/

microorganizmusokban lévő peroxidáz 

B. Verdoperoxidáz: 

myeloperoxid áz 

Lac to p erő xi dáz 

Igyéb szöveti peroxidázok

II. Flavoprotein tartalmú peroxidáz: 

Streptococcus peroxidáz 

Olutation peroxidáz

I, Vas tartalmú peroxidázok .jellemzése:

A./ Protohem peroxidázok: A prosztetikus csoport protobem
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IX, amely lazán kötődik a proteinhez és acetonnal köny- 

nyen lehasitható. Az AH2 tipusu vegyületeket oxidálják, 

cianid és СО gátolja az enzim működését. Az idetartozó 

torEiapj»roxidáz__/HRP/ a legrégebben ise.ért peroxidáz, ez 

volt a negyedik kristályosán előállított hemoprotein, jel­

legét, kémiai tulajdonságait csak a tiszta, kristályos 

enzim preparálása után ismerték meg. l‘h optimuma 5,6; izo- 

elektromos pontja ph=7*2—nél van. ».s=44 100, a tiszta en­

zim 1,56 áj hemet tartalmaz, tehát enzim molekulánként 1 

molekula hemet /54/. Elí'O-val két komponensre bontható, 

egy kisebbre /Hhi 1*, paraperoxidáz/ és egy nagyobbra 

Aliit II./. A két komponens tulajdonságai:

2.sz. táblázat

A IIRP ELFO-val szétválasztható két komponensének tulaj­

donságait mutatja. РЫ; purpurogallin szám.

PNN % LsIlexn %

1,56HRP II; 15,2 59 800 1 220

HRP I. 15,4

На a részlegesen tisztított Hnl-hoz Hn0,,-t adunk, barna 

színeződést kapunk, ami а ПНР II. komplexe. На а И-.О. kon-
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Centrácidját növeljük, csillogd vörös szineződés jön lét­

re, amely a III* komplex, magas tisztaságú preparátumon e- 

lőször egy olajzöld szineződés jelentkezik, amely az I* 

komplex. Az enzim H2 O^-vel alkotott komplexei 1-III-ig 

revercibilisek, oxidálhatd anyag hatására a szin visszaa­

lakul, azonban enélkül 50 perc alatt kb. 50*-ban irrever- 

cibilis károsodás éri az enzimet. Fény hatására egy sma­

ragdzöld szineződés lép fel, a IV. komplex.

HRP

HüOH KUÜH
1lII.komplex I.komplex

HOOIÍ AH 2

HÜOHv1
III.komplex ■> IV. komplex

lassan

Az I. és II. komplex nemcsak peroxidok, hanem anio- 

nos oxidáld szerek hatására is kialakul.

A HRP a különböző peroxidokkal széniben nem egyformán 

affinis.
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Peroxid PN

276dihidrogén

etil-hidrogén

űietil

49

О

8,5 /ph 6,6/perecetsav
• r

dihidroximetil О

Eiszűkeini1 О

A peroxidáz-reakciők mechanizmusa:

E +8 r

л E + SH2 + AES ♦ AH2 t-

ahol az ES komplex a ferri-peroxi komplex, amety reagál­

hat a donor /АК2/ molekulával, miközben azt oxidálja.

/Л-vá/

l.oz, ábra

A feltételezett heiu-peroxid komplex, 
ahol P=pi*otein, A=aktiv komplex,
Ii=irrevercibilis inaktiv komplex.
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A hiűroxil csoport kapcsolódik a hem vas atomjához, de u— 

gyanezen kötés kialakításáért verseng a rendszerben eset­

legesen jelenlévő anion /pl, a fluorid/ is. savas közeg­

ben /рк=5/ a hidroxil csoport ledisszociál a bemről.

A természetben a Ikü’-nek több izozimje is előfordul.

13./ a prosztetikue csoportjuk egy zöldes

szinü, ismeretien felépítőjü hem, amely szorosan kapcsoló­

dik a proteinhez, sem acetonnal, sem nehézfémsókka1 nem 

szakitható le. Az ide tartozó enzimek az AH** és A jelle­

gű szubsztrátokkai reagálnak, mint elektron transzportáló 

enzimek működnek. A cianid és fluorid igen, a 00 nem gá­

tolja a ferment működését.

i^'eloperoxidázj^ Л..Р/ A hemoterápia fejlődésével párhu- 

zamosan fejlődött az enzim kutatása. Alsóként Agner izo­

lálta /35/ genny tartalmú kutya uterusból. Izoelektromos 

pontja lü,2. ks=149 000. Vastartalma isiiieretlen. Aktivi­

tása kb. l/lÜ-l/20-a a növényi peroxidáznak.

La£top£roxjLdázj_ /Ы/ Az enzim tisztítása nehéz, mert 

nagyon törékeny, és szorosan kapcsolódik egy vas gazdag 

vörös proteinhez. Elsőként Theorell és Akeson izolálta 

"tavaszi tejből" /36/. *..s=ö2 000. mnzim molekulánként egy 

hem csoportot tartalmaz.

mellékvese kéreg peroxidáz: Ph Oj ti шиша 6,8.

molekuláris tulajdonságai még ismeretlenek, aktivitása a 

verdoperoxidázokéhoz hasonló.
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И. Г la vo; protein peroxldáz: Ph optimuma 5,4« Ide tarto­

zik a i>olin által tanúim аду о zott streptococcus peroxidáz. 

frosztetikus csoportja FAD, Q,66л—ban tartalmazza* Azid— 

ra és cianidra érzéketlen.
% ’

iHooxidáz у. LiivOxi.venáz: /Ш/ /Е.1. 1. 15.1.15«/

A növény és állatvilágban egyaránt előforduló, telí­

tetlen zsírsavak oxidációját katalizáló enzim. Specifiku­

san a cis,cis-l,4 diolefinekre hat: a linolsavra, linolén- 

savra, és az arachidonsavra. A molekuláris oxigén direkt 

addiciójakor keletkező termék egy cisz-transz 1-3 diole- 

fin-peroxid.

1951-ben Holman és Bergstrom kristályosította szója­

babból /37/. A legtöbb LO ph optimuma 6,5 és 7,0 között 

• A szójabab LO Km-je 1x10 m, linolsav szubsztrát e- 

setén /37/. iis=102 400, kb. három enzim molekulánként 

tartalmaz egy molekula vasat, az oxigén transzportban 

szerepet játszó nem-fém komponensről neu» sokat tudnak, de 

aminósavai között egy ismeretlen felépítőt is találtak, 

aminek szerepe lehet az oxigén megkötésben. /38/ Az enzim 

működése antooxidáciés folyamathoz hasonló, Bergström és 

Holman sz. /39/ a következő:

van
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13 12 11 10 9
-Cli2-CIi=CH-01I;?-<JH=CH-CH2-1.

-II*

II. -CH2-Cií=Gií-CH-Cii=GIl-CIl2-

-CH2-CIi=CIi-CH=Cíí-0Ii-CH2---- CH2-CI1-CII=CÍÍ-CH=CII-CI12- IV.III.
/ \

/ Ni
VI.-CII r-Oii-Cií-=CII-CH=CH-CIL--GIU-CU=cn-CL=CH-Cíl-CH0-

d I d
00*

|+h
VII; -Üij2-CIi=CIi-üíí=CiI—CIi-CI12-

V.
óo* I+H+

VIII.-ült, -pI—CIi=011-Cíi=CH-GH2-
OOH ООН

Az enzim a , -en lévő hidrogén atom eltávolításával egy 

láncreakciót iniciál és igy а III* és IV. állapot között 

egy rezonáns hibrid jön létre. Ez egy láncvégi U2 addiciót 

eredményez, amelyből a peroxi-végtérmék jön létre. /VII.— 

VIII./. A közti termék /V. VI./ láncreakciót indit el, egy 

másik linolsav hidrogénjének elvonásával.

VI. -Cíi2-Clí-01i=CII-0Ii=CÍI-CII2- -CH2-Cií-Cíl=CIi-CH=CH-Cn2- VIII.

00* ООН

+ +

11 -0Íi2-0Il=0Ií-CIi2-ClI=Cii-Üll2- -Cu2-CH=CIt-en-öh=CXi-CH2- II.

A láncreakció mechanizmusa következményeként várt négyze­

tes reakciósebesség növekedést Tappelék mutatták ki a szó-
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jabab lipoxidáznál /40/.

Tirozin hiriroxiláz /ТН/ /К.1.1.14.5а./

Agyban, szimpatikus beidegzést! szövetekben és mellék­

vese velőben fordul elő nagyobb mennyiségben. ms=147 000, 

szedimentóciós állandója 9,2, ph optimuma 6,0. A tiszta 

enzim* működéséhez redukált pteridint és Fe 

tékben igényeli mig az Fe 

az aktivitását. Elsőként Udenfriendék izolálták /41/ mel­

lékvese velőből a 105 0U0 "g"-s centrifugalással nyert fe- 

lüluszóból, mint "szolubilis enzimet". Később B. Fetnaek 

és mtsi. a 105 000 "g"-ig ülepedő részecske frakciókból i— 

zolálta az un. "particulate enzimet", amelyet tripszines 

kezeléssel tártak fel /42/. busacchióék kétségbevonták az 

enzim kétféle lokalizációját /45/> és szerintük a "parti­

culate enzim" a kezelések során már csak egy részét tar­

talmazza a nativ "szolubilis enzimnek", amit az alacsonyabb 

mólsúly és szedimentációs állandó igazol.

iont nagyxnér- 

ion nagymértékben lecsökkenti3+

A Ili kofaktcr igényében hasonló a fenilalanin hidroxi- 

lázhoz /FF/, azonban sok tulajdonságában eltér /44/.

A TH nagymértékben különbözik a tirozináztól is /45/.

A tirozináz kevéssé specifikus enzim, amely a tirozin-----

■» melanin átalakulást katalizálja, de ezen­

kívül még nagyon sok más tipusu aromás vegyület oxidációját is. 

A TH specifikusan csak az L-tirozinra és fenilalaninra hat,

> i)OI!A
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пеш katalizálja a D-tirozin 

a para helyzetű tirozint hidroxilálja és nem gátolható 

a tirozináz inhibitoraival.

DUPA átalakulást. Csak

.az. táblázat

A TH és FII tulajdonságainak összehasonlitasa.

Tulajdonság Ili Fii

ph optimum 6,0 7,4

gátlás

oC -me-tyr. 

/1x10-5,/
12 h 0%

3-J-tyr.

/1х10-5&/
85% Од,-

1

'
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III.

ишачок és E.ódszerek

Kísérleteinkben in vitro modell rendszereket alkaLmaz- 

Áz inkubálást szobahőmérsékleten illetve 37 C°-on 

levegő jelenlétében rázatással végeztük. A rendszer tartal­
mazta az enzimet, szubsztrátumot, puffert, és kellően tisz­
tított enzim preparátumok esetén még egyéb anyagokat is 

/hidrogén donort vagy íL-,0,:-ot, vasat, -SH védőt stb./ Bzub- 

sztrátként aromás szteroid hormonokat adtunk az inkubációs 

elegyhez. /osztront és ösztradiolt/

tünk.

A kísérleteinkben felhasznált ösztron a Kőbánjai Gyógy­
szer árugyár /Budapest/ ajándéka. Ebből készítettünk nátri­

um—borohidrides redukcióval Ösztradiolt /5-17 (b

Az ösztriol />,16<^- ,17^3 -triói/ a azÜ'i'E bzülészeti és 

Nőgyógyászati Klinikájának ajándéka. A vizben rosszul ol­

dódó szteroidok diszpergúlására 3% propilánglikolt adtunk 

a rendszerhez, amely az ösztrogének finom szuszpenziójához 

vezetett, ás igy az enzimhatáshoz szükséges homogenitás 

biztosítva volt. A szubsztrátok /szteroidok/ magasabb kon­

centrációit használtuk, részben a könnyebb kimutatás, 

részben pedig az enzijfihatás megkönnyitése érdekében. /5ml
mmfi

végtérfogatra 10 1. szubsztrátot használtunk/

Inkubálás után az elegyet azonos térfogatú kloroform-

-diol/.
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mal háromszor kiráztuk. A szteroidokat a kloroformos fá­

zis tartalmazta. A propilénglikolos szennyezést azonos 

térfogatú cieszt. vizes mosással tavolitottuk el. A kloro— 

forntos extraktumot vízmentes káleiumkloriddal szárítottuk 

és nitrogén atmoszférában bepároltuk, majd 0,5 ml kloro­

formban vettük fel a maradékot. A rétegkromatográfálást 

0,25 «un rétegvastagságú, Kieselgél G. nach átahi lapokon 

végeztük, amelyeket használat előtt 110 C°-on 2 órán át 

aktiváltunk. Futtató elegyként benzol:etanol 89ill és e- 

cetsavieiclohexán:kloroform 1:2:2 rendszereket alkalmaz­

tunk. A foltokat foszforsav:viz 1:1 arányú elegyével hív­

tuk. elő, és a foltokat szárítás után UV fényben azonosí­

tottuk. A keletkezett termékeket szintetikusan előállított

iiidroxiszteroiű standardokkal azonosítottuk szin és Rf ér­

tékek alapján.

A^stanüaivi anyagok eluállxtása: A 2-hidroxi ősz tront 

ás a 2,4 dihidroxi ösztront derbin módszerével preparál­

tuk, aki klasszikus fenol csoport kiépítési módszert a- 

jani /46/. ülső lépésben orto-helyzetben nitráltunk, majd 

a nitrocsoportot cinksósavval aminná redukáltuk. Az amin 

csoportot NaNO^-vel diazotáltuk és az öszti*on-diazőniumsó 

elbontásával a 2-es helyzetben hidroxil csoporthoz jutot­

tunk.
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I ид R NitR ZnHNOi
Oh “ HzP H OHRR

V исг.

OH

OH

A 2-OH öd-t és a 2,4 diOH öd-t az előző aiódszerhez 

hasonlóan preparáltuk az öd-ból Patton B;ódszerével/47/.
Az anyagok fizikai, kémiai sajátságai a leirtakkal azono­
sak voltak.

Az inkubáláshoz használt enzimeket a következőkép­
pen preparáltuk:

Az aszkorbinsavoxidázt /АО/ H, Tauber módszerével i- 

zoláltuk káposztából /48/* Az enzimet ЗОл—os etanollal 
extraháltuk a homogenizátumból. Az extraktumból többszö­
rös acetonos kicsapással tisztítottuk és izoláltuk, majd 

a keletkezett csapadékot vizben oldottuk. Az enzim akti­
vitás egységének az egy óra alatt fogyott aszkorbinsav 

mennyiségét tekintettük, miit az aszkorbát koncentráció 

265 nm-nél való csökkenésével miértünk ápektromom 201-en. 
Az enzim aktivitása 60 egység/ml/h volt.

Lzzel az eljárással szintén csak részlegesen tisz­
tított enzim preparátumot nyertünk.



- 22 -

Az ösztrogének inkubálásához használt reakcióelegy:

10"\ 

5,2-1ü“5l 

6,6-1(Г2*.

osztrögén 1 Uil

1 IliiE1)TA

foszfát puffer 

ph=5,7
1 ш!

2xhigitásu enzim 1 ml

deszt. vízzel kiegészítve 5 rnl-re

Az inkubálést szobahőmérsékleten, levegőn való rázatás- 

sál végeztük 12 órán át, optimális enzim koncentrációnál.

A fenoloxldázt /FO/ Kertész, Zito módszerével izo­

láltuk gombából /49/. A módszer elektroforetikailag is 

tiszta preparátum készítésére alkalmas, de mi csak a kez­

deti lépéseket használtuk, mert célunk csak a saját 

szubsztrát eltávolítása és bizonyos fokú dúsítás volt. A 

layers enzimet a homogenizátum hideg acetonos frakcioná- 

lásával nyertük, majd kalcium acetátos kicsapással tisz­
títottuk. kzután ismét acetonnal kezeltük a felüluszót, 

és az igy precipitálódott enzimet alkalmaztuk kísérlete­
inkben. Az enzimet ph»7,l-es 0,05 ь-os foszfát pufferben 

oldottuk. A rendszer tartalmazta az enzim működéséhez 

szükséges redukált hidrogén donort /KADH^/ és elhanyagol­
ható mennyiségű saját szubsztrátot, mert a készítmény 

levegő érzékeny volt, elég gyorsan megbámult, ami aktiv
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enzimműködést jelzett. Az enzim katecholáz aktivitását 

mértük El-Bayomni, E.-Frieden módszerével /50/« Megfele­
lő hidrogén donor jelenlétében az enzim fenoláz aktivitá­
sa általában a katecholáz aktivitás kétszerese.
Az aktivitás mérésre használt módszer lényege, hogy az 

enzim által kinonná oxidált katecholokat aszkorbinsavval 
visszaredukálja, és a redukált aszkorbinsav tartalom csök­
kenést x’otometriásan méri 265 пш-nél apektromom 201-en.

Г i >

OH OK
c=i

\C=Ü4* 4-

HC HŰ----

HOCH HOCH
CH2OH СНоОН2

A legtöbb szerző hidrogén donort /aszkorbinsav vagy 

SADHg/ ajánl az inkubáiáshoz, tapasztalatink szerint azon­
ban ez nem volt szükséges, mert az enzim aktivitását nem 

növelte meg a hozzáadott aszkorbinsav, sőt nagyobb koncent­
rációban gátolta azt.

Az enzim fenoláz aktivitása 260 egyság/ml enzim volt.

Az ösztrogénekkel való inkubálást az АО-hoz hasonlóan vé­

geztük, csak a ph=5,7-es foszfát puffer helyett ph=7,l-es 

puffert használtunk.
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A xantinoxidázt /Х0/ tejből izoláltuk, P. Ilesner 

és H. M* Kalclar módszerével /51/- Az enzimet a tejszin- 

ből szeparált iró ammóniumszulfátos frakcionálása után 

kalcium foszfát gélen tisztítottuk, A géles kezelés után 

ismét ammonium szulfáttal frakcionáltuk, majd foszfát puf­
forr el szemben dializáltuk sóméntességig, xizzel az eljá­
rással egy kellően tiszta enzim preparátumhoz jutottunk,

-5- hugysav átalakulás regisztrálá­
sával mértük fotoűietriásan. Az enzim aktivitás egységének 

a 290 nm-nél századokban mért percenkénti extinció csökke­
nést vettük. Preparátumunk aktivitása 54 egység/ml volt.
Az aktivitás méréshez használt reakcióelegy:

Aktivitását a xantin

lOü-fVial
6*10~2M
ÍO“6^

xantin 0,15 ml 
1,5 ml 
0,5 ml 
0,66 ml

foszfát puffer 

kPTA
enzim
deoat. viz

leállítás: perklórsavval 0,09 ml

végtérfogat: 5,0 ml

Az inkubálást az előzőekhez hasonlóan végeztük ph=7,5—es 

foszfát pufferben, optimális enzim koncentrációval, 2 ó- 

rán át, szobahőmérsékleten levegőn rázatva az elegyet.

1 ". h*
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A tirozin hidroxilázt /111/ marha mellékvese velőből 
preparáltuk B. Petrack és mtai. módszerével /52/, a 78 e- 

ser "gs,-ig ülepedő részecske frakciókból. A partikulumo- 

kat tripsaines kezeléssel tártuk fel, és animóniuxa szul- 

fúto3 frakcionálással tisztítottuk. Az aktivitás mérésé­
nél az enzimnek azt a tulajdonságát használtuk fel, hogy 

a i*-tix*ozinon kívül a D-fenilalanint is képes hidroxilál- 

ni, de a fenilolanin -»> tiroain átalakulást optimális 

körülmények között l'5,8x lassabban katalizálja, mint a ti- 

^»DOPA átalakulást. A méréshez egységesen 

jelzett fenilalanint használtunk szubsztrátként. Az enzim 

aktivitás a 15* alatt átalakított szubsztrát mennyiségé­
vel /hyu.í./ arányos. Az enzim aktivitását üdenfriendék mód­
szerének kismértékű módosításával mértük /55?54/. A rádi- 

óaktiv miinósav foltokat nem hívtuk elő ninhidrinnel, csak 

a kontroll csikókat, ás igy vágtuk ki a mintákat. A"Bray" 

féle oldat /55/ helyett használt szcintillátor folyadék 

a következő volt:

rozin

ШР /2,5-difeniloxazo 1/

0.2 я 101 OP /1,4 di-2-/5~difeniloxazolil benzol/ 

toluollal 1 1-re feltölteni.

4 g

Ebből a folyadékból 10-10 ml-t vittünk a küvettákba és 

igy a kioltás nagymértékben kiküszöbölhető volt. A min­

ták rádióaktivitását Beckman Lá-200 В folyadék szcintil- 

lációs mérőműszerrel mérték. Az enzim aktivitása:
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434,7 myAli/mg enzim protein/ 15* volt* 

Az inkubáláshoz használt reakciőelegy:

1 jUk

200 ЛЬ

ösztrogén

acetát puffer 
ph=6

100 y/Jk

0,5/^
1 /aIű

lüx higitásu

merkapto e tano1

Fe ЬО4
■ . ■ . . .főisav
4. ‘

enziiü

1 ml-re feltöltenideszt. vizzel

Az inkubálást 37°C-on való rázatáasal végeztük két órán át*

A lipoxidázt /LU/ fehér gyöngybabból tisztítottuk HT 

Holman, S* Bergtrom aiódszerével /56/* Az enzimet a darált 

babból egy éjszakán ót extraháltuk ph=7,0 acetát pufferrel. 

A nyers enzim kivonatot báriumacetát, aceton és bázikus 

ólomacetátos kicsapással tisztítottuk. Az igy nyert felül- 

uszót ammónium szulfáttal frakciónáltűk, és az enzimet 
ph=7,0 0,1 ...-os foszfát puff erben oldottunk, és egy éj­
szakán át dializáltuk deszt* vizzel szemben*

Az enzim aktivitását spektrofotometriásán mértük 

/5á/ a iinolsavon enzim hatására keletkező peroxi vegyü— 

letek megnövekedett abszorbciójának a mérésével, 232,5 пш
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-nél Spektromom 2Ql-en. A tiszta enzim preparátum aktivi­

tása 60 egység /iül/ 1* volt.

Az inkubáláshoz használt reakcióelegy:

0,1 It foszfát puffer 
ph=7,0

ösztrogén

1 ш1

10*5M 1 ml

lOx higitásu enzim 1 ml
deszt. vizzel 4 ml-re

A katalázt A/ H. Tauber n.L. Petit módszerével 

preparáltuk /57/ sei'tés mádból. A darált májból vizes a- 

cetormal extraháltuk az enzimet egy éjszakán át. Az ex- 

traktumot szűrtük, ás a filtrátumból aceton hozzáadásával 

kicsaptuk az enzimet. Aktivitást az enzim által nem el­

bontott I12Ü2 permanganátos visszamérásével határoztuk meg.

2 ik.nQ^ + 5 H202 + h2bO^—9-2 Ki ISO ^ + 2 ujabO^ + 8 íl20 + 5 02

A tömény enzim aktivitása 15 5Ö7 mg ÍL,02 /Imi/ 1* volt.

Az inkubáláshoz használt reakcióelegy:

10~3ii.

5,2*10~5m 

2*10“2L

6,7*10“2L

ösztrogén 1 ml

1 mlki) ТА

1 mlH2°2
foszfát puffer 
ph=5,6

lOx higitásu enzim 1 ml
deszt.vizzel 5 ml-re

Az inkubáló elegyet kát órán át rázattuk szobahőmérsék­

leten, zárt térben.
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A peroxidázok közül a tormaperoxidázt /ТР/ növényi, 

a többi peroxidázt pedig állati forrásokból izoláltuk. A 

TP-t K.G. Paul /68/ módszerével tisztítottuk torma gyökér­
ből. A megtisztított és ledarált tormából vízzel extra­
háltuk az enzimet. Az extrsktumot először 40 jä-ig teli­
tettük ammonium szulfáttal 4 C°-on. Azután a felüluszó- 

hoz 85 % telítettségig adtunk ammonium szulfátot és az 

Így keletkezett csapadék tartalmazta a feldúsított enzi­
met. A csapadékot M/15 ph*7,0 foszfát pufferben oldottuk 

és deszt. vizzel szemben dializáltuk egy éjszakán át jég­
szekrényben. Az enzim aktivitása 117 mg /ml/ 1*.

A Lf-t tejből izoláltuk /59/. A tisztítás első lé­
pése a lefölözött tej kazeirmentesitése volt, ezt tejol­
tóval vagy ammonium szulfátos frakcionálással végeztük. A 

tejsavó proteinjét /amely sok szennyezés mellett a LP-t 

is tartalmazza/ ph*6,0-nái 2,8 M ammonium szulfát koncent­

rációnál kicsaptuk. A csapadékot vízben oldottuk 3 % 

protein koncentráció eléréséig. A nyers, hig enzim olda­
tot ammonium szulfát és Na-tetraborát hozzáadásával tisz­
títottuk az alkalikus foszfatázoktól. Az ammonium szulfát 

koncentráció emelésével /1,9 М-re/ kicsaptuk a XO szennye­
zéseket. A felüluszó ammonium szulfát koncentrációját 2,5 

M-re emelve a LP precipitálódott. A precipitátumot 0,1 M 

bórax oldatban oldottuk, úgy, hogy az oldat 2 % protein 

koncentrációjú legyen.

4
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A hig enzimoldatot ismét ammónium szulfátos kezeléssel

tisztítottuk és 2,3 к koncentráció elérésénél a tisztí­
tott LP kicsapódott. Ph=7,0 foszfát pufferben oldottuk és 

20 térfogat deszt* vízzel szemben, állandó keverés mellett, 

C°G-on dializáltuk két órán át. A baktériui os ferűzéstől 
néhány csepp toluol 

taliiiu oldatot. Aktivitása: 140 mg J^ /ml/ 1 perc.
A ivii-t gennyből tisztítottuk /60/. A gennyet 0,3k 

ph=8,0 foszfát pufferrel hígítottuk, és ammónium szulfá­

tos frakcionálással tisztítottuk. A 80 ;-os ammónium szul­
fát telítettségnél keletkező csapadékot 0,31 ph=8,0 fosz­
fát pufferben oldottuk és 0,1 1« foszfát pufferrel szem­
ben dializáltuk két órán át 4°C-on* Az igy nyert enzim 

aktivitása 37t8 mg /J^/ml/ 1* volt.
A rn^P-t Húszak módszerével /61/ izoláltuk. A mellék­

vese kéx’eg homogenizátumot 1/30 in Iía^H’O^-el mostuk hemo­
globin mentességig. A hemoglobin mentes homogenizátumból 
10 x térfogatú 1/15 M - Ma^íípO^-el extraháltak a &feP-t.
1/10 térfogatnyi 1 Ы acetát puffer hozzáadásával tisztí­
tottuk a nyers enzimet. Az igy keletkezett opaleszkáló 

oldatot 2ü°C-on 1/lU-ére pároltuk, és o°C-on deszt. viz­
áéi szemben dializáltuk egy napig. A dialízis végén a 

tisztított enzim csapadék formájában'kivált, lecentrifu­
gáltuk és 1/15 k, ph=6,8 foszfát pufferben szuszpendáltuk. 
Az enzim aktivitása: 32,2 mg JV, /ml/ 1* volt.

hozzáadásával védtűk az enzim tar-

w •
f
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bdnden peroxidáz aktivitását jodometriásan mértük /62/,

Az enzim aktivitás egységének az egy pere alatti oxidá- 

lásra felhasznált H^O^vel egyenértékű súlyát tekinte4- 

tük /nig/-ban.
A peroxidázos kísérleteinkben, ahol az inkubálások 

során a legnagyobb mértékű hidroxilálást észleltük, meg- 

próbáltuk kvantitative mérni az anyag arányokat* A fosz­
forsavval előhívott foltok alulexponált fotóit denzitomet- 

riásan mértük Carl Zeiss /Jena/ integrátoron. mlőszür ka­
librációs görbét készítettünk 10“*—10“um ösztron koncent­
ráció közötti tartoBiányban. A nagyobb pontosság elérése 

céljából minden mérendő minta mellett két standardot fut­
tattunk, úgy' hogy a minták várható értéke a kát standard 

folt mennyiségi értéke közé essen /10“ m-10“*14/. A mód­
szerrel 5 fo hibahatáron belül lehet dolgozni, de az in­
tegrátor nagyon érzékeny a lapvastagságra /egyenletesség­
re/ ás a fotók minőségére, igy a mennyiségi értékelés sok' 
szór bizonyos korrekciókat igényel.

*
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Kalibrációs görbe 10""7—lQ~^iw ösatron koncéntr’ációju 

tartományban. A mérés a már leirtak alapján történt, 

ahol Is 1хЮ~7к; II: 2,5xlQ~7K; III. 5xlO~7K; IV: 

7,5x10*’ 7; öо»trón koncentrációnál felvett diagramm »

• (
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IV.

Kiaérleti eredi .én?/ eк:

Kivel a ki sárié leinkben felhasznált enzimek külön­

böző tisztaságuak és aktivitásuak voltak, és az ösztro- 

génekkel inkubált x*endszerben fontos volt az poptimális 

enzim koncentráció beállitása, minden vizsgált enzimnél 
aktivitás mérést végeztünk.

A F.O. és A.ü. aktivitását hasonló módszerrel Elér­
tük. J indkét enzimnél az aktivitás egységének az időegy­
ség alatt megnövekedett oxidált aszkorbinsav mennyiségét 
vettük.

3. ábra

E(265n
0600-
0.500-
0,400-
0.300-
0200-
0,100-

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 t(min)

A i’O aktivitás-görbéje. Az oxidált aszkorbinsav tarta­
lom növekedést mértük 265 nm-nél bpektromom 201-en.
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Ä XO aktivitásának egysege aa az enzim mennyiség, 
amely a xantin -5» hugysav átalakulását olyan sebes­
séggel katalizálja, hogy a reakcicelegy extincioja 1* a—
latt 0,01-al nő 290 nm-nél.

4. ábra

E(290nm)

ВQ850-
0,650-
Q450-
Q250-

,'A
/О

4,—

1 3 5 7 9 11 t(min)

A XO aktivitás-göi*bé je
A: félig tisztított enzim preparátum
D: Ca-foszfát gélen tisztított preparátum

А IX) aktivitását a linolsav-peroxi termékének

232,5 nm-nél megnövekedett abszorbció változásával mér­
tük. /Ьшо1.=27,3*Ю5/ 1 mól H202.

>

Ч .

t
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5* ábra j

г

E(232,5n m)
1.100-K

xv
\

1.000-

0.900-

0.800-

\
ч
\
\
\
\

40.700-

0.600-

4
\

N
N

4

j ____ ,----- ,—^ 7~~ ~~t
1 2 3 4 5 6 7 t(min)

Q450

A Lü а к tivit ás-görb 5 je
1

6. ábra

J2(mg)
250-

240-

230-

220
0 5 10 15 20 t(min)

A TP aktivitás-görbéje
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A peroxidáz és katalúz aktivitását az enzim által idő-

egység alatt elbontott KpO^ mennyiségével mértük, mind­
két esetben a maradék IWO^ férésével a PO-nál jodometriás,

a ka taláznál permanganáto s titrálással.
Az inkubált rendszerben elért eredményeket megfelelő

vak próbák mellett értékeltük.

7. ábra

m
щ

Ф-

Az AO-al kezelt ösztron és származékai rétegkro- 

matogrammja. Futtatás: ecetsav:ciclohexan:kloroform 

/1:2:2/.
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8. ábra

A Ti’-al kezelt ösztron származékainak kromatogranim ja . 

Futtatás: benzolsetanol /98:11/.

A keletkezett hidroxi termékeket szin és Kf értékük a- 

lapján azonosítottuk.
Az ösztrogének szin és Rf értékei.
iíf"A" :benzol: etanol /89:ll/-ben, Rf"B":ecetsav:ciclohexan 

:kloroform /l:2:2/-ben futtatva, kieselgél-ü lapon. Szin 

"Л": a foszfoi’sav:viz /l:l/-el előhívott foltok szine a 

látható-fényben. Szin “В": a foltok szine UV fényben.

/lsd: 4.sz.táblázat/
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4.sz. táblázat

W»

öd. öt. 2-OH 2,4 2-OH 
diOHö. öd.

ö.
ö.

0,727 0,557 0,1-8 0,385 0,350Rf"AM 0,200

0,6: 9 0,689 0,3300,142 0,345 0,170Rf"B"

narancssárga sötét
barna

barna barnaüBÍOHAM

sötét
barna

zöldessárga barnaSzin"B" barna

A vizsgált enzimek: közül az АО, FO, TP, LP, MP és MfcP

bizonyult aktivnak az ösztrogének hidroxilálásában.

5.BZ. táblázat

Enzim PO АО TP LP M. PMP к
Szubsztrát 2-QHö.

2,4diOHö.
öt.

Гх"

2-OHÖ. 2-OHö . 
2-OHöd.

2-OHÖ. 2-OHÖ.ö. 2-OHÖ.
Keletkezett 
termékek:

Szubsztrát
öd.

Keletkezeti
termékek:

2-OHöd,2-OHöd. 2-OHöd.
öt.

t,*x«

2-OHöd.2-OHöd. 2-0Hőd.

Az AD, FO, TP, MP, LP, E^P-enzimekkel inkubált ösztrogé- 

nekből keletkezett hidroxi termékek, "x": egyéb, nem a- 

zonositott, alacsony Rf értékű barnán fluoreszkáló fol­

tok.

4
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A legerősebben hidroxiláló rendszereknél, a LP-al 
és ív,Pál inkubált ösztronnál a keletkezett hidroxi ter­
mékeket kvant itat íve mértük az enzimmentes vak minta mel­

lett. . ivei ezen enzimek hatására az ösztronból csak 

2-Oíí ősz trón keletkezett, egyéb mellékteimiék nei^, az in- 

kubálás után megmaradd ösztron mennyiségéből pontosan kö­
vetkeztethetünk a 2-ЭН ösztron mennyiségére. így tehát e- 

legendő volt az ösztron maradék visszamérése, denzitomet- 

riásan. A mérés pontosságához szükség volt az optimális 

enzim koncentráció használata, mert már 5-10 X koncentrá­
ció eltérés is nagy mértékben lecsökkentette az enzim 

hidroxiláló képességét.

Például a LP-nál az ideális enzim koncentrációt a lOűx-

-os higitással értük el, itt az enzim a kiindulási öszt­
ron 47 *-át alakította át 2-on ösztronná, mig a lüx en­
zim hgit higitásnál már1 csak az ösztron 20 ,^-ának az 

átalakítására volt képes.



- 39 -

9. ábra

:. V' 4

A Li-al inkubált rendszerben az inkubáláo után

megmaradó ösztron mennyiságének denzitometriás vissza- 

mérése. Ahol III* enzim nélkül II:a lOx higitásu Lb-vel, 

1: a lOOx higitásu LP-vel inkubált ösztron*

A MP-al inkubált rendszerben a 2x higitásu enzim 

koncentráció bizonyult optimálisnak* Knnél az enzim koncent­
rációnál az ösztron 47 %—a alakult át 2-01! ősztrónná, 

mig a tömény enzimmel inkubálva csak 40,3 ,,-os volt az 

átalakulás*
♦
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10• ábra

A inkubált rendszerben az inkubálás után

viaszaiért ösztron mennyisége* Ahol III: enzim nélkül,
II: 2x higitásu l*.P-vel, I: tömény kP-vel inkubúlt ösztron.

4* az* táblázat

Kiindulási 
ösztron kon­
centráció 

/mg/—ban

Inkubálás után 
megu^aradó ösz­
tron/mg/—ban

Keletkezett 
2-CHö.,t—bán 
/lüü,.-kiindu­
lási ö*koncént 
ráció

Knzim

i..P tömény 0,135 0,08 40,6

U-P 2xhigi- 
tásu 0,135 0,072 47

Li lOx hi- 
gitásu 0,135 200,108

Li lOOx hi~ 
gitásu 0,135 0,072 47

A bd-al és LP-al inkubált rendszerben a keletkező 2-011 ö. 
menrtyisége a kiindulási ösztron koncentráció /Ь-ában.
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V.
* *

Eredném ek ártékeiése -

A-isérleteinkben több olyan enzimet vizsgáltunk, a- 

mellyel már koi’ábban is foglalkoztak, mint feltételezett 

ösztrogén inaktiváló enzimmel, és több olyan enzimet is 

megvizsgáltunk, amelyről erre vonatkozó adatok még nem 

ismertek.
Mór az 1940-es években »vesterfeld és mtsi. /5/ és 

Pincus és mtsi. /6/ megfigyelték, hogy a tirozinózzal és 

laecázzal inkubált rendszerben az ösztradiol inaktiváló— 

dik. Ilyen hatást észlelt Zondek és áklow /3/, amikor kü­
lönböző szövet homogenizátun okkal inkubálta a rendszert.

9.sz. táblázat

A különböző szerzők különböző enzimeket tettek felelőssé 

az ösztradiol inaktiválásáért.

Auláim, ex*edete bzerzők
tirozináz /gomba/ »Vesterfeld /5/

Pincus és mtsi. /6/laccáz /kül. forrásokból/
máj, burgonya és biz. bak­
térium homogenizátum Zondek, Sklow /2/

peroxidáz /torma/ Klebanoff és mtsi. /9/
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.«esterfeld szerint a tirozináz, Pineus szerint a laccáz 

inaktiválta az ösztrogéneket. -Sokan egy specifikus en­

zim jelenlétét tételezték fel, amit "estrinase"-nak ne­
veztek. Az enzim előfordulására és tulajdonságaira vonat­
kozóan azonban nem sikerült egységes véleményt kialakíta­

niuk . ílebanoff /9/ tormaperoxidázzal végzett kísérleté­
ben kimutatta, hogy az inaktiválás az aromás gyűrűben 

történik a hármas szénatom közelében, üzen az utón pró­
báltunk elindulni, amikor az ősztrogén inaktiváló enzimek 

keresésé emellett az inaktiválás mechanizmusára is meg­
próbáltunk fényt deríteni, kivel az eddig vizsgált enzi­
mek a hidroxilázok csoportjába tartoznak, a peroxidázok 

kivételével, de a perőxidazokról is ismert bizonyos esetem­
ben, hogy az inaktiváláskor hidroxi termék keletkezik az 

aromás gyűrűben a hármas szénatom közelében, kivel a vi­
zeletben az aromás gyűrűben helyettesített hidroxi szár­
mazékok közül a 2-Qlíö. az, ami nagy mennyiségben ürül, és 

az aktivitása nagyon kismértékű az ösztradiolhoz és öszt- 

ronhoz viszonyítva, mi is feltételeztük, hogy ez az anyag 

lenne az, amely a különböző enzimekkel inkubált rendszer­
ben keletkezik és az átalakulás során az ösztrogén aktivi­

tása nagymértékben lecsökken, ázt a feltételezést támasz­
totta alá Pineus és üraubard /7/ kísérlete, akik a FQ-al 
inkubált rendszerben az ősztrónnáк egy szines végtermékét 
mutatták ki, andt azonosítani nein tudtak.
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FJLsárleteinkben vizsgált enzimek az aromás vagy a— 

lifás szénláncra ható oxidázok, legtöbbje aromás vegyü- 

letek méregtelenitásében vesz részt, és igy ezen enzimek­
nél feltételezhető egy nem specifikus ösztrogén hidroxiló- 

16 hatás is.
Kísérleteinkkel igazolódott, hogy a feltevésünk he­

lyes, miszerint a vizsgált tiz enzim közül hat enzimmel 

inkubálva észleltünk kisebb, nagyobb mértékű hidroxilálást 

a kettes szénatomon.

b.sz» táblázat
A FO, АО, TP, и.Г, i'-^P-al inkubált ösztrogénekből keletke­
zett hidroxi termékek. 0: szubsztrát, "X”: egyéb, nem a- 

zonositott alacsony Kf értékű barnán fluoreszkáló foltok.

OnZÍ£i FO TPАО LP JL P1.1» к
S: ö.

keletkezett2-01iö.
termékek:

öt.
2-ÜHö.

2,4-diŰIIö
2-Oliö. 
2-01 löd

2-OIÍö.2-OHö. 2-0hö.

"x”

S: öd. öt.
.2-OIIöd.L'-rOIIöd, 2-Qílödkeletke­

zett termé­
kek:

2-01 löd. 2—Olíöd. 2-OHöd.
"x"

Ezen eredmények azt mutatják, hogy ezek az enzimek a szer­
vezetben potenciálisan "estrinase" hatásúak és kísérlete­

ink alapján cáfolhatjuk, helyesebben kiegészíthetjük azt 

az elképzelést, miszerint csak egy specifikus enzim az
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ösztrogén inaktivátor.
Tekintettel arra, hogy a Ti~nál egyéb, пей azonosí­

tott termékek is keletkeztek a 2-üHö. mellett, ugyanak­
kor az állati szövetekből nyert peroxidázok kizárólag 

kettes helyzetű hidroxilálással hatnak, ezért valószínű­
nek látszik az utóbbiak fontos szerepe az ösztragénok ka— 

tabolizmusában. Az АО és PO szintén előfordul az emlős 

szervezetben és mivel a saját szubsztrátjukon kívül még 

sok aromás illetve alifás szénláncu vegyületet hiüroxilál- 

nak, igy ezen hatásuk várható volt. ázintéri specifikusan 

a kettes helyzetben hidroxilálnak, de az AO-nál még ész-

2-0lIöd, átalakulást is, ahol tehát a ket­
tes helyzetű hidroxilálás mellett az enzim a 17-es hely­
zetben is hidroxilál. A LT és IP a két legintenzívebben 

ható enzim. Hatásukra optimális inkubálási körülmények 

mellett, optimális enzim koncentrációnál a kiindulási ösz- 

tron 47 V—a alakult át 2-OHö-á,
Mivel a kP hatékonyán résztvesz a neuti*ofil liuko- 

citák mikróbaölő tevékenységében, elképzelhető, hogy az 

ösztrogán hidroxiláld hatása is ezen részvételen keresz­

tül magyarázható. Klebanoff szerint a neutrofil leukoci- 

tókban lékalizlálcdc antimikrobiália rendszer mieloperoxi- 

dlzből és H202-ból épül fel /62/. A vagy a bekebe­
lezett mikroorganizmus fejleszti, vagy a rendszerben jelen­
lévő oxidálható kofáktorok eloxidálásból származik. Leg­

leltünk ö.
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hatásosabb kofaktor a jodid és klorid ion, de jé hatás­
fokkal működik a rendszer tiocianát vagy fenol csoport 

jelenlétében is. Ennek alapján feltételezhető, hogy je­
len esetben az ösztrogének aromás gyűrűje funkcionál oxi­

dálható kofaktorként, és igy magyarázható az intenzív 

hidroxil csoport beépitőkápesság. Ez az ut azonban nem 

látszik nagy jelentőségűnek az ösztrogének katabolizmusá- 

ban.
A LP- esetén specifikusabb hatást vártunk. Valcszinü, 

hogy az enzim aktiv működése és a laktáció alatti öszt- 

rogén szint csökkenés szorosan összefügg. Ugyanis a LP

minden tejben megtalálható és nagymértékű hidroxiláló ké—
2-0И ösztrogén átala-pessége megnöveli az ösztrogén 

kulást. így az ösztrogének aktivitása nagymértékben lecsök­

ken és ezen termékek nagyrésze kiürül. Feltételezésünket 
alátámasztani látszik a LP a többi általunk viszgúlt en­

zimnél intenzivebb ösztrogén hidroxiláló képessége is.
Egy másik elképzelés szerint a LP és kP-hoz hason­

lóan funkcionálhat az antimikrobális rendszer enzimjeként, 
ahol az ösztron vagy ösztradiol a rendszer oxidálható ko­

fák tórák ént funkcionál és oxidációjából származna az anti- 

mikrobiális rendszer működéséhez nélkülözhetetlen K2°2* 

kivel a szervezetben az ösztrogén szint sohasem olyan ma­

gas, hogy' ilyen extenziv folyamatokban hidrogén donorként 
szerepelhessen, ez az ösztrogén funkció, ha létezik is,
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nem látszik jelentősnek,

A LP.f Li? és hatására az ősz trónból tisztán e- 

gyéb melléktermékektől mentesen keletkezett a 2-OHö. ás 

egy specifikus, élő szervezetben is lejátszódó hidroxi— 

lálás lehetőségét támasztana alá, A bi^f sokkal kisebb mér­
tékben hdiroxilál, mint az előbbi két enzim, igy elkép­
zelhetően ennek az enzimnek sincs jelentős szerepe az élő 

szervezetben az öaztrogének oxidativ lebomlásában.
A LP és m? ösztrogén apyagc seré ben betöltött szere­

péről csak úgy nyerhetnénk végleges elképzelést, ha enez 

kísérleteinket még in vivő vizsgálatokkal is kiegészíte­
nénk, összehasonlítva sz ösztrogén anyagcserét a megnöve­
kedett LP és MP szintű egyedek és a normális enzimszintü 

egyedek viszonylatában, Legyegyszerübbek az izotópos kí­
sérletek lennének, ahol például a beadagolt C^-ösztra- 

diol oxidativ bomlástermékeinek kiürülését figyelnénk 

gyulladásos megbetegedéseknél a tünetmentes kontrollok 

mellett. A LP mükdödését legegyszerűbben a laktáció és 

tejtermelés mentes időszak ösztrogén anyagcseréjének öaz- 

szehasonlitásával kontrollálhatnánk.
Az a tény, hogy az uterusban erős peroxidáz aktivi­

tást mutattak ki /64/, kísérleti eredményeinket alátá­

masztja. Az ovariektomizált állatok uterus peroxidáz ak­
tivitása lecsökken, de ösztradiol adagolással ismét meg­
növelhető az enzimaktivitás /64/* Valőszinü, hogy ez a
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tény is az itt lokalizálódé peroxidáz ösztrogén anyag­
cserére gyakorolt hatását bizonyltja.

Amikor az ovariektomizált állatoknál lecsökken az 

ösztradiol szint, a peroxidáz aktivitás is lecsökken, va— 

lószinüleg, azért, mert nincs szükség az ösztradiol akti­
vitás további csökkentésére, hidroxilálással. Gyorsan kö­
veti az enzimaktivitás növekedés az ösztradiol adagolást, 
valószínűen igy szabályozza a megfelelő ösztrogén szint 

kialakulást*
Hollander és Stephens /65/ ösztrogén függő HADIK, 

oxidázt mutatott ki az uterusból* Tulajdonságúiban nagyon 

hasonló az uterus peroxidázhoz /LnK/, a két enzim hidroxi-
láló képessége is hasonló mértékű, mindkét enzim működé—

2+séhez fenol csoportra, in , HAIAL, ás 0o-re van szükség. 
Kis mennyiségű megnöveli aktivitásukat. A két enzim
között csupán azid érzékenyséfebeli és alacsony hőmérsék­
leten való viselkedésben van különbség. Lehetséges, hogy 

ilyen csekély eltéi'és ellenére is szeparáltan létezik oxi- 

dá és peroxidáz az uterusban, de amig a két enzimet 
egymástól izoláltan nem sikerül ki preparálni, nem tudjuk 

bizonyitani a két enzim különálló létét. Amennyiben a per­
oxidáz és uterus oxidáe két különálló enzim, akkor az át­
tolunk viszgált hidroxiláló enzimek katalógusát még ki 
kell egészíteni az uterus oxidázzal.
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Az ösztrogének katabolizmusának első lépései:

2-OIIÖü. <e -> 2-OIíö.Övi. <f- ö.
\

őt.

A keletkező 2-OIíö. шаг nagyon kis ösztrogán aktivitással 

bir* Hagy része kiürül a vizelettel, kb. 67.--a /66/9 a 

másik része a szervezetben marad, és elképzelhetően az 

aromás gyűrű elhasadásával /a 2-es és 3-aö szénatom kö­

zött/ kezdetét venné a szterén váz lebomlása.

(ZpOXl о

Hipotézis a szterán váz aromás gyűrűjé­
nek lebomlásáról.
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Qsszcfo/tlalás

Kísérleteinkben az ösztrogén inaktiválás egyik fon­
tos utjának, az aromás gyűrű 2-es helyzetében történő hid- 

roxilálásnak az útját próbáltuk felderíteni* Eredményeink 

azt mutatják, hogy a specifikus hidroxiláló enzimeken kí­
vül több különböző enzim is képes betölteni ugyanazt a 

funkciót. A kísérleteinkben vizsgált oxidálok /АО, FQ, 

peroxidázok/ fontos szerepet játszanak a szervezet méreg­
telenítésében az aromás vegyületek detoxikálásában, és ez 

a tény is megerősíti azt a feltételezést, hogy az ösztro- 

gén hormonok aktivitás csökkentésében fontos szerepük van 

a nem specifikus /hiűroxiláz/enzim hatásoknak is. 

Vizsgálatainkkal ezen munkaelképzelésünk alátámasztást 
nyert, miszerint a vizsgált enzimek hatására jól kimutató- 

ható mennyiségben keletkezett a 2-üílü. A metabolitok egy 

része a vizelettel kiürül, a másik része a szervezetben 

tovább alakul sokszor alkotórészeire esik szét, az aromás 

gyűrű 2-es és 2-as szénatomja közötti hasadásával.

A vizsgált enzimek által katalizált reakciók:

2-Oílöd*«- öd.^ ö. ■^2-Jhö.
\öt.
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íizuton szeretném megköszönni ár* Latkovics Béla

docens urnák, témavezetőmnek, hasznos Útmutatásait és

sokoldalú szakmai segítségét, amelyet a disszertációm

megírásához nyújtott.
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