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042 Osztron

8d.: Bsztradiol /=17 5/

51;;: Usztriol /=16.LC , -17F> I
2«0li.: 2 hidroxi Gsztron

2-0118de: 2 hidroxi Osztradiol
294=d1=0llbe: 244 dihidroxi Osztron
L/wol/«: moléaris extincidés koefficiens
KL ~me tyre: oL «metil-tirozin
ZaJetyre.: S=jodo=tirozin

20: aszkorbinsav oxiddz

F0: fenoloxidédz

X0: xzantinoxidéz

10: lipoxidéz

L

s tirozin hidroxildz

K: katalaz

1H vagy HEP: tormaperoxidéz

LP: mieloperoxidaz

Ix,kP: mellékvese kéreg peroxidaz
Li':s laktoperoxiddz

LLUTA: etiléndiamin=tetraecetsav
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Az enzimekel Barman szerint /67/ osztélyoztuke.
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I.

Bevezetds

- Régi tapasztalat és tapasztalatunk, hogy az aromés
és alifas anyagok 4talakitdsdban a specifikus hidroxie
1816 enzimek mellett bizonyos nem specifukus hidfoxild-
zok /aw oxidézok és peroxiddzok stb;/ is részt vesznek
/1/. Munkénkben a nem specifikus hidroxildlé enzimek
egy csoportjénak ilyen irdnyu szerepét igyekeztiint tisz-
tdzni aromds szteroid modell vegylileteken. Kézelebbr§l
olyan oxiddzok, mint a fenoloxiddz, aszkorbinsavoxiddz,
tirozin hidroxildz, xantinoxiddz, lipoxiddz, valamint a
peroxid bonté enzimek a kataldz és a peroxiddzok nem
specifikus szteroid hidroxildld képességét tanulményoz-
tuk.

11,

Irodalmi &éttekintés

Az 816 szervezetben a szleroid hormonok egymdésba
vald &talakuldsdnak és a detoxikdlésnak egyik legfon=-
tosabb utja a'hidroxiléléa; Mar szdimos specifikus hide-
roxildlé enzimet izoldéltak és tisztittottak meg a leg=-
kiilonbdz6bb é161ényekb8l. A hidroxildlés sokszor dontd-



en befolydsolja példdul a hormon hatdsu vegyiiletek biolée
giai aktivitésat. Sok esetben a hidroxil csoport beédpitée
se uj hormon keletkezéséhez vezet. Példdul a Cephalothe-
cium Roseumbéi izoldlt Steroid 17/5 hidroxildz a progesze
teron hidroxilseiéjét katalizélja 17-oxiprogeszteronnd,
de ugyanez az enzim katalizdlja a kortikoszteron—>
kortizol dtalakuldst is. Az Ssztrogéneknsl ismert sztero-
id-dehidrogendz a

17 ﬁ fsztradiol + DPN*'# osztron + pPIHY + HY

dtalakuldst katalizélja. Neve: 17/5 Hydroxisteroid dehid-
rogendz, amelyet humén placentdbdl izoldltsak és tiszti-
tottak meg /2/. Indirekt médon jitszik szerepet a hidroe
xil csoport kiépitésdben. A szteroidok aromds gyirijében
a hidroxil csoport bedpitésében szerepet jétszé aromds
hidroxiléz, mint kiilondllé enzim még nem ismert, bar a
vizeletben kimutathaté mennyiségben iliriil a 2-hidroxi &8szt~
rone A 2-hidroxi Osztron tipikus nmetabolit Usztrogén, ake
tivitésa elenydszd az Osztronhoz és Bsztradiolhoz viszo=-

nyitvae

Ezen hormonok aktivitéscstkkenését nér az 1940-es &=
vekben megfigyeltdk, ha az sztrogéneket klilonbdzd homno-
genizdtunokkal /3/ és szivetszeletekkel /4/ inkubdlték,
Zondek és Sklow /3/ méjhomogenizétummal, burgonyalével és
bizonyos baktériumokkal inkubdlta az Gsztradiolt, és
9% %=o0s aktivitéds estkkendst dészlelt. Westerfeld szerint



/5/ a gomba tirozinéz inaktivélja az 8sztrogéneket, ami
ellentumond Zondekék adatainek, miszerint a m&j, burgonya
és baktérium homogenizdtum inaktivédl. Pincussék /6/ a
laccazt tették feleldssé az inaktivéldsban, viszont a
laccdz majdnen minden ndvényben eldéfordul, mégsem sok nd=-
vényi homogenizditum csbkkenti ilyen nagy mértékben az
bsztrogén hatdst. Sokan egy specifikus enzim jelenldétét
tételezidk fel, amit "estrinase“=nak neveztek. Pincuss €s
Graubard /7/ fenoloxiddz hatdsdra az Hsztronnak egy szines

végterndkét nutattak ki, amit azonositani nem tudtak.

Pashkisék /8/ méjhomogenizatummal inkubdlva viszgdle-
tdk az Osztrogén inaktivald enzim tulajdonsdgait. Nitro-
gén atmoszféra, cianid, azid gdtolta az enzim miikddését,
redukdlt NAD viszont megnivelte a hosogenizatum aktivitée
sat. Pincussék kimutattdk, hogy az Ssztrogén inaktivalé-
déshoz oxigén sziikséges /T7/, ebbll oxidélé enzim Jjelenléw
tére kivetkeztethetiink.

Ezzel szeuben Klebanoffék /9/ peroxiddzos kezelés ha=
téséra nutattdk ki az dsztrogén inaktivdlddést, ami szeme
ben 411t a kordbbi feltevésekkel, miszerint valamilyen
oxiddlé enzim lenne a specifikus 8sztrogén inaktivdls &-
gens. Kimutattdk, hogy mig a 17 B-hidroxil csoport aceti-
léldsa nem, a %-as hidroxil csoporté gdtolja az inaktivée
16ddst. Igy feltételezték, hogy az aromds gyliriben lehet

az inaktivdlast okozd véltozds a 3=as szénatom kizeldébens
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Lzen egymésnak ellentmondé ereduényekbdl kiindulva
prébéliunk kisdérleteinkkel egy egységes képet kialakitaw
ni az Osztrogének aromds gylrijét hidroxildlé enzimrél

vagy enzimekrdle.

Az &ltalunk vizsgilt oxidézok fontos szerepet Jjatszaw
nak az aromés vegyiilletek méregtelenitésében és az
S + 1/2 0, —>E0 atalakulést katalizdljék, tehdt mono=-
oxigendzoke. /S=szubsztrit/
A tiszta, koenzim mentes enzim prepardtum miikédéséhez a
szubsztrattal equivalens mennyiségben redukdlt kofaktore
nak kell jelen lenni, ami a mdsik oxigén atomot vizzé re-

dukdljas

8 + 02 “+ AH2 —_— 50 + H20 + A

ahol "A"=kofaktor, "S"=szubsztrit,

A kofaktor lehet példdul az aszkorbinsav, a fenoloxidéze
ndl, a dihidroxifumérsav a peroxiddznsil, de a legtébb en=
zimnél a redukdlt NAD vagy NADP funkciondl H donorként.

A vizsgdlt enzimeket csoportosithatjuk prosztetikus
csoport szerint is. /1d. l.sz. téblézat/



lesz, tabldazat

Az &4ltalunk vizsgdll enzimek prosztetikus csoport szerine-

ti felosztasa.

Prosztetikus esoport Enzim
Peroxidaz
hem Xatalaz
Lipoxidéz
Fenoloxidéz
réz Aszkorbinsavoxidéz
flavoprotein Xantinoxiddz
pteridin Tirozin hidroxilaz

A kisérleteink sordn megvizsgdlt enzimek jellemnzése,

Xantinoxidéz /XO/ /Eule 1le2.%e24/

Az emlls szivetekben 1évé purinvézas vegylleteket oxi-
ddlé enzim Jjelenléte mar kb. 60 éve ismert. Schardinger
azt taldlta, hogy a tej valamilyen felépitdje katalizdl ja
a formaldehid és wmés aldehidek karboxi-csoporttd vald oxi-

dacidjat. Késbbb ezen vizsgdlatok feledésbe meriiltek, de
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1935—t6# ismét a vizsgélatok kbzéppont jéba keriilt. Az en=
zinmet %E dltala katalizdlt reakeidk miatt xantinoxidéznak
nevezt#k /10/, Kiilénbdz8 szervezettsdgi 6181émyekbsl,/11/
sét mé%ypaktériumokbél is izoldltdk.

i ¥

MOiq&uléris tula jdonségai: Ms=290 000, k&t molekula
FAD~t t’%rtahzaz enzim molekuldnként /12,13/. Ph optimuma
8433 iz&elektromos pontja 0,2 ionerdsségl acetdt puffer=
ben $,3=544. /14/ Az enzim normélis koriilmények kozdtt egy
atom Mo-t tartaluaz FAD molekuldnként /15/, és a FAD:vas
ardny 1:4 /16, 17/. Az enzim kilonbdzé mértdékben oxidélja
a kiilénbozé purinokat, a metil- merkapto- ¢és halogéne
szarmazékokat is.

Legjobb elektron akceptora az oxigén /19/, de a metilén=-
kék /12/, a 2,6 diklérfenol-indofenol /16/ és a ferricia=
nid /18/ is helyettesitheti az oxigént. Legttbb inhibitora
kompetetive hat, amelyek vagy egydltaldn nem, vagy kis
mnértékben oxidéldédnak az enzim &ltal, mint példdul a kii=
10nb6zé purinok és pteridinek. Az egyik legerlsebb inhibi-
tora a 2-aminé-4 hidroxi-6 formilpteridin /19/.

Fenoloxidéz /FO/ /Eele 141043424/
kéztartalmu enzim, majdnem minden ndvényben eléfor-

dul. Két tipusa van: a./ ortofenoloxiddz vagy tirozindz,

amely sokkal gyakrabban fordul el$ a ndvényvilédgban is,

mint a b./ laccéz, amely a paradifenolokat oxidilja. A ti-
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rozinéz a monofenol — > orto-difenol &talakuldst kata=
lizdlja, majd az ortodifenolt kinonn&é oxiddlja. Az oxigén
kotbdését sematikusan ugy képzelik el, hogy az oxigén ko=
ordinative kotédik a két rézatoumhoz, igy kovalens kitései
fellazulnak ¢és megfeleld Hedonorral reagélhat:

cut _tu
+ 02 —> Protein 0=0

1./ Protein?
b \Cu

cut

: Ql
: Cu-__ cu* Ol
2./ Proteinl 0-:--0 + —sProtein” + + H.O
Neu--” Seut <

R

i Cu-_ - Cu+ 3 2
3o/ i‘rotain( 0=--0 + 2e —9Protein/ + 0——0
Bl 7 2 \ +
Cu Cu
& I3
S OH
R Q

A tiszta enzim lis=34 500, ph cptimuma 7,06 /20/ , alacso=
nyabb ph-n képes az aszkorbinsav oxiddldséra is. Az enzim
aktivitasdat az AO-hoz hasonldan az idfegységre esS oxigén
fogyasztéssal jellemezhetjik. 4 tiszta" enzim abszorbeids

maximuma 283 mn-nél van,réztartalma 0;2 % szarazanyag tar-

talomra vonatkoztatva /21/.



Aszkorbinsavoxiddz /AQ/ /E«le 1.10.3434/

Az enzimet ellszir Szent-Gyorgyi figyelte meg és hexu-
ronsa# oxiddznak nevezte. A végoxiddzok esoportjéba tar=
tozé enzim, amely kdzvetlenil a levegl oxigénjével oxi-
dél. ka wdr kristdlyosan is elSdllitotték. Ph optimuma
5% /22/ a kémhatds vdltoztatdsdval csbkken az aktivitée
sa /23/. Lrzékeny a puffer minbségére is, dllds kdzben |
gyorsan csdkken az aktivitdsa, ami zselatin hozzdadéséval
kivédhetd /22/. Az enzim 0,24 % rezet tartalmaz /szdraze
anyag %=ban/, CO nem gdtolja az aktivitdsati, enzimaktivie
tédsa ardnyos a réztartaloumal. Az aszkorbét oxiddeid so=-
rén a Cu'’ redukdlédik Cu*-é, amely az oxigénnel vissza=
oxiddlédik. /23/ Az oxigén termindlis redukcidterméke i-
lyenkor H,0, /24/.

Az AQ &ltal katalizdlt reakecids

OH OH 0
b—2¢ 1/2 0. 6—=&
T 2 N

| ¢c=0 N ‘ c=—0
cn—o/ cu—o/

\ \
HO(|)H Hclcri

CH,0H CH,CH
redukdalt oxidalt
aszkorbinsav aszkorbinsav

Optimdlis szubsztrat koncentrdicidja: 0,002-0,01 N,
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Oxiddlja az l~aszkorbinsavat és analégjait, hat a zért-
gyiiriis éndiolokra /Katechol stb./. rh=7,2-nél FO sajatsé-

got mutate.

Kataldz/E.Ie 1.11.1.6./

A végéxidézok oxidéqiéjakor keletkezd H,0, lebontisd-
val fontos méregtelenitési funkecidt lat el az €618 szerve-
zetbene

A 2 HO0) — 2 H20£'+ 0, reakeidét katalizéljaf
1901-ben loew /25/ nevezte el kataldznak az enzimet. 1930
~ban Kzeile és mts.-nak sikeriilt koncentrdltabb kataldz |
prepardtumot elddllitani majbél, és kimutattdk, hogy az
enzin hemet tartalmaz /26/. 193%6-ban Stern korreldeiét ta-
14it az enzim kémidja és katalitikus aktivitédsa kozdtt. A
kataldz hem csoportja Protohem IX, enzim molekuldnként
négy hem csoportot tartalmaz. ls=240 000. Az enzim cia=
niddal, szulfiddal, fluoriddal valdé inhibiciéja a tobbi
hem tartaluu enzimhez hasonlé. Az azonos fajokbdl izoldlt
méaj- és vérkataldz szeroldgiailag megegyezik /27/. A kii-
16nbozl kataldzok kiilonbdzd aktivitdsa a proteinek kiilone
b6z6 mértékii denaturdeidjébdél szérmazike.

Peroxiddz /PO/ /Eele lellelaTe/
1898=ban Linossieér preparalt eldszir oxidéaz mentes

peroxiddzt leukocitdkbél /28/, amely csak a peroxiddal



reagdlt. 19%1-ben Kuhn és mtsi. /29/ azt talaltdk, hogy
az enzim miikddés és a kémial szerkezet kozott Osszefiiggés
van, Keilin és lann, akik t6bb tormaperoxiddz szérmazék
spektrumat leirtdk, kristdlyositottdk és azonositottdk pre-
pardtunukbéla protohemint /30/. 1939~ben Theorellék tor=-
mébdl izoldltdk a kristdlyos enzimet. /31/ 1957-ben Do=-
lin felfedezett egy fém-mentes peroxidézt a Streptococcus
Faecalisban, amelyet flavoproteinként azonositott. /52 /
K.G; Paul a peroxiddzokat prosztetikus csoport sze-
rint’ csoportositotta /3%/:
A, Protohem peroxiddaz:
Novényi peroxiddz /pl. tormaperoxidéz/
£1lati peroxidéz /pl. jodid peroxiddz pajzsmie
rigyben/
licroorganizuusokban 1lév{ peroxiddz
B, Verdoperoxiddz:
lyeloperoxiddz
Lactoperoxiddz

Egyéb sziveti peroxiddzok

Il. Elavoprotein tartalmu peroxidéz:
Streptococcus peroxiddz

Glutation peroxiddz

I. Vas tartalmu peroxiddzok jellemzése:

A/ Protohem peroxiddzok: A prosztetikus csoport protohem
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IX, amely lazdn két6dik a proteinhez és acetonnal kiny-
nyen lehasithaté. Az AH, tipusu vegylileteket oxiddl jék,
cianid és CO gdatolja az enzim mikddését. Az idetartozé
tormaperoxiddz /HRP/ a legrégebben ismert peroxidéz, ez
volt a negyedik kristdlyosan eldallitott hemoprotein, jel-
legét, kémiai tulajdonsdgait csak a tiszta, kristdlyos
enzim pre?arélésa utén ismerték meg. Ph optimuma 5,6; izo-
elektromos pontja ph=7,2-nél van. ks=44 100, a tiszta en-
zim 1,%6 % hemet tartalmaz, tehdt enzim molekuldnként 1
molekuia hemet /3%4/. ELFO=-val két komponensre bonthaté,
egy kisebbre /HkP 1., paraperoxidaz/ és egy nagyobbra

/iy I11./. A két komponens tulajdonsdgai:

2eS2. tdblézat
A HRP ELFU-val szétvidlaszthatd két komponensének tulaj-

donségait mutatja. PN: purpurogallin szdm.

Hem % N % lis PN
HRIJ I. - 15 .4 - o=

Hla a részlegesen tisztitott HkP=hoz 1,0,~t adunk, barna

szinez8dést kapunk, ami a HRP II. komplexe. Ha a .0, kon-
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Centréacidjat ndveljik, esillogd voros szinezldés jon léte
re, amely a I1l. komplex. lagas tisztasdgu prepardtuuon e-
18sz6r egy 0lajzdld szinezldés Jjelentkezik, auely az I.
komplex; Az enzim H, O,-vel alkotott komplexei I-Ill-ig
revercibilisek, oxiddlhaté anyag hatdsdra a szin visszaa=
lakul, azonban enélkiil 30 perc alatt kb. 50i=ban irrevere
cibilis kérosodds éri az enzimet. Fény hatédséra egy sma=
ragdztld szinezlfdés 1lép fel, a IV. komplex.

HRP
I I HOOH RCOH
II.komplex I.komplex
HOOL AH >
_ HOCH
I1I.komplex > IV.komplex
lassan

Az I. és Il. komplex nemcsak peroxidok, hanem anio-
nos oxiddlé szerek hatdsdra is kialakul.
A HRP a kililonbdz6 peroxidokkal szemben nen egyformén

affinis-



Peroxid PN

dihidrogéh 276
etil=hidrogén 49

dietil 0
perecetsav 8,5 /ph 6,6/
dihidroximetil 0
Diszukeinil o

A peroxidéz-reakeidk mechanizumusa:

E 48 «— ES

ES+AH2

ahol az ES komplex a ferri-peroxi koumplex, amnely reagdl-

hat a donor /AH,/ wolekuldval, mikbzben azt oxiddlja.

/A=vs/

l.52+ &bra

3 8}12 + A

A feltételezett hem=-peroxid komplex,
ahol P=protein, A=aktiv kouplex,

B=irrevercibilis inaktiv komplex.
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A hidroxil csoport kapecsolédik a hem vas atomjéhoz, de u=
gyanezen kdtés kialakitdasdért verseng a rendszerben eset=
legesen jelenlévé anion /pl. a fluorid/ is. Savas kizeg-
ben /pk=5/ a hidroxil csoport ledisszocidl a heurél.

A természetben a HiP=-nek tobb izozimje is eldfordul.

B./ Verdoperoxiddzok: a prosztetikus csoportijuk egy zildes

szinl, ismeretlen feldpitéji heum, amely szorosan kapcsolé-
dik a proteinhez, sem acetonnal, sem nehdézfémsdkkal nem
szakithatdé le. Az ide tariozd enzimek az All- és Aznjelle-
gi szubsztratokkal reagdlnak, wint elektron transzportdlé
enzimek miikddnek. A cianid és fluorid igen, a CO nem gée=
tolja a ferment mikddését.

zamosan fejl8dbtt az enzim kutatdsa. Elséként Agner izo-
14lta /35/ genny tartalmu kutya uterusbél. Izoelektromos
pontja 10,2. kse=149 000, Vastartalma ismeretlen. Aktivie
tdsa kb. 1/10-1)20~8 a névényi peroxiddznak.

nagyon torékeny, és szorosan kapcsoldédik egy vas gazdag
virds proteinhez. Elsdként Theorell és Akeson izoldlta
"tavaszi tejbll" /36/. us=82 000, Enzim molgkuldnként egy
heu cgoportot tartalmaze.

lolekuléris tulajdonsdgai még ismeretlenek, aktivitésa a

verdoperoxidazokéhoz hasonlé.
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I1. Flavoprotein peroxiddz: Ph optimuma 5,4. Ide tarto-
zik a Dolin &ltal tanulminyozott Streptococcus peroxidiz.
Prosztetikus ecsoportja FAD, 0,66%~ban tartalmazza. Azid=

ra és cianidra érzdketlen.

Lipoxidéz ve Lipoxigendz: /LO/ /E.l. le 13.1.13./

A novény s &llatvildgban egyardnt elfforduld, telie
tetlen zsirsavak oxiddcidjét katalizdlé enzim. Specifikue—
san a cis,cis-1,4 diolefinekre hat: a linolsavra, linolén-
savra, ¢és az arachidonsavra. A molekuldris oxigén direkt
addicié jakor keletkezé termék egy cisz-transz 1-3 diole=
fin-peroxid.

1951-ben Holman és Bergstrom kristdiyositotta szdja=
babbél /37/. A legtobb LO ph optimuma 6,5 és 7,0 kdzbtt
van. A& szdjabab LO Ku-je lx10-3m, linolsav szubsztriat g-
setén /37/. 1s=102 400, kb. hirom enzim molekuldnként
tartalmaz egy wolekula vasat, az oxigén transzportban
szerepet jéatszo newm-fém komponensrdl nem sokat tudnak, de
aminésavai kdzbtt egy ismeretlen felépitdt is taldltak,
aminek szerepe lehet az oxigén megkdtésben. /%8/ Az enzim
miikidése antooxiddecids folyamathoz hasonlé, Bergstrém és

Holman sz. /39/ a kbvetkez8:



1% 12:11.310 9

4 -Cliz-Cli=L,‘I E-CK;,-—CHSCH-CHZ-
-H*
iie =Ll 2—C}1=CI’K—CH-CH=CII-CI i o~

7 x

LiI. -01{2-Ci'i=Cli-CH=CH-JH-CHZ— -Ci52-CH-CH=CH-CH=CH-CI!2- iv.

/ b
4 N

V. —CXIQ—CH=CH-CH=CH—-CH-CH2— -CHQ-CH-CH-:CH-CH!:CH-CH‘?- vi.

o o
l+h+ g J,+n*

2-CH =Cl 1—CH==CH—(i.‘I (il o= -CH 2—?} 1= Ul =CH=CLi=Cll=Cl
GO

OOH H

VII; -CH - VIII.

2

Az enzim a Cyq=ep 1év$ hidrogén atom eltdvolitdsdval egy
ldnereakeidét inicidl és igy a I1ll. és 1V. allapot kozott
egy rezonans hibrid jon létre. Lz egy lanevégi Up addiciét
ereduményez, amelybdl a peroxi-végtermék Jjon létre. /Vil.~
Ville/e A kdzti termdék /V. Vi./ ldnereakciét indit el, egy

masik linolsav hidrogénjének elvondsdaval.

Vi =CH 2-(|1.H-—C! 1=CH=CH=ClI=CH o= -CH 2-(',‘I-I-CH=CI [=CH=CH=CIl o= VIiIi.
co* COH

+ +

I; —0112-CH=CH-CH2—CH=CH-CH 2 -Ciiz-CiizCii—CH—CH=GH~CH2- 11.

A léncreakeid mechanizuusa kivetkezményeként vért négyze-

tes reakecidsebesség ndvekedést Tappeldk mutattdk ki a szdé=
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jabab lipoxiddznil /40/.

Tirozin hidroxildz /TH/ /E.I1.1.14.%a./

Agyban, szimpatikus beidegzésii szivetekben és mellék-
vese velbben fordul eld nagyobb mennyisdégben. bLis=147 000,
szedimentdeidés allanddja 9,2, ph optimuma 6,0. A tiszta
enzim miik6déséhez redukélt pteridint és Fe2+ iont nagymére

>* jon nagymértékben lecstkkenti

tékben igdényel, mig az Fe
az aktivitdsat. ElsSként Udenfriendék izoldaltak /41/ umel-
lékvese veldb6l a 105 0UO “"g"-s centrifugalassal nyert fe-
liluszébdél, mint "szolubilis enzimet". Késfbb B. Petmack
és mtsi. a 105 000 “g"-ig ililepedd részecske frakeidkbdl ie
zoldlta az un. "particulate enzimet", amelyet tripszines
kezeldssel tartak fel /42/. lusaechidék kétségbevontik az
enzim kétféle lokalizdeidjat /43/, és szerintiikk a "partie
culate enzim" a kezelések sordin mér csak egy részét tare

talnazza a nativ "szolubilis enzimnek", amit az alacsonyabb

molsuly és szedimentécidés dllandé igazol.

A TH kofaktor igényében hasonlé a fenilalanin hidroxi-
lazhoz /FH/, azonban sok tulajdonségédban eltér /44/.

A TH nagymértékben kiilénbozik a tirozindztél is /45/.
A tirozindz kevéssé specifikus enzim, amely a tirozin —
—> DUPA ——— melanin 4dtalakuldst katalizdl ja, de ezen=-
kivil még nagyon sok més tipusu aromds vegyiilet oxiddcidjat is

A TH specifikusan csak az I~tirozinra és fenilalaninra hat,



nen katalizélja a D-tirozin —— DOPA &talskuldst, Csak
a para helyzetli tirozint hidroxildlja és neu gatolhatd

a tirczindz inhibitcoraival.

%«8%s tabldzat

A TH és FH tulajdonsagainak Osszehasonlitdsa.

Tulajdonsag TH FH
ph optimum 6,0 T4
gatlss
L —me=tyr. 72% 0%

/1x107 2%/

3-'.I‘-t;}’r e

85% 0%
/1x10™n/
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Anyagok és médszerek

Fisérleteinkben in vitro modell rendszereket alkalmaz—
tunk. Az inkubélést szobahémérsdkleten illetve 37 C%-on
levegd Jjelenlétében rézatdssal végeztik. A rendszer tartal-
pazta az enzimet, szubsztrdtumot, puffert, és kelllen tisz-
titott enzim prepardtumok esetén még egyéb anyagokat is
/hidrogén donort vagy H,0,-ot, vasat, -SH védSt stb./ Szub-
sztréatként aromds szteroid hormonokat adtunk az inkubdcids
elegyhez. /Usztront és &sztradiolt/

A kisérleteinkben felhsszndlt Gsztron a Kébdnyai Cydgy-
szerdrugydr /Budapest/ ajdndéka. EbbSl készitettink ndtrie
un~borohidrides redukcidval Osztradiolt /3-17/2; ~diol/.

Az ®sztriol /3,16.LC - ,17 (3 -triol/ a $zOIE Sziilészeti és
Nogydbgydszati Klinikdjdnak ajandéka. 4 vizben rosszul ol-
dédé szteroidok diszpergdldséra %% propilénglikolt adtunk

a rendszerhez, amely az bsztrogdének finom szuszpenzidjdhoz
vezetett, és igy az enzimhatéshoz szilkséges homogenités
biztositva volt. A szubsztirdtok /szteroidek/ magasabb kon= '
centrécidéit haszndltuk, részben a kdnnyebb kimutatds,
részben pedig az enzimhatds megkbnnyitése érdekdében. /Sml
végtérfogatra 10~% szubsztratot hasznéltunk/

Inkubdlés utdn az elegyet azonos térfogatu kloroforue-
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mal héroumszor kiréztuk; A szieroidokat a kloroformos fé=-
zis tartalmazta. A propilénglikolos szennyezést azonos
térfogatu deszt. vizes mosdssal tavolitottuk el. A kloro=-
formos extraktumot vizmentes kdleciumkloriddal szaritottuk
és nitrogén atmoszférdban bepéreltuk, majd 0,5 ml kloro-
formban vettiilk fel a maradékot. A rétegkromatografalést
0,25 mm rétegvastagsdigu, Kieselgél G. nach Stahl lapokon
végestik, amelyeket haszndlat elétt 110 C%-on 2 érdn &t
aktivaltunk. Futtaté elegyként benzol:etanocl 89:11 és e=
cetsaviciclohexdn:kloroform 1:2:2 rendszereket alkalmagz=-
tunk. A feltokat foszforsaviviz 1l:1 ardnyu elegyével hive
tuk eld, és a foltokat szdritds utén UV fényben azonosi-
tottuk. A keletkezett termékekel szintetikusan eldallitott
hidroxiszteroid standardokkal azonositottuk szin dés Rf ére=
tékek alapjan.

A standard anyagok elfdllitésa: A 2-hidroxi Osztront.

és a 2,4 dihidroxi dsztront Werbin mddszerdével prepardl-
tuk, aki klasszikus fenol csoport kidpitési mdédszert a-
Janl /46/. Bls6 1épésben orto-helyzetben nitraltunk, majd
a nitrocsoportot einksdsavval aminnd redukdltuk. Az amin
csoportot NaNO2-vel diazotdltuk és az Osztron-diazdniumsd
elbontésdval a 2-es helyzetben hidroxil csoporthoz jutot-
tunke
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R@ HNO» Rm"i @I
R oH -WO R H

A 2-0l 6d=-t és a 2,4 diOH 6d=-t az eldzl mdédszerhez

hasonléan prepardltuk az 6d-bdl Patton médszerével/47/.
Az anyagok fizikai, kémial sajitsdgail a leirtakkal azono-

sak voltak.

Az inkubdldshoz haszndlt enzimeket a kivetkezlbkép-
pen prepardltuk:

Az gszkorbinsavoxiddzt /AC/ H; Tauber médszerével i-
zoldltuk kdposztdbdl /48/. Az enzimet %0i-0s etanollal
extrahdltuk a homogenizétumbdl. Az extraktumbdl tdbbszé-
ros acetonos kicsapdssal tisztitottuk és izoldltuk, majd
a keletkezett csapadékot vizben oldottuk. Az enzim akti-
vitds egységének az egy déra alatt fogyott aszkorbinsav
mennyiségét tekintettilk, amit az aszkorbét koncentrécid
265 nm-nél valé cstkkenésével mértink Spektromom 20l=-en.
Az enzim aktivitdsa 60 egység/ml/h volt.

bzzel az eljirdssal szintén csak részlegesen tisz=-

titott enzim prepardtumot nyertiink.
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Az Usztrogének inkubdlasdhoz haszndlt reakcidelegy:

10™%K Bsztrogén 1 ml

5,2°107°M  EDTA 1 ml

6,6°107%  foszfdt puffer 1 ml
ph=5,7

2xhigitdsu enzim 1l ml

deszt. vizzel kiegészitve 5 ml=re

Az inkubdlfist szobahémérsékleten, levegén valé rdzatds—
sal végeztik 12 érén 4t, optimdlis enzim koncentréciéndl.

A fenoloxiddzt /FO/ Kertész, Zito médszerdvel izo-
ldltuk gombébdl /49/. A médszer elektroforetikailag is
tiszta prepardtun készitésére alkalmas, de mi csak a kez-
deti lépéseket hasznéltuk, mert célunk csak a sajét
szubsztrat eltévélitésa és bizonyos foku dusitds volt. A
nyers enzimet a homogenizdtum hideg acetonos frakciond-
léséval nyertiik, majd kalcium acetétos kicsapdssal tisz-
titottuk. Bzutan ismét acetonnal kezeltiik a feliiluszét,
és az igy precipitaldédott enzimet alkalmaztuk kisérlete-
inkben. Az enzimet ph=T7,l=es 0,05 lL-o0s foézfét pufferben
oldottuk. A rendszer tartalmazta az enzim milkbdéséhez
szikséges redukélt hidrogén donort /NADHZ/ és elhanyagol-~
haté mennyisdgii sajdt szubsztirdtot, mert a készituény
levegl érzékeny volt, elég gyorsan megbarnult, ami aktiv



enzimmiikbdést jelzett. Az enzim katecholédz aktivitését
mértik El-Bayomni, E.-Frieden médszerével /50/. liegfele=-
18 hidrogén donor Jjelenlétében az enzim fenoldz aktivité-
sa dltaldban a katecholdz aktivitds kétszerese.

Az aktivitds mérésre haszndlt médszer lényege, hogy az
enzim &ltal kinonnéd oxiddlt katecholokat aszkorbinsavval
visszaredukdl ja, és a redukdlt aszkorbinsaﬁ tartalom csbk-

kenést Jotometridsan méri 265 nm-nél Spektromom 20l=-en.

OH :
katecholéz
1./ 2 + 02 2 + 2 HZO
R

R

0 OH OCH , ﬁ) 0
1 | g
: b= OH c—
| N\ —_— N
2./ N7 # I , /p:o + //gso
R ch-—o i H({:—O ek
HO?H HO(IIH
CHZOH CH2OH

A legtibb szerzd hidrogén donort /aszkorbinsav vagy
NADHz/»ajénl az inkubdldshoz, tapasztalatink szerint azon-
ban ez nem volt szikséges, mert az enzim aktivitdsét nem
ndvelte meg a hozzdadott aszkorbinsav, st nagyobb koncent-
réeidéban gétolta azt.

Az enzim fenoldz aktivitdsa 260 egység/ml enzim volt.
Az Osztrogdénekkel valé inkubdldast az AO-hoz hasonléan vé-
geztikk, csak a ph=5,T-es foszfdat puffer helyett ph=7,l-es
puffert hasznéltunk.



A xantinoxiddzt /X0/ tejbél izoldltuk, P. Plesner
és He M. Kalclar médszerdvel /51/. Az enzimet a tejszin-
b8l szepardlt iré ammdéniumszulfétos frakeciondldsa utdn
kalcium foszfat gélen tisztitottuk. A géles kezelés utén
ismét amménium szulfdttal frakciondltuk, majd foszfat puf-
ferrel szemben dializdaltuk sémentességig. Ezzel az eljé-
réssal egy kellden tismta enzim prepardtumhoz jutottunk.
Aktivitasdt a xantin —— hugysav 4talakulds regisztrdli-
sdval mértik fotometridsan. Az enzim aktivitds egységének
a 290 nu-nél szézadokban mért percenkénti extineid csikke-~
nést vettiik. Prepardtumunk aktivitdsa 54 egység/ml volt.
Az aktivitds méréshez haszndilt reakcidelegy:

100-"/ml xantin 0,15 ml
6+10™%u foszfat puffer 1,5 ml
1076k EDTA 0,5 =nl

enzin 0,66 ml

deszt. viz

ledllités: perkldérsavval 0,09 ml
végtérfogat: 3,0 ml

Az inkubdlést az elézdekhez hasonldéan végeztilk ph=T7,9%=es
foszfat pufferben, optimdlis enzim koncentrdeidval, 2 6=
rén at, szobahfmérscékleten levegén rdazatva az elegyet.



A %irozin hidroxildzt /1H/ marha mellékvese velSbsl
prepardltuk B, Petrack és mtéi. nédszerdvel /52/, a 78 e~
zer "g"-ig lUlepedl résszecske frakcidkbél. A partikulumo-
kat tripszines kezeldssel tartuk fel, és amménium szul-
fatos frakeionéléaaaivtiaztitottuk. Az aktivitds mérésé-
nél az enzimnek azt a tulajdonsdgat haszndltuk fel, hogy
a D-tirozinon kivil a D=fenilalanint is képes hidroxildle
ni, de a fenilalanin —— tireoszin &talakuldst optimdlis
kirilmények kozitt 15,8x lassabban katalizdlja, mint a ti-
rozin ——>DOPA dtalakuldst. A néréshez 14¢ egységesen
Jjelzett fenilalanint hasznéltdnk szubsztriatként. Az enzim
aktivitds a 15 alatt dtalakitott szubszirat mennyisdgé-
vel /muli/ arédnyos. Az enzim aktivitdsdt Udenfriendék méd-
szerének kismértéki médositdsdval mértik /53,54/. A rédi-
daktiv amindésav foltokat nem hivtuk elé ninhidrinnel, csak
a kontroll csikokat, ¢és igy végtuk ki a mintdékat. A"Bray"”
féle oldat /95/ helyett haszndlt szeintilldter folyadék
a kbvetkezd volt:

4 g POP /2,5-difeniloxazol/
0,2 g POPOP /1,4 di=-2-/95-difeniloxazelil benzol/
tolucllal 1 lere feltdlteni.

Ebbél a folyadékbdl 10-10 ml-t vittink a kiivettdkba és
igy a kioltas nagymértékpeh kikliszObdlhetd volt., A mine
tdk radidaktivitdsat Beckman 1LS-200 B folyadék szcintil-
léciés mérluiszerrel mérték. Az enzim aktivitdsa:
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434,7 mmli/mg enzim protein/ 15* volt.
Az inkubdléshoz haszndlt reakecidelegy:

Bsztrogén 1 ik

acetdt puffer 200 wli

ph=6

merkaptoetancl 100 i

félsav | 1 i

enzim 10x higitasu

deszt. vizzel 1 mlere feltdlteni

Az inkubdldst 37%C-on valé rdzatdssal végeztilk két érén &t.

A lipoxiddzt /10/ fehér gydngybabbdl tisztitottuk RT
Holuan, S. Bergtrom médszerével /56/. Az enzimet a dardlt
babbél egy ¢éjszakdém &t extrahdltuk ph=7,0 acetdt pufferrel.
A nyers enzim kivonatot bariumacetdt, aceton és bdazikus
6lomacetdtos kiesapdssal tisztitottuk. Az igy nyert felil-
uszdét amménium szuiféttal frakeiondltuk, és az enzimet
ph=T,0 0,1 ik=os foszfat pufferben oldottunk, és egy ¢éj=
szakdn 4t dializdltuk deszt. vizzel szemben.

Az enzim aktivitdsét spektrofotometridsan mértiilk
/56/ a linolsavon enzim hatéséra keletkezs peroxi vegyil=

letek megnbvekedett abszorbeid jénak a nérésével, é32,5 nu
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-nél Spektromom 20l-en. A tiszta enzim prepardtum aktivi-
tdsa 60 egység /ml/ 1* volt.
Az inkubdldshoz haszndlt reakcidelegy:

0,1 k foszfat puffer 1l ml
ph=T,0

10778 Bsztrogén 1ml

10x higitésu gnzim 1 ml
deszt. vizzel 4 ml-re

A kataldzt /K/ H. Tauber E;L; Petit médszerével
prepardltuk /57/ sertés médjbél. A dardlt méjbél vizes a=
cetonnal extrshdltuk az enzimet egy &jszakén 4t. Az ex~
traktumot sziirtik, és a filtratumbdl aceton hozzdaddsdval
kicsaptuk az enzimet. Aktivitdst az enzim &ltal nem el-

bontott H,0, permanganitos visszamérésével hatdroztuk meg.

- Kun04 + 5 3202 + 32504——92 KH304 + 2 mnSO4 + 8 320 + 5 02
A tomény enzim aktivitdsa 15 587 mg H,0, /lnl/ 1? volt.
Az inkubdldshoz hasznalt reakeidelegy:

10”2 dsztrogén 1 ml
5,2%10™ 2% EDTA 1 ml
21072 uzqz 1ml
6,7°10™% foszf4&t puffer
ph“ﬁ.ﬁ
10x higitdsu  ensiw 1 a3
deszt.vizzel %5 mlere

Az inkubdld elegyet két dréamn a4t rdaszattuk szobahdmérsék-
leten, zdrt térben.
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A peroxiddzok kUziil a tormaperoxiddzt /TP/ nivényi,

a tobbi peroxiddzt pedig dllati forrdsokbdl izoldltuk. A
TP-t K.G. Paul /68/ médezerével tisztitottuk torma gyskér-
bSl. A megtisztitott és ledaralt tormdbdl vizzel extra-
hdltuk az enzimet. Az extraktumot eldszir 40 %~ig teli-
tettilk amménium szulfdttal 4 C°-on. Azutdn a feliiluszé-
hoz 85 % telitetiségig adtunk ammdnium szulfdtot és az
igy keletkezett csapadék tartalmazta a feldusitott enzi~
met. A esapadékot /15 ph=7,0 foszfdt pufferben oldottuk
és deszt. vizzel szemben dializdltuk egy éjszakdn 4t jég-~
szekrényben. Az enzim aktivitdsa 117 mg do /ml/ 1°*,

A LP-t tejbSl izoldltuk /59/. A tisztitds elsd 1é-
pése a lefslozitt te] kazeinmentesitése volt, ezt tejol-
toval vagy ammdnium szulfdtos frakeciondldssal végeztiik. A
tejoavd proteinjét /amely sok szennyezés mellett a LP-t
is tartalmazza/ ph=6,0-ndl 2,8 M ammdéniuw szulfit koncent-
rdcidéndl kicsaptuk. A csapadékot vizben oldottuk 3 %
protein koncentrdcid eléréséig. A nyers, hlg.enzim olda-
tot amménium szulfdt ée Na-tetrabordt hozzdaddsdval tisz-
titottuk az alkalikus foszfatdzoktdl. Az amménium szulfit
koncentrdcié emelésével /1,9 lM-re/ kicsaptuk a X0 szennye-

zéseket, A felilluszd ammdénium szulfdt koncentrdecidjit 2,5
li~re emelve a LP precipitdlédott. A precipitdtumot 0,1 M
bérax oldatban oldottuk, ugy, hogy az oldat 2 ¢ protein

koncentrdcidju legyen.
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A hig enzimoldatot ismét amménium szulfétos kezeléssel
tisztitottuk s 2,5 ¥ koncentrécié elérésénél a tissti-
tott LP kiesapddott. Ph=7,0 foszfat pufferben oldottuk és
20 ;érfbgat deszt. vizzel szemben, 4llandd keverés mellett,
0%-on dializdltuk két érén &t. A baktériuuos ferdzéstél
néhény esepp toluol hozzéadéséva; védtik az enzim tar-
talmu oldatot. Aktivitdsa: 140 mg J, /ml/ 1 perc.

A b=t gennyb8l tisztitottuk /60/. A gennyet 0,3
ph=8,0 foszfat pufferrel higitottuk, és amménium szulfé-
tos frakeciondlédssal tisztitottuk. A 80 %—=os amménium szul-
fat telitettségnél keletkez§ csapadékot 0,5i ph=8,0 fosz=-
fat pufferben oldottuk és 0,1 I foszfat pufferrel szem=
ben dializdltuk két Srdn 4t 4%C-on. Az igy nyert enzim
aktivitdsa 37,8 mg /J,/ml/ 1* volt.

A ki, P=t Huszdk médszerdvel /61/ izoldltuk. A mellék-
vese kéreg homogenizdtumot 1/950 M Na2HPO4-el mostuk hemo-
globin mentességig. A hemoglobin mentes homogenizdtumbsl
10 x térfogatu 1/15 i =- Nazﬂp04~el axtrghéltuk a b, P-te
1/10 térfogatnyi 1 M ascetdt puffer hozzdaddsdval tiszti-
tottuk a nyers enzimet. Az igy keletkezett opaleszkils
oldatot 20°C-on 1/)0-ére péroltuk, és 0°C-on deszt. viz—
wel szemben dializdltuk egy napig. A dializis végéh a
tisztitott enzim esapaddk formdjdban 'kivdlt, lecentrifu-
géltuk és 1/15 N, ph=6,8 foszfét pufferben szuszpenddltuk.
Az enzim aktivitésa: 32,2 mg J, /ml/ 1* volt.



liinden peroxiddz aktivitdsdt jodometridsan mértik /62/.
Az enzim aktivitds egységének az egy perc alatti oxidd-
ldsra felhaszndlt H,0,-vel egyenértéki J, sulydt tekinted
tik /mg/~ban.

A peroxiddzos kisérleteinkben, ahol az inkubdlésok
sordn a legnagyobb mértékili hidroxildldst észleltik, meg~
prébaltuk kvantitative wérni az anyag ardnyokat. A fosz-
forsavval elfhivott foltok alulexpondlt fotdit denzitomet
ridsan mértiik Carl Zeiss /Jena/ integrétoron. Elfszir ka=
libréeiés gbrbét készitettink 10™=~10"k Gsztron koneent-
rédecidé kozdtti tartomdnyban. A nagyobb pontossédg elérése
céljdbél minden mérendd minta mellett két standardot fut-
tattunk, ugy hogy a mintdk vérhaté értéke a két standard
folt mennyiségi értéke kozé essen /10" OM=10"TW/. A méd~
szerrel 3 % hibahatdron belil lehet dolgozni, de az in-
tegrétor nagyon érzékeny a lapvastagsigra /egyenletesség-
re/ és a foték mindsdégére, igy o mennyisdgi értékelés sok

\

szor bizonyos korrekeidkat igényel.
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Kalibrdcids girbe 10°7~10'6m Bsztron koncentrdcidju
tartoményban. & mérés a mér leirtak alapjén tértént,
ahol I: 1x10™7Tw; II: 2,5x1071i; IIL. 5x1071u; IVs

T 5x10’7ﬁ Boztron koncentricidéndl felvett diagramm.
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Kigérleti eredmények:

Mivel a kisérleteinkben felhaszndlt enzimek kiilon-
bdz6 tisztasdguak és sktivitdsuak voltak, és az Gsztro-
génekkel inkubdlt rendszerben fontos volt az poptimdlis
enzim koncentréeidé bedllitdsa, minden vizsgdlt enzimnél
aktivitds mérést végeztiink.

A FoO. €8 AO. aktivitdsat hasonld médszerrel mére
tik. Mindkét enzimnél az aktivitds egységének az idbegy-
ség alatt megndvekedett oxiddlt aszkorbinsav mennyiségét
vettiik.

3. dbra

A
E(265n|m)
0600+ o

0.500+
0400+
0300+
0.200-
0,100+

L] L] | ] Ll L) A J L] L ’ ‘
05 10 15 20 25 30 35 40 45 t(min)

A FO aktivitdse-girbéje. Az oxiddalt aszkorbinsav tarta-
lom ndvekedést mértik 265 nu-nél Spektromom 20l-en.
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A X0 aktivitdsdnak egysége az az enzim mennyiség,
amely a xantin — — = hugysav dtalakuldsét olyan sebese

séggel katalizédl ja, hogy a reakcidelegy extinciéﬁa 1’ g=-
latt 0,01=al né 290 nu~-nél.

4. ébra

E(290nm))

0,850+
0650+

0450-

_-°

-—-

02505 ————

—

1 3 5 7 g 1 tmin)

A X0 aktivitds-gdrbé je

A: félig tisztitott enzim prepardtum

B: Ca=foszfat gélen tisztitott prepardtum
A 1D aktivitdsdat a linclsav-peroxi termékének

2752,% nm=-nél umegnivekedeti abszorbeié véltozdsdval mér-

tik, /E001.=27,3°10°/ 1 mol H,0,.
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S5« dbra

EKZ3ZSﬁ?n)
10100' \

10001 \

0900{

0800 \
0700+ "
0600 A

0450 — -
1 2 3 4 5 6 7 timin)

A LO aktivitds-—gidrbdje

6. ébra
Jz(mg)A
250+ -
240
230-
220 T T T T -
0 5 10 15 20 t(min)

A TP aktivitds-girbéje
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A peroxiddz és kataliz aktivitdsat az enzim &ltal idd=-
egysdg alatt elbontott H,O, mennyiségével nértik. Find-
két esetben a maradék H202 mérésével a PO-nal jodometriés,
a kataldzndl permangasnétos titrdlassal.

Az inkubdlt rendszerben elért eredményeket megfeleld
vak prébék mellett értékeltiik.

70 dbra

0. |20H|ES [20H| Ot sﬁ;ﬁl

Od. 0.
% |w W

RO RERY
e | R

Az AC-al kezelt Usztron és szérmazékali rétegkro-

matogramuja. Futtatds: ecetsaviciclohexanikloroform

/1:2:2/ .
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8. dbra

0. ROH|ES | Ot. [S(0)[24-

\

A TPe-al kezelt dsztron szdrmazékainak kromatogrammjae.

Futtatés: benzolietanol /98:11/.

A keletkezett hidroxi termékeket szin ¢és Rf értékilk a=-

lap jén azonositottuk.

Az Oszirogének szin és Rf értékei.

Rf"A":benzol: etanol /875:11/-ben, RE"B":iecetsav:iciclohexan
:kloroform /1:2:2/-ben futtatva, Kieéelgél-G lapon. 8zin
“A": a foszforsaviviz /1:1/-el elbhivott foltok szine a

léthaté-fényben. 8zin "B": a foltok szine UV fényben.
/1sd: 4.sz.téblézat/
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4.82. tdbldzat

6. 6do ﬁts 2"'0H 2'4 2“'0“
6. | diOHs. &d.

RE"A" 0,727 | 0,557 0,188 | 0,385 | 0,350 | 0,200

RE"B" 0,689 | 0,689 0,142 | 0,345 | 0,330 | 0,170

Szin"A" narancssdrga barna s8tét | barna
barna

Szin"B" zildessdrga barna attét | barna
barna

A vizsgdlt enzimek k&ziil az A0, FO, TP, LP, WP és mkP
bizonyult aktivnak az Osztrogének hidroxildldsdban.
5.8z, tdbldzat
Enzim FO AOQ b 4 4 P LP HkP
Szubsztrat B 2-0HG o
Keletkezett 2-0Hod . ot
termékek: pux»
Szubsztrdt
Keletkezet ot.
termékek: tox»

Az 40, FO, TP, MP, 1P, EkP-enzinekkel inkubdlt dsztrogé-

nekbSl keletkezett hidroxi termékek. "x": egyéb, nem a-

zonositott, alacsony Rf értékii barndn fluoreszkild fol-

tok.



A leger8sebben hidroxildlé rendszereknél, a LP-al.
ds &Pal‘inkubélt Osztronnédl a keletkezett hidroxi ter-
nékeket kvantitative mértilk az enzimmentes wvak minta mel=-
lett. livel ezen enzimek hatdsdra az Gsztironbdl csak
2-0il Bsztron keletkezett, egyéb melléktermék neg, az in-
kubdlds utdn megmaraddé Ssztron mennyiségébl8l pontosan k-
vetkeztethetiink a 2-0H Usztron mennyiségére. Igy tehit e-
legendé volt az Bsztron maradék visszamérdése, denzitomet—
rigsan. A mérés pontossdgéhoz szikkség volt az optimélis .
enzim koncentrécié haszndlata, mert mér 5-10 X koncentri-
cié eltérés is nagy mértékben lecstkkentette az enzim

hidroxiléald képessdégét.

Példdul a LP-ndl az idedlis enzim koncentriciét a 100x-
-0s higitédssal értik el, itt az enzim a kiinduldsi Gszt-
ron 47 #=4t alakitotta 4t 2-on 8sztronnéd, mig a 1lOx en-
zim hgit higitdsndl mér csak az Osztron 20 #~dnak az
dtalakitésdra volt képes.
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9. ébra

ékon

0135 -
0,108 1
00721

I. - 1.

A LP=-al inkubdlt rendszerben az inkubdlds utdn
megnaraddé Ssztron mennyiségének denzitometrids vissza-
nérése. Ahol III. enziwm nélkil Il:a 10x higitésu LP=-vel,

1: a 100x higitdsu LP-vel inkubdlt Ssztron.

A WP=-gl inkubdlt rendszerben a 2x higitdsu enzim
koneentrdeid bizonyult optimélisnak. Ennél az enzim koncent-
raeciéndl az Osztron 47 %-a alakult at 2-0il dsztronnd,
mig a tomény enzimmel inkubdlva csak 40,8 i-os volt az

4dtalakulése.



10, dbra
dkonTc(mg)
0135 -
0080 -
00727
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A kP-al inkubdlt rendszerben az inkubdlds utén

visszahért Gsztron mennyisége. Ahol 111: enzim nélkiil,

II1: 2x higitdsu WP-vel, I: tOmény kPevel inkubdlt dsztron.

4.8z, tdblézat
Engi Kiindulési Inkubdlas utdan Keletkezett
—— Osztron kone| megmaradé Usz- 2=UHb « t=ban
centrdcid tron/ug/-ban /100%=kiindu-
mg/=ban ldsi G.koncent)
raeié
P témény | 0,135 0,08 40,8
2xhigi=
tésu 0,135 0,072 47
LP 10x hi-
o B o 0,135 0,108 20
LP 100x hi+
o i 0,135 0,072 47

A WP=-gl és LP-al inkubélt rendszerben a keletkezd 2«0H &5.

mennyisége a kiinduldsi Osztron koncentrécié #%~dban.
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Eredmények ¢értékelése:

Lisérleteinkben tibb olyan enzimet vizsgdliunk, a-
wellyel mér kordbban is foglalkoztak, mint feltdtelezett
Osztrogén inaktivdld enzimmel, és tibb olyan enzimet is
megvizsgdliunk, amelyrdl erre vonatkozd adatok még nem
ismerteke. |

ldr az 1940-es években Westerfeld és mtsi. /5/ és
Pincus & mtsi. /6/ megfigyeltdk, hogy a tirozindzzal és
laccdzzal inkubdlt rendszerben az Osztradicl inaktivalé=
dik. Ilyen hatdst észlelt Zondek és Sklow /3/, amikor kii-
16nbozd szdvet homogenizdtumokkal inkubdlta a rendszert..

2282 tablazal
A kiilonbdzd8 szerzdk kiilonbtzd enzimeket tettek felellssé
az 8Bsztradiol inaktivadldséért.

Enkim, eredete Szerzdk
tirozindz /gomba/ Westerfeld /5/
laceédz /kiil. forrésokbdl/ Pincus és mtsi. /6/
ndj, burgonya és biz. bak~ .
térium homogenizatun Zondek, Silow /3/
peroxiddz /torma/ Klebanoff és mtsi. /9/




liesterfeld szerint a tirozindz, Pincﬁs szerint a laccaz
inaktivdlta az Ssztrogéneket. -Sokan egy specifikus ene
zim jelenlétét tételezték fel, amit “estrinase®~nak ne-
veztok. As enzim elSforduléséra s tulajdonsdgaira vonat=
kozbéan azonban nem sikeriilt egységes véleményt kislakita=-
niuk. Klebanoff /9/ tormaperoxiddzzal végzett kisérleté-
ben kimutatta, hogy az inaktivdlds az aromds gyliriben
torténik a hdrmas szénatom kézelében. Ezen az uton pré-
bdltunk elindulni, amikor az Osztrogén inaktivilé enzimek
keresése emellett az inaktivdlds mechanizmusira is meg-
prébéltunk £8nyt deriteni. livel az eddig vizsgdlt enzie-
mek a hidroxilézok csoportjdiba tartoznak, a peroxidazok
kivételdvel, de a peroxiddzokrdél is ismert bizonyos esetek=-
ben, hogy az inaktivdldskor hidroxi termdék keletkezik az
aromds gylriben a hédrmas szénatom kdkeldben. Mivel a vie
zeletben az aromds gylirliben helyettesitett hidroxi szér-
mazékok kOzll a 2-0lid. az, ani nagy mennyiségben iriil, és
az aktivitasa nagyon kismértékii az Osztradiolhoz és Bszt-
ronhoz viszonyitva, mi is feltételeztiik, hogy ez az anyag
lenne az, amely a kiildnb&zd enzimekkel inkub&lt rendszer—
ben keletkezik &s az atalakulds sorén az dsztrogén aktivi-
tésa nagymértékben lecs8kken. Lzt a feltételezést témasz-
totta alé Pincus é&s Graubard /7/ kisérlete, akik a FO=-al
inkubdlt rendszerben az Usztronnak egy szines végtermékét

mutattdk ki, amit azonositani nem tudtak.



- 43 -

Kisérleteihkben vizsgdlt enzimek az aromds vagy a=
1ifds szénldnera hatd oxiddzok, legtibbje aromias vegyl=
letek méregtelenitdésében vesz rdészt, és igy ezen enzimake
nél feltételezhetS egy nem specifikus dsztrogén hidroxila-
16 hatas is.

Kisérleteinkkel igazolddott, hogy a feltevésiink he=
lyes, miszerint a vizsgdlt tiz enzim kdziil hat enzimmel
inkubdlva észleltiink kisebb, nagyobb mértéki hidroxildldst

a kettes szénatomone.

Gesz. tdbldzat

A FO, AO, TP, WP, W, P-al inkubdlt Usztrogénekbdl keletke=
zett hidroxi termékek. S: szubsztrat, "X": egyéb, nem a=-
zonositott alacsony Rf értéki barndn fluoreszkild foltok.

Enzim FO AQ TP Ly P L‘;kP
82 B. Ote
'keletkez ett2-01‘15 ° 2"01"16 ° 2"0}16 Y 2-01‘15 @ 2“’0H.6 * 2-OH6 °
termékek : 2~-OHBAR ,4~-di0H4
||x'.

53 Gde ot.

keletke- PeOlUd § 2=0HEd] 2=0110d e |2=0118d { 2=-0lEd | 2=-0H0d «
zett termé- " :

kel :

Lzen eredmények azt mutatjék, hogy ezek az enzimek a szer-
vezetben potencidlisan "estrinase"” hatédsuak és kisérlete=
ink alapjén céfolhat juk, helyesebben kiegészithetjik azt

az elképzelést, miszerint csak egy specifikus enzim az
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Osztrogén inaktivdtor.

Tekintettel arra, hogy a TP-ndl egyéb, nem azonosi=-
tott termékek is keletkeztek a 2-0H6. mellett, ugyansk—
kor ‘az &llati szdvetekbsl nyert peroxiddzok kihdrélag
kettes helyzetii hidroxildldssal hatnak, ezért valéézinﬂ-
nek létszik az utébbiak fontos ‘szerepe az dsztrogének ka=-
tabolizmusdban. Az AQ és FO szintén eldfordul az emlds
szervezetben és mivel a sajdt szubsztratjukon kivil még
sok aromds illetve alifds szénldncu vegyililetet hidroxildl-
nak, igy ezen hatdsuk vérhaté volt. Szintén speeifikusan
a kettes helyzetben hidroxildlnek, de az AC=-ndl nég ész-
leltiink §, ———= 2«0l8d. dtalakuldst is, ahol tehdt a ket~
tes helyzetili hidroxildlds mellett az enzim a 17=e¢s hely=-
zetben is hidroxildl. A LP és IP a két legintenzivebben
haté enzim. Hatdsukra optimélis inkubslési korilmények
mellett, optimélis enzim koneentréciénsl a kiinduldsi Bes-
tron 47 Y=a alskult 4t 2«0ld=4.

Kivel a NP hatékonyan résztvesz a neutrofil liuko-
citdk mikrébadls tevékedységébea, elképzelhetd, hogy asz
Ssztrogén hidroxildld hatfdsa is ezen részvételen keresz-—
tiil magyardzhaté. Klebanoff szerint a neutrofil leukoci=
tdkban 1lekalizldlédé antimikrobidlis rendszer mieleperoxi-
d4zbdl és H202-b61 épiil fel /63/..A H202-t vary @ bekebe=
lezett mikroorganizmus fejleszti, vagy a rendszerben jelen-~

1év§ oxidélhatd kofaktorok eloxiddaldsbdl szirmagik. Leg-
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hatésosabb kofaktor a jodid ¢s klorid ion, de jé hatds=
fokkal wiksdik a fendszér tiocianat vagy fenol csoport
jelenlétében is. Ennek alapjén feltételezhets, hogy Jje=
len esetben az Osztrogének aromés gylrije funkciondl oxie-
dédlhaté kofaktorként, és igy magyardzhatd az intenziv
hidroxil ecsoport beépitbéképesséz. Ez az ut azonban nem
ldtszik nagy Jjelentdségilinek az Ssztrogének katabolizmusde
bane

A LP- esetén specifikusabb hatdst vértunk. Valdszinii,
hogy az enzim aktiv miikkddése és a laktdecié alatti . Bszt-
rogén szint csbkkends szorosan dsszefiigg. Ugyanis a LP
minden tejben megtaldlhaté és nagymértékii hidroxildls ké-
pessége megndveli az dsztrogén — 2-0H Osztrogén atala-
kuldst. Igy az 6sztrogének aktivitdsa nagymértékben lecsdk-
ken és ezen termékek nagyrésze kitril. Feltételezésﬁnket
aldtdmasztani latszik a LP a tUbbi altalunk viszgdlt en-
zinnél intenzivebb Ssztrogén hidroxiléls képessége is.

Egy mésik elképzelés szerint a LP és WP=-hoz hason=
léan funkeiondlhat az antimikrobdalis rendszer enzimjeként,
ahol az dsztron vagy Osztradiol a rendszer oxiddalhatd ko=
faktoraként funkeiondl és oxiddeiéjébél szdrmazna sz anti-
sikrobidlis rendszer wiikédéséhez nélkildzhetetlen H,0pe
Livel a szervezetben az dsztrogén szint sohasem clyan ma=
gas, hogy ilyen extenziv folyamatokban hidrogén donorkéﬁt

szerepelhessen, ez az 8¥sztrogén funkeid, ha létesik is,
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nem létszik jelentSsnek.

A NPy LP s mkP hatdsdra az Usztronbdl tisztdn e-
%yéb melléktermékektll mentesen keletkezett a 2-0lb. Ez
egy specifikus, €18 szervezetben is lejétszédé hidroxie
14lds lehetSségét tdmasztaja alé. A MkP solkikal kisebb nér—
tékben hdiroxilél, mint az eldbbi két enzim, igy elkép=
zelhetSen ennek az enzimnek sines jelentSs szerepe az &16
szervezetben az Gsztrogének oxidativ lebomléséban.
| A LP és WP Usztrogén anyageserében betsltott szere—.
pérél esak ugy nyerhetnénk végleges elképzelést, ha enez
kisérleteinket még in vivé vizsgdlatokkal is kiegészite—
nénk, Osszehasonlitva sz Osztrogén anyageserét a megnbve-
kedett LP &s LP szintl egyedek ¢és a normdlis enzimszinti
egyedek viszonylatdbane. Legyegyszeribbek az izotépos ki-
sérletek lenndnek, ahol példéul a beadagolt CM=Bsztra=
diel oxidativ bomldstermdékeinek kilirilését figyelnénk
gyulladésos megbetegedéseknil a tinetmentes kontrollok
rellett. &4 LP mikdOdését legegyszeribben a laktdeid és
tejtermeldés mentes iddszak Gszirogén anyagcserd jének Osz—
szehasonlitdsdval kontrolldlhatndnk,

Az a tény, hogy az uterusban erds peroxiddsz aktivie
tést wutattak ki /64/, kisérleti eredményeinket aldtde
masztja. Az ovariektomizdlt dllatok uterus peroxiddz ak-
tivitdsa lecstkken, de Gsztradiol adagoldissal isuéi mege
novelhets az enzimaktivitds /64/. Valdszinii, hogy ez a



tény is az itt lokalizdlédé peroxiddz dsztrogén anyag-
cserdre gyakorolt hatdsdt bizonyitjae

Amikor az ovariektomizdlt dllatoknil lecstkken az
sztradiol szint, é peroxiddz aktivitds is lecsdkken, va=-
1észiniileg, azért, mert nincs szikség az Gsztradiol akti-
vités tovédbbi estkkentésére, hidroxildldssal. Gyorsan ké-
veti az enzimaktivitds nbdvekedés az Osztradiol adagolast,
valdsziniien igy szabdlyozza a megfeleld Gsztrogén szint
kialakuldste.

Hollander és Stephens /05%/ 8sztrogén figsb NADH,,
oxiddzt mutatott ki az uterusbdl. Tulajdonsigdaiban nagyon
hasonlé az uterus peroxiddzhoz /LiP/, a két enzim hidroxi-
1416 képessdége is hasonld mértékie. kindkét enzim mikddé-—
séhez fenol csoporira, mn2*, NADH, és O,=re van szlkscge
Kis mennyiségi H202 megnoveli aktivitdsukat. A két enzim
kozbtt csupdn azid drzdkenysdpbeli és alacsony hindrséke
leten vald viselkedésben van kiilonbség. Lehetséges, hogy
ilyen csekély eltérés ellendére is szepardltan létezik oxie
da - és peroxidéz az uterusban, de amig a két enzinmet
egyudstél izoldltan nem sikeril ki prepardlni, rem tudjuk
bizonyitani a két enzim kilondllé létét. Amennyiben a per=-
oxiddz és uterus oxiddm két kiilondllé enzim, akkor az ate
talunk viszgélt hidroxildlé enzimek kataldgusat még ki

kell egésziteni az uterus oxidéazzale.
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Az Osztrogének katabolizumusédnak elsl lépései:

Gte

A keletkezd 2-0Hb., mér nagyon kis Osztrogén aktivitdssal
bir. Nagy része kiliriil a vizelettel, kb. 6Ti=a /66/, a
mdsik része a szervezetben marad, és elképzelhetden az
aromds gylri elhasaddsédval /a 2-es &s %-ad szénaton kd-

zott/ kezdetdét vennd a szterdn vdz lebomlésae

5P — o5

2-CHo.

el

czpom o.

liipotézis a szterdn véz aromis gylrijé=
nek lebomlisdardéle.
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Osszefoslalds

Kisérleteinkben az dsztrogén inaktivdlds egyik fon-
tos utjanak, az aromis gyiri 2-es helyzetében térténé hiag-
roxilélésnak az utj&t prébéltuk felderitenie Eredméqyeink
azt mutatjik, hogy @ specifikus hidroxildlé enzimeken ki
vil tobb kilonbdzé enzim is képes betdlteni ugyanazt a
funkeidt. 4 kisérleteinkben vizsgdlt oxiddmek /AO, FO,
peroxidézok/ fontos szerepet jitszanak a szervezet méreg-
telenitéscében az aromds vegylletek detoxikdldsdban, és ez
a tény is megerdsiti azt a feltételezést, hogy az Gsztro-
2én hormonuk = ktivitds cstkkentésdben fontos szmerepilk van
a nem specifikus /hidroxildz/enzim hatdsoknak ise
Vizsgdlatainkkal ezen munkaelképzelésiink aldtémasztdst.
nyert, miszerint a vizsgdlt enziuek hatdsdra j61 kimutat-
haté mennyiségben keletkezett a 2«Uili. A metabolitok agy
része a vizelettel kilril, a masik része a szervezetben
tovébb alakul sokszor alkotdérészeire esik szét, az aromés

pyuri 2ees &5 J=as szénatomja kozdtti hasaddsdvale.

4 vizsgalt enzimek altal katalizdlt reakeidk:

ZQUIIGd. <« 6&. o 5' *—92‘mi6.

N

Ote



Ezuton szeretném megkdszitnni Dr. Latkoviecs Béla

docens urnak, témavezetlmnek, hasznos utmutatédsait és

sokolidalu szakmai segitségét, amelyet a disszertécidm

megirdssdhoz nyujtott.
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