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I. ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Enzimek, mint biokatalizatorok

Az €l6 szervezetben 1év§ folyamatokat ha laboratériumi vagy ipari
méretekben akarjuk megvaldsitani, azt tapasztaljuk, hogy a fiziol6giastol jelentGsen
eltér6 korilményeket igényelnek. Ilyenek példdul a magas vagy alacsony
hémérséklet, a semlegestSl eltér§ pH, az atmoszférikusnal alcsonyabb vagy
magasabb nyomas. Az hogy az €l6 szervezetben ezek a folyamatok fiziologids
korilmények kozott zajlanak, az enzimeknek koszonhets, amelyek hasonléan a
szervetlen anyagok 4ltal katalizalt reakciokhoz az aktivalési energia csokkentésével
fejtik ki hatasukat. Uj, kisebb aktivalasi energia igényi reakcié utakat igényelnek.
Kémiai természetiiket tekintve az enzimek fehérjék, s ez a tény mikodésik,
tulajdonsdguk szempontjabél meghataroz6. Funkciondlis oldalr6l nézve a
legfontosabb jellemvondsuk a specifitdsuk, amely abban nyilvdnul meg, hogy csak
bizonyos anyagoknak csak bizonyos tipusi 4talakitasait képesek katalizdlni.
Kiilonosen kiemelend§ az egyes vegyiiletek optikai izomerekkel szemben valo
fajlagossaguk, a sztercospecifitas.

Az enzimek altal igényelt enyhe reakcié koriilmények €s a fajlagossag azok a
jellemvonasok, amelyek az enzimeket katalizatorként a gyakorlat szamara vonzova
teszik. Nyilvanvald, hogy a gyakorlati alkalmazas szempontjabdl az enzimek
szerkezetének és mikodésének Osszefiiggései igen fontosak. Az ezzel kapcsolatos
kutatdsok hatterét képezik az optimalis gyakorlati alkalmazasnak.

Az enzimek gyakorlati alkalmazhatésidgédnak fontos feltétele a szerkezet
(konformacio) stabilitds, amely szorosan Osszefiigg fehérjemivoltukkal. Az enzimek
oldott formaban valé gyakorlati alkalmazasdnak azonban gatat szab, hogy szamos
esetben nem megfelel a stabilitdsuk, masrészt az altaluk katalizalt reakci6 végén
maguk is szennyezG anyagként maradnak a reakcidelegyben. Szildrd hordozohoz
rogzitett, immobilizalt enzimek alkalmazdsidval az emlitett problémak

kikiiszobolhetSk, a termék elkilonitése utdn ismét felhaszndlhatok. A rogzitett



enzimekkel, mint biokatalizatorokkal mikods reaktorok konnyen kezelhetSk €s jol
szabalyozhat6é rendszerek, amelyek folyamatos tizemmoddban is alkalmazhatok,
csOkkentve a felhasznélas koltségeit.

Munkénk célja volt az aminoacilaz és karboxipeptiddz enzimek ipari
méretben torténd elkiilonitése, hazai alapanyaga, el6nyds tulajdonsagokkal

rendelkez6 hordozok eldallitasa €s az enzimek rogzitése.

Kornyezetkarosité hatasok enzimszintii vizsgalata

Napjainkban a fejlett ipari €s mez6gazdasagi technologia nem nélkiilozheti
a killonboz6 kemikalidk felhasznalasat, azonban ennek nemcsak elényeit, hanem
egyre inkdbb negativ kis€rd jelenségeit is tapasztaljuk. Egyre inkdbb elStérbe keriilt
a kornyezetszennyezés problémdéja. A hetvenes évek elejétdl szinte Gj dgazatként
jelent meg a fejlett ipari orszdgokban a kornyezetvédelmi biokémia. E tudomanyag
alapkutatasként a kornyezetkarosité hatdsokat vizsgédlja molekuldris szinten.
Alkalmazott kutatas szintjén felhasznalja azon biokémiai folyamatok vizsgalatat,
amelyek az alapkutatdsok szerint specifikusan reagdlnak az adott
kornyezetszennyez$ anyagokra (biomonitorozas).

Az utébbi évtizedekben jelentdsen megnovekedett a névényvéds szerek,
peszticidek valamint inszekticidek hasznalata, melyeket kiterjedten alkalmaznak a
mezGgazdasigban €s a haztartasokban is. Szamos vegyiilet a felhasznalas soran
vagy azt kovetSen a csapadék révén bemosodik a természetes vizekbe, ahol
stlyosan karosithatja az €él6lényeket. Kiilonosen vesz€lyesek azok, melyek az €16
szervezetben felhalmozodnak. Ezért igen fontos vizeink Okoszisztémaéjanak
vizsgalata, az ott €15 allatokban lejatsz6dé biokémiai folyamatok megismerése. A
vizszennyezGdések nyomonkovetésére egyre gyakrabban haszndlnak halakat, mint
érzékeny indikatorokat, hiszen azok felhalmozzédk testiikben az idegen mérgez6
anyagokat, melyeket taplalékkal vesznek fol. Bdriikkel, kopoltydjukkal 4llando

kapcsolatban vannak a vizzel, ezaltal a benne 1év6 anyagokkal.



A JATE Biokémiai Tanszékén 1979-ben létrejott a kornyezetvédelmi
biokémiai kutatdsokkal foglalkoz6 munkacsoport, mely feladatdul thzte ki a
kornyezetszennyez€s halakra gyakorolt hatdsanak kimutatasat, els6sorban enzim €s
molekulaszerkezet szintjén. Kutatdsaimmal ennek a csoportnak a munkdjaba
kapcsolédtam be. Célul tdztik ki a halak szovetnekrézist jelz0 transzaminéaz
enzimeinek vizsgdlatat, valamint az ¢€l6 szervezetbe keriilt idegen anyagok

lebontasaban fontos szerepet jatszo maj méregtelenitd enzimek vizsgalatat.



II. MODSZEREK

1. Kisérleti allatok és kezelések

1.1. 200-250 g-os Sprague-Dawley patkdnyokat haszndltunk az aldéz
reduktaz inhibitor lebomlasdnak tanulmanyozasdhoz. Az induktorok €s a gyogyszer
adagolasa intraperitonidlisan tortént. A Cynomolgus majmokat az Alcon
Kutatdlaboratériumban kezelték, az eltavolitott majat szaraz jégen széllitottdk a
laboratériumba tovéabbi feldolgozasra.

1.2. A kornyezetkdrositd anyagok vizsgilatidhoz 850-1200 g tOmegi
pontyoknak (Cyprinus carpio L.) mindkét nem beli egyedeit, illetve a Balaton keleti
medencéjébdl szdrmazé angolna 800-1000 g tomegl egyedeit haszndltuk. Az
allatokat 100 l-es jol levegbztetett akvariumokban tartottuk kettessével. A vizsgalt
hatbanyagokat, a Parquatot (PQ), illetve a Deltametrint (DM) a halak egyhetes
adaptécidja utdn az akvariumok vizében oldottuk fel.

1.3. A halak farokvéndjabol vett vérbsl centrifugdlas utan nyert hemolizis
mentes szérumabdl hatdroztuk meg a transzamindz enzim aktivitasokat. A
kezelések utdn levagtuk a kisérleti dllatokat és majukbdl mikroszémat izolaltunk
(Forlin, 1980) a méregtelenité citokrom P450-fiigg6 monooxigenazok
meghatirozasahoz.

2. Enzimekaktivitasok mérése

2.1. Fehérjetartalom meghatarozasat Lowry €s mtsai (1951) szerint
végeztiik, illetve Schacterle €s Pollack (1973) médositott eljarasat alkalmaztuk.

2.2. Sertésvese aminoacilaz (E.C. 3.5.1.14) aktivitds mérése a reakcioban
keletkezd L-metionin kolorimetrids ninhidrin meghatarozasan alapul (Birnbaum €s
mtsai, 1952, Moore €s Stein, 1948).

2.2. Karboxipeptidaz B (E.C. 3.4.17.2.) aktivitisnak meghatdrozéasa Folk €s

mtsai (1960) szerint tortént, hippuril-1.-arginin szubsztratot alkalmazva.



2.3. A glutaminsav-oxalecetsav transzaminaz (E.C. 2.6.1.1) enzim aktivitasat
Reitman és Frankel (1957) médszere alapjan mértilk a Reanal altal gyartott kitt
segitségével.

2.4.Citokrom P450 tartalom meghatdrozat a ditionittal redukalt,
szénmonoxiddal képzett komplex differencidlspekrumanak mérésével, Omura €s
mtsai (1964) szerint hatéroztuk meg.

2.5. Az 7-etoxikumarin-O-deetilaz (ECOD) aktivitdst Kamatahi €s mtsai
(1980) fluorimetrias modszerével mértiik.

2.6. A 7-etoxirezorufin-O-deetildz (EROD) aktivitast Burke €és mtsai (1985)
nyoman, a deetildlt termék, a rezorufin fluorimetrids mérésével kovettiik.

2.7. Etilmorfin-N-demetilaz (EMND) -

2.8. Benzphetamin-deetildz , valamint

2.9. Aminopirén-N-demetilaz (APND) aktivitasokat a formaldehid
meghatarozéasaval (Nash, 1953), Poland és mtsai (1980) szerint végeztik.

2.10. Para-nitrofenetol-O-deetilaz (pNPOD) aktivitast Shigematsu €s mtsai
(1976) szerint mértiik.



III. FONTOSABB KUTATASI EREDMENYEK ES MEGALLAPITASOK

1. Enzimek szerkezetének vizsgalata

1.1. A sertésvese aminoacilaz aktiv centrumanak felderitése

Koréabban felmeriilt, hogy az aminoacildz altal katalizalt reakcio az €szter
hidrolizishez hasonléan egy acilenzim intermedieren keresztiil halad. Ugyanakkor
tudjuk azt is, hogy az enzim két alegységbdl all6, Zn** iont tartalmazo
metalloprotein, aktiv centrumaban hisztidin oldallanccal. Ezek alapjan felmeriilt a
funkcionalis rokonsag lehetdsége az ugyancsak Zn-tartalma metalloprotein tipusa
peptidazokkal.

Munkank soran azt tanulmanyoztuk, vajon OH vagy SH csoportok vesznek-
e részt a feltételezett acilenzim intermedier kialakuldsdban. Azt tapasztaltuk, hogy
az enzim nem inaktivalédott sem fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), sem
jodecetsav vagy jodacetamid hatasara. EbbGI azt a kovetkeztetést Iehetett levonni,
hogy az aminoacildz aktiv centruma nem tartalmaz aktiv OH vagy SH csoportokat,
igy nem vonhaté analdgia a f6bb endopeptiddzok (tripszin, kimotripszin, papain,
stb) €s az enzim altal katalizalt reakciok mechanizmusa kozott. Az enzim gatolhato
EDTA-val (ctlén-diamin-tetraccetsavval) és reaktivalhaté mind Zn’* mind Co**
ionokkal. A para-hidroxi-merkuri-benzoattal (PMB)-vel végzett kisérleteink
eredményeibsl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az alegységenkénti 2 SH
csoportok koziil az egyik feltehetGen szerepet jatszik a katalitikus 4talakitasban.

Az aktiv OH vagy SH csoportok hidnya és a kétért€kd kation esszencialis
szerepe feltételezni engedi a hasonlésdgot az aminoacildz €s a karboxipeptidaz A,
a dipeptidek hidrolizisét katalizdl6 enzim aktiv centruma ¢&s katalitikus
mechanizmusa kozott. Az irodalmi adatok (Kordel €s Schneider, 1979) és mérési
eredményeink alapjan az aminoacildz aktiv centrumdnak hipotetikus modelljét

allitottunk fel (1. melléklet, Szajani é€s mtsai 1980).



2. Enzimek ipari méreti elkiilonitése és rogzitése

2.1. Enzimek elkiilonitése szelektiv hokezeléssel

Megvizsgdltuk egyes enzimek szervkivonatokban mutatott konformacio
stabilitasat €s azt tapasztaltuk, hogy a rendkiviill heterogén Osszetételli kozeg
jelentGs szerkezet stabilizald hatést fejt ki. Ennek mértéke az egyes enzimek
esetében a kozeg pH-jatol, az alkalmazott hémérséklettSl és a kezelési id6
tartamatol figg. Ennek alapjan felmeriilt a szelektiv h6kezelésen alapuld Gj enzim
izolalasi modszerek kidolgozasa. Ezt az elképzelést az aminoacilaz €s a
karboxipeptiddz B enzimek esetében igazoltuk. A médszer jarulékos elénye, hogy a
szelektiv hékezelés soran kapott denaturalt fehérjébdl allé csapadék jelentSs deritd
hatassal rendelkezik é€s ez a tovabbi tisztitdsi 1€pések szempontjabol nagy

fontossaggal bir.

2.1.1. Aminoacilaz enzim elkiilonitése emlosok veséjébol

Az irodalombdl ismert modszerek hatranyait kikiiszobolve, olyan eljarast
kivantunk biztositani az enzim elkiilonitésére, amely kisszdmu, egyszerien
végrehajthaté miveleti 1€pést igényel, €és nagy fajlagos aktivitasi termeéket
szolgaltat. Kisérleteink sordn a serté€svese vizes extraktumat hdkezeltik,
centrifugaltuk, a felillisz6t ammoénium szulfattal telitettik. A csapadékot
elkiilonitettiik, majd dializaltuk. Két Iépéses kromatogréfias tisztitassal (ioncsere €s
gélkromatografia) rendkiviil tiszta, nagy fajlagos aktivitassal rendelkez8 enzimet
nyertiink. Megallapitottuk, hogy ezzel az eljarassal szarvasmarha-, 16- vagy
nyulvesébdl is nagy tisztasdgad enzim kiilonithetd el. 1983-ban a Biokémiai Tanszék
a Reanal Finomvegyszergyarral kozosen szabadalmi eljardst nyajtott be az

aminoacilaz enzim elkiilonitésére (2. melléklet, Boross €s mtsai, 1980).

2.1.2. Karboxipeptidaz-B elkiilonitése emlsok hasnyal-mirigyébol
Kisérleteink soran olyan eljarast igyekeztiink kidolgozni, amely a kordbban
ismert eljardsok kozOs hatranyat igyekszik kikiiszobolni, amelyekben a

hasnyalmirigy sejtnedvébdl, vagy acetonporabdl indulnak ki. A sejtnedv



Osszegyljtése nehézkes, magas zsir- €s nydlkatartalma miatt gyakorlatilag
megoldhatatlan. Az acetonpor készitése tliz- €s robbandsveszélyes anyagokat
igényel.

Az altalunk kidolgozott eljarasban a sertés hasnydlmirigy autolizalt
homogenizatumat megfeleld higitds utdn hdkezelésnek vetjik ald. Ezzel a
mivelettel az elkiilonitend§ enzimet kisérd fehérj€k nagy részét denaturaljuk. A
denaturalt fehérje nagyfelilleti csapadék formajaban vélik ki a vizes oldatbdl,
magaval ragadva a szennyez$6 anyagok egy részét is. Ezaltal kikiiszobolhets a
hasnyalmirigy acetonpor készités nehézkes €s koltséges mivelete. A denaturalt
fehérjék centrifugalassal torténd elvalasztdsa utan a felilldsz6b6l ammonium-
szulfattal kicsapjuk a szennyez$ fehérjék jelentds részét. Centrifugdlds utdn a
feliilaszobdl ismételt ammonium-szulfatos kicsapédssal nyerjik az enzimtartalmu
terméket. A kivalt csapadékot pufferben oldva, majd vizzel szemben dializadlva a
kiindulasi anyaghoz viszonyitva 120-szoros tisztasagu termékhez jutottunk, amely
tovabbi tisztitas nélkiil, kozvetleniil felhaszndlhaté rogzitett enzimkészitmények
elGallitasahoz (3.sz. melléklet, Dala és mtsai, 1986, 4.sz mell€klet, szabadalmi

eljaras, Boross €s mtsai, 1983).

2.2. Uj tipusi hordozok eléallitasa hazai polimerbazison

A térhalés poliakrilamid gyongyok kémiai mddositasait, beleértve a lugos
dezaminalast Inman és Dintzis 1969-ben dolgoztdk ki. Ez a munkajuk egy “parrent
carrier polimer” hasznalataval lehet6vé teszi, hogy a polimert egymast kovetd
kémiai 1épésekkel specidlis feladatok megoldasdra alkalmas molekula fajtakka
alakitsak at. Az altaluk kidolgozott mddszerek adaptalhatok voltak a Reanal
Finomvegyszergyar altal elGallitott Akrilex-P tipusu (akrilamid-N,N’ -metilén bisz-
akrilamid kopolimer) gélszlirSk esetében.

Kisérleteink soran tanulmanyoztuk az Akrilex-P gélekben lév6 savamid
csoportok részleges hidrolizisének idSbeni lefolyasat kiilonboz$ korilmények
kozott. Kisérleti eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a géleket savval

(példaul sésavval vagy egy€b erGs savval) vagy liggal (példaul natrium-hidroxiddal,



natrium-karbonattal) hidrolizaljuk, a -CO-NH, csoportok koriilbeliil 50 %-a alakul
at karboxil csoporttd, mig a savamid csoportok fennmaradé része még erélyes
reakciokorilmények kozott sem hasad fel. A hidrolizalt kopolimerben tehat a
karboxil csoportok kozé valtozatlan savamid csoportok €kel6dnek, amelyek
kedvezd térbeli helyzetben rogzitik a karboxilcsoportokat.

Annak érdekében, hogy kvantitativ adatokhoz jussunk arra vonatkozodan,
hogy a gél fehérjekotd kapacitdsa, a kotott enzimek fizikai-kémiai tulajdonsagai
hogyan fiiggnek a gélben kialakitott karboxil csoportok mennyiségétdl,
megvizsgaltuk a gélek duzzadasdnak pH-, €és ionkoncentraciotol valo fiiggését.
Varhatoé ugyanis, hogy a gélek fehérjekotd képessége fiigg a duzzadas mértékétdl, a
fehérje szamara hozzéaférhetS belsS térfogat nagysagatol. Eredményeink alapjan
standard koriilményeket dolgoztunk ki meghatarozott karboxiltartalma és
enzimkotd tulajdonsagu gélek eldallitasara (Deér A. doktori disszertacid, 1980; a

Reanal Finomvegyszergyarral kotott kutatasi szerz8dés, szama: 55-30/82).

2.3. Rogzitett enzimek eloallitasa
2.3.1. Aminoacilaz rogzitése és a rogzitett enzim jellemzése

Az aminoacilaz enzim az N-acetil I.-aminosavak hidrolitikus dezacilezését
katalizalja és ennek alapjan alkalmas az aminosavak optikai izomerjeinek
elvdlasztasira. A folyamatos technoldgia megvaldsitasdhoz sziikség volt rogzitett
aminoacilaz eldallitasa.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a rogzités feltételeit. A részlegesen
hidrolizalt Akrilex-P tipust kopolimer aktivdldsdra karbodiimid vegytletként a
vizben oldhaté N-ciklohexil-N’-[2-(4-morfolinil)-etil]-karbodiimid-metil-p-toluol-
szulfonatot (MCD) alkalmaztuk. Megvizsgaltuk a rogzités pH, h6mérs€klet, idS €s
enzimkoncentraciotol valé fiiggését, valamint meghatdroztuk a rogzitéshez
legalkalmasabb MCD koncentraciot.

Meghataroztuk az optimalis korilmények alkalmazasaval elGallitott
rogzitett enzim kinetikai paramétereit (Ku, Vmax), majd stabilitasi vizsgalataink

soran Osszehasonlitottuk a rogzitett és nativ enzim hémérséklet és pH fiiggését.



Mérési eredményeink segitségével az eddig ismerteknél két nagysdgrenddel
nagyobb fajlagos aktivitdsi €s fokozott stabilitdsi enzimkészitményt nyertiink
(Deér A. doktori disszertacio, 1980; 5. mell€klet, Boross €s mtsai, szabadalomi

eljaras, 1980).

2.3.2 Karboxipeptidaz B rogzitése és a rogzitett enzim jellemzése

A rogzitett karboxipeptiddz B enzim készitmények fehérjék és peptidek
C-termindlisdnak meghatarozédsara, tovabba D,L-arginin és D,L-lizin ipari méretd,
rezolvédlasara hasznalhat6 fel. Az irodalombdl ismert enzimkészitmények alapvetd
hatranya, hogy vagy a hordozéba bedgyazva, vagy a hordozohoz laza van der Waals
kotésekkel rogzitve tartalmazzdk az enzimet, igy aktivitasuk rovid ideig tartd
hasznalat utdn is rohamosan csokken. Az intramolekulédris keresztkot€sek
kialakitasaval rogzitett készitmények esetén pedig az enzim szerkezete kdrosodik.

Munkidnk sordn ezeket a hatrdnyokat igyekeztiink kikiiszobdlni.
Enzimhordozdként az Akrilex-C polimert hasznaltuk, aktivaldsara pedig vizoldhato
karbodiimidet. Kisérleteink soran kidolgoztuk a rogzités optimalis korilményeit,
pH, hémérséklet, enzimkoncentracié és kotési id6 fiiggését. Az optimalis
feltételekkel elGallitott enzimkészitmény 0-4 °C-on vizes szuszpenzidban vagy
liofilizalva eltarthatd, jo specifikus aktivitassal rendelkezik, gyakorlati felhasznalas
szempontjabél igen kedvezdnek tekinthet6 (Boross ¢€s mtsai, szabadalmi

eljaras, 1983).

3. Xenobiotikumok hatasanak vizsgalata enzimekre

3.1. Halak transzaminaz izoenzimeinek vizsgalata Paraquat kezelés
hatasara

A Paraquat (PQ; 1,1’-dimetil-4,4’-dipiridilium diklorid) sz€les korben
hasznalt herbicid. Természetes vizeinkbe kerillve akkumuldlédhat a halak
szerveiben (Nemcsok ¢és mtsai, 1987), illetve a szervezet karosodasat,

szovetnekrézist okozhat. Szovetnekrézis sordn a transzamindz €s tejsav-



dehidrogendz enzimek az egyes szervekb8l a vérbe keriilnek €s az ott
megnovekedett aktivitasuk jelzi a szovetnekrdzis mértékét (Asztalos €s
Nemcsok, 1985, 1988).

Munkank sordn célunk volt az eltérd taplalkozasa halakban a transzaminéz
izoenzimek molekuldris alformdinak elvdlasztdsa, hogy jellemzzikk mely szovet
karosodhat a PQ hatasara. A kiilonb6z6 koncentracioéja in vitro kezelések a szérum
GOT (glutaminsav-oxdlecetsav-transzamindz) aktivitds szignifikdns emelkedését
eredményezték, amely szovetkarositd hatasra utal. EltérS taplalkozasa halak (busa,
ponty €s harcsa) madj, illetve sziv szovetkivonatdnak transzamindz molekularis
alformait poliakrilamid gélelektroforézissel elvdlasztottuk. Megallapitottuk, hogy a
kiilonb6zd halak eltérd szamu és eltérs elektroforetikus mobilitdssal rendelkezd
alformakat tartalmaznak. A novekvé PQ koncentracidval, illetve a kezelési id§
novekedésével az egyes alformdk koncentrdcidja csokkent, illetve bizonyos
alformak nem voltak detektalhatok az elektroforetikus gélen. Mindezbdl arra
kovetkeztettiink, hogy PQ kezelés hatdsara a szovetkarosodds a transzaminazok

szintézisének gatlasaval parosult ( 7. szamu melléklet, Deér €s mtsai, 1990).

3.2. Maj méregtelenitd enzimeinek vizsgalata
3.2.1. Aldéz reduktiz inhibitor metabolizmusa maj mikroszoma
enzimek hatasara
Szamos aldehid és aldéz NADPH-fiiggd redukciéval megfeleld alkoholld,
illetve poliollda redukalédik az aldehid, illetve ald6z reduktdzok segitségével.
Kréonikus diabetes esetén a glikéz megemelkedett konverzija szorbitolla
okozhatja a zoldhalyog, illetve tobb sdlyos masodlagos betegség kialakulasat.
Eppen ezért igen nagy jelentSségl volt az aldoz reduktéz inhibitorok gy6gyszerként
torténd alkalmazhatosaganak vizsgalata. Az Alkon Laboratérium (USA) szamos
fluorén hidantoin szarmazékot fejlesztett ki, amelyek lehetséges aldoz reduktaz

inhibitorok.



Kisérleteink soran két, a gyar altal kifejlesztett inhibitor oxidativ
metabolizmusanak biokémiai mechanizmusat vizsgaltuk. Munkdamat az USA-ban, a
Texasi Egyetem Biokémiai Tansz€kén, Austinban végeztem 6sztondijasként.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy patkdny €s majom m4j
mikroszoma enzimek, NADPH-, ¢&s oxigénfiiggd, P450 monoxigenazok,
O-demetilaléasi reakcidval katalizaljadk az ald6z reduktaz inhibitorok elsGdleges
metabolitjainak képz6dését. A demetildlas szelektiv P450 inhibitorokkal gatolhato,
az aktivitds indukalhato fenolbarbital vagy metilkolantrénes kezeléssel. Ez a tény
azt a feltételezést vonja maga utdn, hogy a reakciéban t6bb mint egy
P-450 izoforma vesz részt.

A demetildlasi rekcié az akirdlis kiinduldsi anyagbdl kirdlis terméket
eredményez. VEkonyréteg kromatografidval elkiilonitettiik a primer metabolitot a
kiindulasi anyagtol, majd az enantiomereket HPLC kolonndn véalasztottuk el.
Megallapitottuk, hogy a nem kezelt patkanyok mikroszéma enzimei 4ltal katalizalt
reakcid csak enyhén sztereoszelektiv, mig a metilkolantrénes kezel€s hatdsara
nemcsak az aktivitds emelkedett meg, hanem az egyik enantiomer koncentracioja is
megnovekedett.

Magaval a gydgyszerrel tortént nagydézisi (sokkal nagyobb, mint azt a
terapias kezelésekben alkalmaznak) kezelések eredményeib8l megéllapithattuk,
hogy az aldéz reduktiz metabolizmusanak sebességmeghatarozé 1€p€se nem az
O-demetilalas. Bar ez a reakcio alapvetd €s elsGdleges a lebontdsban, de a tovabbi
oxidaciés reakciokkal szemben nagyfoku rezisztenciat mutat a demetilalt term¢k.

(8. szamua melléklet, Kiss €s mtsai 1992).

3.2.2. Peszticidek hatasanak vizsgialata halak maj méregtelenitod

enzimeire
A piretroid tipusi Deltametrin (DM: (S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl-(1R)-
cis-3-(2,2-dibromovinil-2,2-dimethylcyclopropane-carboxilate) napjainkban sz€les
korben alkalmazott és az egyik legbiztonsdgosabbnak tartott inszekticid hatasat

vizsgaltuk. Szegletes és mtsai (1995) a DM in vivo hatasit vizsgilva a sz€rum



transzaminaz enzimekre, illetve az acetilkolinészterazra, szovetkarositdé hatast
tapasztaltak. Bar a halak xenobiotikumokat metabolizald enzimrendszere jol
tanulméanyozott (Lingstrom-Seppa és Okari; 1990, Soimasuo €s mtsai, 1995),
azonban eddig nem volt iradalmi adat az inszekticid metabolizmusara ponty
esetében. Munkank sordn célunk volt a DM in vivo hatasdnak vizsgalata a ponty
maj méregtelenitd enzimrendszerére, a citokrom P450-fiiggd monoxigenazokra.

Az alkalmazott szubletdlis DM koncentraciOk az egyszeri kezelés esetén
0.2 ug/l illetve 2.0 ug/l kezdeti koncentraciok voltak a vizben 5 napon keresztiil, az
ismételt kezelések esetén 2.0 pg/l, 3 napon keresztiil naponta azonos kindulasi
koncentraciot alkalmazva. Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az igen
demetilaz (APND), etilmorfin-N-demetildz (EMND) és etoxikumarin-O-deetilaz
(ECOD) aktivitasok szignifikdns novekedését eredményezte a kezelést kovets 48
Ora utan. Ez a kezelés a vart hatast okozta, hiszen a legtobb xenobiotikum a
megfeleld izoenzimek indukcidjat eredményezi, amelyek ezeknek az anyagoknak a
metabolizmusaban vesznek részt. Ezzel ellentétben, a 2 ug/l DM kezelés mindegyik
vizsgalt izoenzim aktivitds gatlasat valtotta ki 24 oOraval a kezelést kovetGen. A
legnagyobb mértékd, tobb mint 80%-os gatlast az ECOD aktivitds esetén
tapasztaltunk. Bar a para-nitrofenetol-O-dectilaz (pNPOD) és APND aktivitdsok
72 6ra mulva megemelkedtek, 120 6ra milva a kontroll értékére csokkentek.

A harom napon keresztil ismételt 2 ug/l -es kezelések hatdsara nem
tudtunk citokrém P450 tartalmat mérni, ugyanakkor a P420 tartalom szignifikansan
megemelkedett €s a vizsgalt izoenzimek gatlasat tapasztaltuk. Egyetlen kivétel az
ctoxikumarin-O-dectiliz  (EROD)  aktivitds volt, amely szignifikansan
megnovekedett 48 draval a kezelés utan.

Kisérleti eredményeinb8l azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a DM
alacsony koncentracioban a citokrom P450-fiigg6 monooxigendzok indukcidjat
eredményezi, mely maga utdn vonja az inszekticid gyorsabb metabolizmusat. A

nagyobb koncentriacié és az ismételt kezelések gatld hatdsa valoszinileg az



apoenzim €és a hem csoport kozotti kolcsonhatds megvaltozasanak a
kovetkezménye. Ez a hatds a monooxigenaz reakciok sebességének csokkenés€hez

vezet ( 9. szamu melléklet, Deér €s mtsai, 1995).



IV. EREDMENYEK GYAKORLATBAN VALO ALKALMAZASA

Az aldbbiakbant azokat az enzimeket sorolom fel (zardjelben az irodalmi
hivatkozasokkal), amelyeket az altalunk kidolgozott mddszerrel elballitott
Akrilex-C tipusi hordozéhoz rogzitettek €s valamilyen termék el6éllitasara vagy
egy€b analitikai célra hasznaltak fel

-Aminoacilaz:  aminosavak  rezolvdalasara  alkalmas, a  Reanal
Finomvegyszergyar termékpalettajan rendszeresen szereplé kovetkezd termeékek
elballitasara hasznaljak: D-metionin, D-valin, D-alanin, D-arginin, utébbi kettGt
100 kg-os tételben.

- Karboxipeptidaz B : fehérjék C-terminalisdnak meghatarozasara,
szekvenalasra (Sidi €s mtsai, 1989)

- Tejsav dehidrogenaz: analitikai célra tejsav meghatarozasara biologiai
mintdkbdl (Kotorman €és mtsai, 1991)

- Pszeudokolinészteraz: analitikai reagensként rogzitett forméjat hasznalja a
Reanal Finomvegyszergyar

- Aldolaz és triéz foszfat izomeraz: dihidroxiaceton elGallitasira (Abraham
és mtsai, 1992/a,b)

- Gliikozoxiddz-peroxiddz: halak vérében 1évé glikéz meghatdrozéasa
(Abraham és mtsai, 1993)

- NAD™ kinaz: koenzim termelésre (Simon €s mtsai, 1992)

- Glukoz-6-foszfat dehidrogenaz: koenzim termelésre (Simon és mtsai, 1994;
Kotorman €s mtsai 1994)

- Arginaz: I -ornitin és D-arginin elGallitasara (Dala €s Szajani, 1994)

Kornyezetkarosito hatasok enzimszintii vizsgalatainknak eredményeit is
felhasznalva a JATE Biokémiai Tansz€k pélydzatot nyert el. A Magyar

Miniszterelnoki Hivatal Balaton kutatdsi programja €s a tanszék kozott 1995



oktoberében létrejott kutatasi szerz8dés cime: “A Balaton vizminGségének
biokémiai moddszerekkel valé folyamatos ellenérzése” (szdma: 332/16951). A
palyazat célja egy olyan bioldgiai mérérendszer kialakitdsa, amely lehet6ve teszi a
Balaton és egyéb €l6vizek minGségének folyamatos kovetését halak mdjaban €s

ves€jében.
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