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1. BEVEZETÉS

Napjaink mezőgazdaságának egyik legégetőbb problé­
mája: hogyan lehetne még tovább növelni a termésátlagokat 

a növénytermesztésben. A gépesítés és az uj fajták nemesí­
tése mellett igen fontos szerepet szánnak a szakemberek az 

egyre nagyobb mennyiségben alkalmazott növényvédőszereknek.
A pesztieidek termelésének és alkalmazásának ilyen 

hatalmas mérvű fejlődését azonban nem követte kielégítő mó­
don a környezet szennyezését megakadályozó technológiák és 

berendezések fejlesztése, ill. a növényvédőszereket alkal­
mazó mezőgazdasági munkások megfelelő szintű képzése. Ennek 

eredményeképpen ugrásszerűen megszaporodtak a peszticid- 

mérgezésekről szóló jelentések.
A kemikáliák szennyező hatása legdrasztikusabban a 

vizi Ökoszisztémák stabilitását fenyegeti, hiszen a növény­
védőszerek és gyártási melléktermékeik legnagyobb része a 

vízben jól oldódó vegyületek közé tartozik, A vízben élő 

állatok - köztük a halak is - légzőszerveiken átszűrve a 

vizet, a benne oldott szennyező ágenseket döbbenetes mérték­
ben feldúsítják szervezetükben /Gakstatter, 1968; Yamamoto és 

mtsai, 1977/, ennek következtében anyagcseréjük normális
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menete felborul, idegrendszerük károsodik, stressz-álla- 

potba kerülnek, súlyosabb esetekben elpusztulnak. Ahhoz, 
hogy a pusztulás ill. a szubletális károsodás közvetlen 

okát és pontos mechanizmusát meg lehessen határozni, uj 
megközelitési módot és a hal-toxikológiában eddig isme­
retien módszereket kellett alkalmazni.

Az orvostudomány egyik ága, a klinikai enzimológia 

már évtizedek óta sikeresen használja bizonyos vérszérum- 

enzimek aktivitásának mérését arra a célra, hogy egyes be­
tegségeket még lappangó fázisukban felderítsen ill. adato­
kat szolgáltasson a vizsgált szervezet pillanatnyi állapo­
táról, Ez adta az ötletet, hogy megpróbáljuk a szérumból 
történő enzlm-analizis módszereit adaptálni a hal-toxiko­
lógiába, ás a kísérlet sikeresnek bizonyult /Bell, 1968; 
Kristofferson és mtsai, 1974; Racicot és mtsai, 1975/*
A fentiek figyelembe vételével 1979-ben megalakult munka- 

csoportunk kettős célt tűzött maga elé:
1* Olyan érzékeny és viszonylag egyszerűen mérhető 

enzimológiai jelzőrendszer kidolgozása, és beve­
zetése a hazai gyakorlatba, melynek segítségével 
a kedvezőtlenül megváltozott környezeti tényezők 

okozta károsodások halakból gyorsan és pontosan 

kimérhetek*
2. A mezőgazdaságban nagy mennyiségben alkalmazott
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vizoldékony növényvédőszerek károsító hatásának 

tesztelése ezen jelzőrendszer alkalmazásával ha­
zai haszonhalainkon /ponty/Cyprinus carpio L./, 

fehér busa/Hypophthalmichthys molitrix V./^harcsa 

/Silurus glanis L.//.
A csoporton belül az általunk választott szükebb vizsgála- 

ti terület a szervkárosodások kimutatása volt az amino- 

transzferáz enzimek tanulmányozásának segítségével.
Kísérleteink során in vivo növcnyvédószerekkel ke­

zelt és kontroll halak szérumának aminotranszferáz enzim­
aktivitásait hasonlítottuk össze; megtisztítottuk és jel­
lemeztük az aszpartát aminotranszferáz /ASAT» E*C.2.6.1.1./ 

enzimet, és megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja annak akti­
vitását a kiválasztott növényvédőszerekkel történt in vitro 

kezelés.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2,1. A felhasznált hatóanyagok jellemzése

2,1.1. A paraquat

2.1,1.1. Felfedezése
A kvaterner ammónium vegyületek toxieitását régen 

felismerték, a csoport néhány tagját -igy például a се- 

til-trimetilammónium-bromldot - baktericid tulajdonsá­
guk miatt fertőtlenitőszerként használták. Később észre­
vették, hogy a gombákra is igen erősen toxikusuk, ilyen 

irányú gyakorlati felhasználásukat azonban lehetetlenné 

tette az a tény, hogy rövid idő alatt kiszárították a 

gazdanövényt /Metcalf,1971/.
E felfedezés nyomán indult meg a kutatómunka az ICI-ban, 

melynek eredményeként 1958-ban bemutatták a bipiridilium 

herbicidek mindmáig legjelentősebb képviselőjét, a para- 

quatot /PQ/.
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1, ábra paraquat-diklorid

/1, l-diaietil-4,4-bipiridili urn-dixlorid/

Hatásmechanizmusa nővért.) ebiben2.1.1.2.

A PQ vizben nagyon jól oldódik, majdnem teljesen 

ionodra disszociál. A pozitiv töltésű PQ-ion a növénybe 

bejutva a fotoszintetikus elektrontranszport gátlása ré­
vén fejti ki toxikus hatását. Mivel erős elextronakceptor, 

kompetitive gátolja a ferredoxin redukcióját azáltal,
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hogy elvonja az elektronokat az lé fotoszintetikus 

rendszerből, s Így megakadályozza a NADPH képződését 
/Varga, 198o/. A fenti folyamatban a PQ-ion viszony­
lag stabil, vizoidékony szabadgyökökké redukálódik 

- ezt a reakciót izolált növényi kloroplasztokban is 

sikerült bemutatni - /Kearney és Kaufmann, 1975/* 

Oxigénhiány esetén ezek a szabadgyökök meglehetősen 

stabilak, oxigén jelenlétében azonban gyökionokká re­
dukálódnak, . melyek azonnal visszaoxidálódnak folyto­
nos hidrogén-peroxid képződés mellett. A PQ esetében 

általában a hidrogén-peroxidot tekintik aktiv fitotoxi- 

kus ágensnek, bár lehetséges, hogy más ideiglenes gyök- 

intermedierek is résztvesznek a herbicid hatás kifejté­
sében. A hidrogén-peroxid a sejtmembránt alkotó lipidek 

peroxidációja révén pusztítja a növényt.

2,1*1,3. Toxicltása gerincesekre
A PQ toxicitása jelentősen függ az állatfajtól, 

fajtától és kortól. / I. táblázat /
Hoffman és Eastin /1982/ tőkés récék előkeltetett tojá­
sait PQ tartalmú oldatba mártva, majd tovább keltetve 

megállapították, hogy a herbicid már a mezőgazdasági
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felhasználásra ajánlott koncentráció felénél csökkenti az 

embriók növekedését, embriótoxikus, sőt teratogén hatású.

1. Táblázat A paraquat toxicitása különböző 

állatfajokra / Manzo és mtsai, 

1979 /

Ъ1)5о /rag kg/Kezelési módFaj

szájon át 

hasüregbe 

hasüregbe 

szájon át 

hasüregbe 

hasüregbe 

szájon át 

szájon át 

szájon át 

szájon át

95-143patkány
patkány
egér

tengeri malac 

tengeri malac

33,5
3o,o
22,o
3,o

18,o
35,o
35-50

nyúl

macska
szarvasmarha

5omajom
4-4oember

Emlősökben a PQ mind az intakt bőrön, mind a bélen ke­
resztül nagyon gyengén szivóöik fel - utóbbi esetben
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maximum a lenyelt dózis 5 5ú-a - /Conning és mtsai,1969/, 
azonban a szövetekben már 1 mg/kg PQ jelenléte letális 

lehet / Fisher és mtsai, 1971 /. A vérbe került PQ a 

plazmafehérjékhez gyengén kötődik, a vérben szabad for­
mában koring, gyorsan eljut a szövetekbe /Conning és 

mtsai, 1969/, ahonnan a felszívódott dózis nagy része 

48 órán belül kiürül, 2o-3o #-a azonban a szövetekben 

marad - főként a tüdőben - és csak 2-3 hét alatt távo­
zik el /Fisher és mtsai, 1971/.
Rose és mtsai /1977/ különböző állatfajokból és ember­
ből származó tüdőszeleteket PQ tartalmú közegben inku- 

bálva megállapították, hogy a hatóanyag aktivan kon­
centrálódik az alveolusok epitheliális sejtjeiben egy 

energiafüggő mechanizmus révén, melyet a noradrenalin, 

az 5-hidroxi-triptamin és bizonyos hisztamin-antagonis- 

ták gátolnak.
Ross és Krieger /1979/ patkányokban subcutan PQ injek­
ció hatására a következő mérgezési tüneteket figyelték 

meg: anoxia, tüdőödéma, veseelégtelenség, szivizomnek- 

rózis, felfokozott érzékenység illetve a prosztaglan- 

din és vércukorszint megváltozása. Ezekből a jelekből 
megállapítható, hogy a PQ-nak a tüdő elsődleges, de
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nem egyedüli célszerve, hiszen jelentős mértékben káro­
sította a szivet, a májat, a vesét és a mellékveséket.
A mérgezési tünetek kialakulásának sorrendjét vizsgálva 

yairchter és Wilson /1975/ megállapították, hogy a máj 
és a vese átmeneti működési zavara tapasztalható először, 

majd a tüdő tipikus pathológiás léziója, és az ennek- kö­
vetkeztében kialakuló légzési elégtelenség, mely a leg­
több esetben pusztuláshoz vezet.
Jelenlegi ismereteink szerint a PQ-nak nincs adekvát an- 

tidotuma*

Hatásmechanizmusa emlősökben mérgezésnél2.1.1.4.
Valószinü. hogy a PQ toxikus hatását emlősökben 

hasonló módon fejti ki, mint a gyomnövényekben. /2,ábra/ 

A sejtekbe bejutott PQ az emlősökben is NADPlI-igényes 

oxidációs-redukciós körfolyamaton megy keresztül, eköz­
ben az Gg-ból nagyon aktiv szabadgyökök keletkeznek 

/pl. szuperoxid szabadgyökök, Og /» melyek a sejtmembrán 

telítetlen lipidjelt megtámadva lipidperoxidokat hoznak 

létre /Bus és mtsai, 1974/.
Jelenlegi ismereteink alapján a PQ-toxicitás három té­
nyező következményeként jelentkezhet:
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1, Lecsökken a EADPH intracelluláris koncentrá­
ciója, ez meggátolja a zsírsavak ill, az ösz- 

szetett lipidek szintézisét /utóbbiakból épül 
fel a tüdőben az alveolusok falának védőrétege/ 

/Fisher, 1977/,
2, A szabadgyökök által okozott lipidperoxidáció 

következtében károsodik a sejtmembrán és a sejt 

funkcionális integritása megszűnik,
3, A mitokondriális elektrontranszfer reakció szét­

kapcsolása miatt megszakad a sejt energia-után­
pótlása /Ogata és Hasegawa, 1978/,

A lipidperoxidáció részvételét a PQ-toxicitásban alátá­
masztja Block /1979/ azon megfigyelése, hogy normál és 

E-vitaminhiányos patkányokat bo mg/kg PQ-tal intraperi- 

toneálisan kezelve az utóbbiaknál a túlélési % és idő 

drasztikusan lecsökkent. A PQ kezelést megelőzően több­
ször beadott E-vitamin adag /1 mg/kg/nap/ a toxikus ha­
tás kialakulását gátolta, mivel feltehetően antioxidáns- 

ként résztvesz a PQ által megindított szabad&yökös lánc­
reakciók lezárásában, Kehrer és mtsai /1979/ megállapí­
tották, hogy a hiperoxia növeli a PQ akut toxicitását 

patkányokban; a csökkent oxigéntenzió ellentétes hatását 

Fisher /1977/ irta le. Ezek további bizonyitékai annak,
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hogy a PQ indukálta sejtkároaodásoan lipid jíeroxidáció 

főszerepet játszik.

oxidált paraquat 

edukált paraquat 

oxidált paraquat

NADPH + H’" 
NADP[■ 0,

SÓDo; *- H/vo,-H+

(/q többszörösen
telítetlen üpidek^

lipid
peroxidáció

E vitamin
lipid GSH lipid lipid

peroxidáz hidroperoxidok szabadgyökok
7alkoholok

2. ábra A paraquat toxicitásának feltételezett 

mechanizmusa emlősökben /Block, 1979/

Ellentmondanak a fentieknek Kornbrust és Mavis /196о/ ill, 

Steffen és mtsai /19Во/ mérései, akik patkány és egér 

mikroszómával végzett in vitro és patkánnyal végzett in 

vivo kisérletek eredményeként arra a következtetésre jutot­
tak, hogy a lipid peroxidáció nem ill, csak mellékhatásxént 
vesz részt a PQ toxicitásának kifejlődésében.
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Az ellentmondás lehetséges oxára Matkovics és mtsai./198о/ 

világítanak rá: egerek különböző dózisa PQ kezelését köve­
tően azt tapasztalták, hogy a dózis emelésével /12o rag/xg-*' 
3oo m^/kg PQ/ a lipidperoxidáció e^yes szervekben a kontroll 
szintre, sőt az alá csökkent. Elképzelésük szerint lehet­
séges, hogy a PQ az alacsonyabb koncentráció-értékeknél 
aerob elektrondonorxént hat elősegítve az 0^ gyök képződé­
sét, mi0 a koncentráció növekedésével elektronakceptorrá 

válik, csökkentve a lipidperoxiciációt.
A PQ indukálta lipiuperoxidáció ellen az emlősök szerveze­
te több módon védekezik /Block, 1979/í

1. A szuperoxid gyököt a szuperoxid-dizmutáz enzim 

/SÜD/ gyorsan átalakítja molekuláris oxibénné
és hidrogén-peroxiddá /utóbbit a kataláz hatásta­
lanítja/.

2. Az endogén antioxidánsok /pl. Е-vitamin/ megsza­
kítják a szabadgyök-katalizálta peroxidativ lánc­
reakciókat.

3« A glutation-peroxidáz rendszer enzimeinek /GSH- 

peroxidáz, glükóz-e-foszfát dehidrogenáz/stimu­
lációja, melyek a lipidperoxidokat méregtelenitik 

stabil iipidalkoholokká alakitva őket.

fs.
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Mezőgazdasági alkalmazása 

A PQ széles körben alkalmazott növényi deszikkáns. 
Hatásmódját tekintve átmenetet képez a kontakt és sziszté- 

mikus szerek között, Posztemergensen, levélherbicidként al­
kalmazzák, mivel a lombozatból gyorsan transzlokálódik, üem 

szelektiv hatású, minden növényt -melynek felületére ráper­
metezik- pár napon belül elpusztít, Talajherbicidként nem 

használható fel, mert ioncsere révén azonnal adszorbeálódik 

a talajkolloidokon, ezáltal inaktiválódik, s Így hatását nem 

képes kifejteni. Ez az oka, hogy a PQ-ot gyakran alkalmazzák 

kémiai szántás céljából, totális gyomírtószerként olyan te­
rületeken, ahol a talajerózió súlyos problémákat okoz/üádasy, 

1979/,
Hazánkban az alábbi PQ-tartalmú készítményeket forgalmazzák:

• 2,1.1,5,

25 % 

28 %

PQ-diklorid
PQ-dimetil-szulfát

GRAMOXOHE
GOMEX

Ajánlott felhasználási mennyiségek GRAMOXOHE-permetezés ese-
’ 2 tén lo ooo m

vetés előtti gyomirtásra 

sik legelők felújításánál 7,8-12 1
/Kónya és mtsai, 1982/,

-re;
/87,5-130 mg KD/m2/ 

/195- 5oo mg XD/m2/
3,5-5,2 1
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2*1,2* A rcz-jsulfát

A fémek gombaölő hatása2*1* 2*1*
A fémtartalmú fungicidek gombaölő hatását a belőlük 

keletkező fémkationok biztosítják,
A különböző fémek kationjainak relativ fungitoxicitása a 

következő sorrendben csökken:
Ag, Hg, Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Co, Zn, Fe, Ca /Cremlyn, 1978/, 
Jól megfigyelhető, hogy a toxicitás összefügg a fémek peri­
ódusos rendszerben elfoglalt helyével, hiszen a felsoroltak 

a kálcium és az ólom kivételével a d mező elemei közé tar­
toznak. A periódusos rendszer egy oszlopán belül a toxicitás 

nő a fémek atomtömegével. A gombatoxicitás fokát valószinü- 

leg az ionizálatlan férakomplexek sejtfalhoz kapcsolódó ko­
valens vagy koordinációs kötéseinek erőssége szabja meg, mely 

a fémek relativ kelátképző képességétől, a féra-szulfid stabi­
litásától és a kationok elektronegativitásától is függ 

/Lukens, 1971/.

A réz-szulfát hatásmechanizmusa gombákban2.1.2.2.
A szervetlen rézvegyületek ^ombaölő hatása azon ala­

pul, hogy a sejt belsejébe jutó Cu-ionok komplexeket képez­
nek a gomba fehérjéinek tiol- és aminocsoportjaival, ennek
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következtében a gomba létfontosságú enzimei és egyéb pro­
teinjei nem specifikus módon gátlódnak /Nádasy, 1979/.

2+Alihoz, hogy a Cu-ionok ki tudjak fejteni fungicid hatásu­
kat, át kell jutniuk a gomba sejtfalán* Mivel a komplexbe 

vitt Cu*-ionok lipoid oldhatósága jelentős mértékben megnő, 
komplexképző vegyületeket alkalmaznak* így a fungitoxikus 

férakation könnyebben bejut a sejtbe, ahol a komplex disz- 

ssociál, és a Oution kifejti hatását.

2.1.2.3* Toxicitása gerincesekre
A halakra a vizbe kerülő rézszennyeződés két utón 

fejt ki kedvezőtlen hatást:
1, a táplálékukat jelentő alsóbbrendű élőlények 

mennyiségének csökkentése /közvetett hatás/
2. a halak szervezetének közvetlen károsítása
A vizbe jutó rézvegyületekből ledisszociáló Cu-ion 

már 2 mg/1 koncentrációban jelentős toxikus hatást fejt ki 
a baktériumokra /Singleton és Guthrie, 1977/, csökkenti a 

vizi baktérium-társulások stabilitását, ezáltal felborít­
hatja az egész vizi ökoszisztéma természetes egyensúlyát, 
Vinner és Parrell /1976/ vizsgálatai szerint egyes vizibol­
ha populációk /Daphnia magna, D. pulex, D. parvula, D. am- 

bigua/ o,o4 mg/l Cu-tartalmú vízben 72 óra elteltével je­
lentős egyedszámcsökkenést mutattak.
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Régóta ismert az a tény, hogy a szerves vegyülctek- 

hez kapcsolódó réz nem toxikus hatású, a réz hal-toxicitása 

szervetlen vegyüloteihez kapcsolható /Sprague, 196*3/. A réz 

halakat károsító hatását számos környezeti tényező befolyá­
solja /pl. a viz pH-ja, keménysége és komplexképző képessé­
ge stb./. Chakoumnkos és mtsai. /1979/ 3-lo g-os gyilkos 

pisztrángok /Salmo clarki/ akut LC^Q értékét határozták meg 

96 órás réz-kezelést követően különböző keménységű és pH-ju 

vizekben. A réz hét eltérő oldhatóságu formáját összehason­
lítva a következőket találtálc toxikusnak az adott körülmé­
nyek között: Oution /alacsonyabb рН-értékeknél/, CuOH és 

CuOh2 /magasabb pH értékeknél/. Megfigyelésük szerint a viz 

keménysége és a benne fololdott egységnyi rézvebyület toxi- 

kussága fordított arányban áll egymással.
Yamamoto és mtsai. /1977/ két hétig o,l mg/1 réz-szulfát 

tartalmú vízben tartott ponty szerveinek réztartalmát a 

kontroliéval összevetve azt tapasztalták, hogy a hepato- 

pankreász, a kopoltyuk, a bél és a vese réztartalraa szigni­
fikánsan /2-6-szorosára/ megnövekedett.
Drbal és Svobodová /198о/ kút- ill. tavi vízben tartott 

egy- és kétnyaras pontyokat 1 mg/l CuSO^ H20-tal kezeltek, 

majd 48 óra elteltével szerveik réztartalmát az azonos kö­
zegben tartott kontrollokéhoz hasonlították. Mindkét esetben
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a halak kopoltyúsában dusult fel a legnagyobb mértékben a 

réz /kutvizben a kontroll 3,5-szörösére, tavi vízben 1,8- 

szorosára/, A különböző mértékű akkumuláció magyarázata a 

szerzők szerint az lehet, hogy a tavi vízben a réz-szul­
fátból komplex- és rosszul oldódó rézvegyületek képződnek,

A réz ilyen mértékű feldusulása a halak legfontosabb 

szerveiben minden bizonnyal megakadályozza az alapvető lét- 

fenntartó mechanizmusok fiziológiás működését. Ezt a felte­
vést alátámasztják a következő adatok is: 3o-95 g-os pata­
ki pisztrángokat /Salvenius íontinalis/ 6 napig 24-67,5 

,ug/l Cu-iont tartalmazó vizben tartva, azok vérképe jelen­
tősen megváltozik a kontrollokéhoz képest, jelezve a fém­
ion által közvetlenül ill, közvetve kifejtett kárositó ha­
tást, és az ennek ellensúlyozása céljából beindult folya­
matokat /McKim és mtsai, 197o/,
Kedvezőtlenül befolyásolja a viz réz-szennyeződése a benne 

élő halak tápanyag-hasznosítását is. Gyengén savas kémhatá- 

su /pH 6,о/, lágy vizben 2o yug/l Cu-ion 25 %-kal /!!/ csök­
kentette 5-6 g-os szivárványos pisztrángok /Salmo gairdneri/ 

növekedésének mértékét /Waiwood és Beamish, 1978/,
A réz-mérgezés emlősökben az esetek legnagyobb részé­

ben gasztroenteritiszt okoz, mely igen gyakran elhullást ered 

menyez, A réz-szulfát ALD^0 értéke patkányokra 3oo mg/kg.



18 -

2*1.2.4« Mezőgazdasági alkalmazása
A réz-szulfátot a XVIII* században használták elő­

ször csávázószerként búza kóiiszög ellen ill* herbicidként 

gabonában évelő gyomok irtására* Felhasználásában ugrás­
szerű növekedést jelentett a bordói lé felfedezése, melyet 
eredetének helyéről neveztek el. A szer CuSO^-ot /4,5 kg/ 
és Ca/0H/2*“Ot /5,5 kg/ tartalmaz /454 1/ vizben oldva. Ak­
tiv hatóanyaga valószinüleg a tribázisos réz-szulfát 

/CuSO^^Cu/OH/g/, kémiája és pontos hatásmódja igen bonyolult, 

A bordói lé protektiv, széles hatásspektrumú és nosz- 

szu hatástartamu gorabaölőszer. Csaknem kizárólag levélfungi- 

cidként alkalmazzák, igen hatásos a Peronospora, a Phytophtho­
ra és a Cercospora fajok ellen. Szőlőperonoszpora ellen o,5- 

1,5 %-os, gyümölcsfák, szántóföldi növények és zöldségfélék 

gombabetegségei ellen o,2-2 %-os töménységű bordói lé alkal­
mazását ajánlják a növénytermesztőknek /Kónya és mtsai, 1982/. 
Ez Cu-ionra átszámítva 0,75-2,25 g/l ill. о,5-3 g/l koncentrá­
ciót jelent, amely a vizbe kerülve tiz- sőt százezerszeresé­
re higulva is erősen mérgező a halakra,

A réz-tartalmú fun&icideket napjainkban is nagy meny- 

nyiségben használják a mezőgazdaságban, A szakemberek szerint 

az ezredfordulóig nélkülözhetetlenek lesznek a haszonnövények 

ьотЬа elleni védelmében.
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A hazánkban kereskedelmi forgalomban kapható, réz-szulfá­
tot tartalmazó szerek:

RKZGÁLIC 96 % réz-szulfát 

45 % réz-szulfát 

55 % oltott mészpor
BAKONY bordói lé

alapanyag

2*1.3# A methjLdathion

A kolinészteráz gátlószerek hatásmechanizmusa és2.1.3.1.
toxicitása

A gerinceseknél és a rovaroknál egyaránt fontos sze­
repet játszik az idegrendszer működésében az acetilkolin- 

észteráz enzim. Működése során a kolinerg rostok szinapszi­
saiban neurotranszmitterként funkcionáló acetilkolin mole­
kulákat -miután azok szerepüket ellátva átjuttatták az in­
gerületet egyik idegsejtről a másikra- hidrolizálja el ko- 

linra és ecetsavra. Az enzim aktiv centruma két fő részből 
áll: az anionoei helyből, amely negativ töltésű és a szubszt- 

rát kationos részét köti meg, valamint az ^sztérkőtőhelybői, 

ahol egy szerin-hidroxil csoport lép reakcióba a szubsztrát 

elektrofil karbonil szénatomjával. /3. ábra/
Ha az acetilkolinészteráz enzim működése valamilyen okból
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karosodig, a felszabadult acetilkolin felgyülemlik, és 

megakadályozza az ingerületétvitelt.

+ H2ok о 
(CH,), N-CHj-CHj-OH VcQ

(СН3),Ы-СН-СНгО-С-СН,
нО С-СНз

I(-) 0=0=
észterkötó

hely
anionos

hely acetilált enzim

gyors hidrolízis

(CH3)3N-CH2-CH-0H + CH'COOH +
0

I(-)
regenerálódott enzim

3. ábra Az acetilkolinészteráz enzim működése 

/Cremlyn, 1978/

Ez adta az ötletet, hogy olyan rovarölőszert keressenek, 
amely megbénítja a rovarok idegműködését, s Így született 

meg az inssekticidek, sőt a peszticiaek mindmáig le^népe- 

sebu csoportjának, a szerves foszforsavésztereknek a csa­
ládja.
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Ezen vegyületcsoport szinte minden tagja a következő szer­
kezeti képlet szerint épül fel:

0/S/ R2: alkil-, alkoxi-, amino- 

csoport
savmaradék vagy savas 

karakterű csoport 

/Wádasy, 1979/

R1
\ ^
XP

Rl»

Acil:Acil' 2

Hatásmechanizmusuk azon alapul, hogy kompetitiv inhibitorai 
az acetilkolirmak; képesek bekötődni az anionos helyre és 

reagálni az észteidcötőhely szerin-hiuroxil csoportjával, 

foszforilálva azt, ezáltal gátolva az enzim aktivitását. Mi­

vel a p-0 kötés jóval erősebb, mint a C-0 kötés, ezért las­
sabban hidrolizál, sokkal hosszabb idő telik el addig, mig 

az enzim újra aktivvá válik. Ezalatt az aeetilkolin-szint 

egyre növekszik, majd beáll az endogén acetilkolin-mérgezós. 
Emlősökben a mérgezés tünetei egyrészt a nikotin mérgezés 

/izomrángások, ingerlékenység, izombénulás/, másrészt a 

muszkarin mérgezés tüneteire /hányinger, fájdalma*., izzadás, 

foxozott vizeletürités, légszomj, tüdőödéma/ hasonlítanak. 

Súlyos esetben előbb tudatzavar, ájulás lép fel, majd bekö­

vetkezik a pusztulás /Eádasy, 1979/*
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A foszforilezett enzim reaktiválódását a hidroxil-imino- 

csoportot tartalmazó ve^yületek gyorsíthatják.

A methidathion raetabolizausa és toxicitás^2.1.3.2.
A Ciba-Geigy céb 1966-ban mutatta be uj, szervetlen 

ioszforsavészter uipusu inszenticid hatóanyagát, amely a 

methidathion fantázianevet xapta.

CHP\
p4сир' 4S-CH2 0

/

5NX/

0CH3

4. ábra A methidathion képlete /S-2,3-dihidro-3-me- 

toxi-2-oxo-l,3,4-tiadiazol-3-ilmetil-O,O-di- 

metil-foszforoditioát/

A methidathion /ED/ némi atkaölő tulajdonsággal rendelkező
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loko-szi3ztémikus, azaz a növények epidermiszébe behatolni 
képes, de onnan tovább nem transzportálódó rovarölőszer.
Ahhoz, hogy AChE-bénitó hatását kifejthesse -ugyanúgy, mint 

a többi P=S kötéssel rendelkező, un. tiofoszforsav-észternek- 

ezt megelőzően oxidativ deszulfuráláson kell keresztül men­
nie. Ezt az átalakulást gerincesekben és rovarokban az un. 
kevert funkciójú oxidáz /MFO/ enzimek, mig a növényekben va­
lószínűleg a peroxidáz enzimek katalizálják /Eto, 1974/. Ez 

az aktiválódás azonban a legtöbb esetben -Így a MD-nál is- 

egyuttal a lebontás első lépcsője is. Chopade és Dauterman 

/1981/ patkány és egér máj mikroszómális frakciójában vizs­
gálták a MD in vitro metabolizmusát, és azt tapasztalták, 

hogy a minimális különbségektől eltekintve a fő utak mindkét 
faj esetén azonosak voltak: a P=S kötés enzimatikus hidrolí­
zise, a heterociklusos gyűrű leszakitása, az oxidativ deszul- 

furálás, ill. a demetilezés.
A MD in vivo metabolizmusa és kiürülése mind az állatokban, 

mind a növényekben viszonylag gyors folyamat /Esser és Müller, 

1966/.
KcLeese és Metcalfe /1979/ a MI) 48 órás és 96 órás ЬС^0 ér­
tékét a homárra /Horaarus americanus/ 14 ill. lo jug/l-ben ál­
lapították meg.
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Per orálisan két éven keresztül naponta adagolt WD patká­
nyokban o,2 mg/kg-os, rhesus majomban o,25 mg/kg-os dózis­
ban nem fejtett ki detektálható káros hatást /Martin és 

Worthing, 1977/*

2* Táblázat értéke külön-A methidathion akut LD^0 

böző állatfajokra /Martin és Worthing,

1977/

ALD5o /mg/kg/Kezelési módFaj

szájon át 

szájon át 

szájon át 

szájon át 

szájon át 

szájon át 

bőrön át

patkány
egér

25-54
25-70

25tengerimalac
3oaranyhörcsög
63-Sonyúl 

. tyuk 

patkány
8o

15o
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Mezőgazdasági alkalmazása2.1,3,3.
Elsősorban a gyümölcsösök és a szőlő rovarkártevői, 

valamint a burgonyabogán ellen alkalmazzák, de sikeresen 

bevethető pajzstetvek ellen is. /3, táblázat/
Hazánkban nagyüzemi felhasználásra engedélyezett készítmé­
nye:

4o % methidathion 

A szer alkalmazása esetén a munkaegészségügyi várakozási 
idő 8 nap, az élelmezés-egészségügyi várakozási idő 28 nap, 
a hatóanyag engedélyezett maradékértéke o,2 mg/kg.

ULTRACID 40 WP
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Az aszpartát aminotranszferáz és az alanin amino­
transzferáz enzimek jellemzése

2,2.

A ^ranjszaroináláa

Keister /1955/ definíciója szerint: a transzaminá- 

lás az a kémiai reakció, amelyben egy aminocsoport adódik 

át egyik üjolekuláról a másikra az ammónia közvetítő rész­
vétele nélkül. A folyamatot Herbst és Engel /1934/ irta le 

először.
A fenti reakciót katalizáló aminotranszferázok /korábbi ne­
vükön transzaminázok vagy aminoferázok/ széles körben el­
terjedt enzimek, egyaránt megtalálhatók mikroorganizmusok* 

ban, növényekben, alacsonyabbrendü és magasabbrendü álla­
tokban .
A transzaminálási reakció általános mechanizmusa a következő:

2.2.1.

COOHCOOHCOOH COOH
^aminotranszferáz + ch-nh2ch-iih2 + C=0 C=0enzim

r2R1R1 R2

/R^ és R2 az amino- illetve ketosavak közös szénváza/

A folyamat egyensúlyi állandója kb. 1, tehát reverzibilis­
nek tekinthető.
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Az aminotranszferáz enzimek koenziraként piridoxál-5-fosz- 

fátot /FLP/ tartalmaznak, mely valószínűleg heterociklu­
sos gyűrűjének pozitiv töltésű nitro0énje révén kötődik az 

apoenzimhez. A reakció során a koenzim az amino- és ketosa- 

vakkal felváltva reagál, s 1оУ viszi át az aminocsoportot 

a donorról az akceptorra /í?. ábra/.

к, =o

R.=0

A piridoxál-b-foszfát koenzim részvétele 

a transzaminálási reakcióban /Farkas,1973/ 

/K-^H-KHgí kiinduló aminosav; Е^=Ю:keletkező ketosav; к-3501 

kiinduló ketosav; RgH-IíIn,: keletkező aminosav; I;enzimhez 

kötött PLE; Ilspiridoxamin-foszfát /
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A translaminálás révén nemcsak a természetben előforduló 

L-</-aminosavak nagy része alakulhat át keto-analógjává, 

hanem néhány aldehid, amid, és oű-aminosav, sőt egyes 

D-aminooavak ill. nem aminokarbonsav tipusu vegyületek is 

/Keister és Tice, 195o; Meister, 1955; Hug és Werkman,1957; 
Martinez-Carrion és Jenkins, 1965/.
Ezáltal a transzaminálás lehetővé teszi a szénhidrát-, a 

lipid- és a fehérjeanyagcsere közötti kölcsönhatást, ki­
szolgálva ezáltal a szervezet gyakran változó igényeit 

/Bell, 1968/.
Pontos szerepet játszanak a transzaninálási reakciók a ké­
sőbbi lebontásra kerülő aminosavak aminonitrogénjenek „visz- 

szaraentésében"/ezt a feladatot más alternativ mechanizmusok­
kal együtt végzik/.

2.2.2.

2.2.2,1. Izoenzimek
Az aminotranszferáz enzimek népes családjának leg­

gyakrabban vizsgált, ezáltal legismertebb képviselője az 

aszpartát aminotranszferáz /ASAT, ЕС 2.6.1.1.; L-aszpartát: 

оС-ketoglutarát aminotranszferáz/, korábbi nevén a glutamát- 

oxálacetát transzamináz /GOT/ enzim.



• Зо­

ля enzim által katalizált reakció vázlata:
L-aszpartát 4- eC-ketoglutarát - 

Az ASAT enzimmel kapcsolatos első közlemények közül kiemel­
kedik Hird és Rowsell /195o/ eredménye, akik patkány máj ci- 

toplazraatikus és raitokondriális frakciójában egyaránt jelen­
tős ASAT aktivitást mutattak ki. E felfedezés alapján szüle­
tett meg az ASAT izoenzimek létezésének vagy legalábbis az 

enzim sejten belüli elkülönülésének elmélete. A közvetlen 

bizonyítékra tiz évet kellett várni, ekkor Pleisher és mtsai. 
/i960/ kutya, sertés és emberi szívből elválasztották a két 

enzimformát, és rámutattak, hogy bizonyos tulajdonságaik je­
lentősen eltérnek. Ezáltal nyilvánvalóvá vált, hogy az ASAT 

enzim emlős sejtekben két izoenzim formájában fordul elő.
Borst és Peeters /1961/ bebizonyították, hogy a két izoenzim 

egyike a mitokondriumokba zárva található.
Az ASAT vizsgálata egyre több fajra és szervre ter­

jedt ki: többek között patkány májból /Boyd, 1961/ és agyból 
/tfagee és Phillips, 1971/, emberi májból és szivből /Üissel- 

baua és Bodansky, 1964/, csirke májból és szivből /Shrawder 

és Martir\ez-Carrion, 1973/ és delfin izomból /Owen és Hochach- 

ka, 1974/ sikerült elkülöníteni, tisztítani és jellemezni a 

két izoenzimet.

7 oxálacetát 4- L-glutaraát
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Kiderült, hogy a fentieknél korábban megtisztított 

enzimpreparátumok általában csak a citoplazmatikus vagy 

más néven anionos /ASAT./ izoenzimet tartalmazták, az ér- 

zékenyebb mitokondriális azaz kationos /ASATm/ izoenzim 

valószínűleg már a tisztítás első lépéseinél inaktiváló­
dott /Braunstein, 1973/.

A legtöbb adat a könnyen beszerezhető sertés szív 

ASAP izoenzimeiről áll rendelkezésünkre /Jenkins és mtsai. 

1959; Banks és mtsai, 1968/*
A fenti forrásból tisztított ASAT_ enzimmolekula

V

tömegét Banks és mtsai. /1968/ ultracentrifugás és gél- 

szüréses vizsgálatok alapján 78 6oo-nak határozták meg, 
napjainkban az általánosan elfogadott érték 9o ooo körül 
mozog /Braunstein, 1973/. Egy molekula tisztított ASAT 

enzim két PLP koenzimet tartalmaz stabilan kötve az apó- 

enzim llzin-oldalláncaihoz aldimin kötéssel /Meister,

i!

1965/.
A két izoenzim jól elválasztható egymástól CM- 

vagy DEAE-cellulózon végzett ioncserés krómatográfiával, 

papirelektroforézissel /Fleisher és mtsai, i960/, szacha­
róz grádiensben végzett zónáéiektroforézissel ill. diffe­
renciál centrifugálással /Boyd, 1961/, keményitő gélelekt- 

roforézissel /Martinez-Carrion és mtsai, 1967/,
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poliakrilamid gélelektroforézissel /Banks és latsai,1968/, 
illetve izoelektrornos fókuszálással /Rej, 19В1/.

Kromatográfiás viselkedésükön és elektroforetikus 

mobilitásukon kivül as ASAT izoenzimek különböznek akti­
vitásuk pH-függéseben /Doyd, 1961/, immunokémiai tulaj­
donságaikban /llisselbaum és Bodansky, 1964/, a szubsztrá- 

tokhoz való affinitásukban /Fleisher és mtsai, i960/ és 

primer szekvenciájukban /Teranishi és mtsai, 1978/. En­
nek alapján nagy biztonsággal állítható, hogy genetikai- 

lag elkülöníthető, valódi izоenzimekről van szó.
Szerepük az anyagcserében különböző, eltérő mecha­

nizmusok szabályozzák őket, működésűk azonban szorosan 

összehangolódik az un. malát ingában betöltött szerep révén.

Molekularis alformák2.2.2.2.
Decker és Rau /1963/ patkány szerveinek nyers noao- 

genizátumából keményítő öélelektroforézissel szétválasztva 

az ASAT izoenzimeit azt tapasztalták, hogy a zimogramon 

kettőnél több esik jelent meg, jelezve az egyes izoenzimek 

heterogenitását.
Block és mtsai, /1964/ emberi szérumból, Gabrielli 

és Orí'anos /1968/ patkány szérumából és májából mutattak 

ki uj ASAT frakciókat, melyekről kiderült, hogy nem további
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izoenzimek, hanem a meglevő kettő molekuláris alformái.
Ezt bizonyítja, hogy az egyes izoenzimek aiformái nem 

különböznek egymástól szignifikánsan molekulaméretben, 
primer struktúrában és immunokémiai viselkedésben /Bra­
unstein, 1973/.

Martinez-Carrion és mtsai, /1965/ sertés szívből 
tisztított ASAT_ izoenzimet vizsgálva megállapították, 

hogy három alformát tartalmaz, melyet növekvő elektrofo- 

retikus mobilitásuk és specifikus aktivitásuk szerint 

(3 és J formának neveztek el /az ASA5\fl-nél szintén talál­
tak alformákat/, Eredményeik szerint az alformák két egy­
mást követő ioncserés kromatográfiás lépéssel egymástól 
jól elválaszthatók.
Későbbi közleményükben /Martinez-Carrion és mtsai, 1967/ 
már négy ASAT_ alformát irtok le, melyek között a legfőbb

v

különbség a koenzira kötésének aktiv /c<rés(3/ ill. inaktiv 

/у,<Г/ módja* Tárolás alatt az alformák öregszenek 

az és p frakciók egy része inaktiválódik, mert a koenzim 

kötődése megváltozik,
John és Jones /1974/ ill. Rej /1981/ eredményei 

ezzel szemben azt sugallják, hogy az alformák kialakulá­
sának oka nem a koenzim kötési módjának megváltozása, ha­
nem az aszparagin- és ^lutamin-oldalláncok dezaminálódása*

azaz
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2.2.2*3. A szervkárosodás .jelzése
Az ASAT enzim a legtöbb emberi és állat szövetben 

előfordul, de aktivitása széles határok között változik. 

Az ASAT enziaszintek kutyában a következő sorrendben nö­
vekednek: tüdő, here, agy, vese, vázizom, máj és szivizom 

/Dubach, 1957/.
Normál emberi /és patkányból származó/ szövetekben a fen­
tiektől kissé eltérő sorrendben nő az összaktivitás: lép, 

tüdő, here, vese, máj, agy, vázizom és szivizom /Agress,

1959/.
Mivel a fenti szövetek enzimtartalma több ezersze­

rese a vérben keringő mennyiségnek /Bell, 1968/, a szer­
vezetben előforduló szövetkárosodás a szérum ASAT aktivi­
tásának jelentős növekedését eredményezi, s ezáltal igen 

jól detektálható /Karmen és rotsai, 1955/.
A szérum enzimszint mérése spektrofotometriásán 

/Karmen, 1955/ és kolorimetriásan /Reitman és Frankel,
1957/ egyaránt megoldható. A módszernek egyszerűsége és 

pontossága mellett nagy előnye, hogy a szérumok lefagyaszt­
va napokig tárolhatók jelentős aktivitásveszteség nélkül.

Az ASAT szérum-szintjének mérése más szérum-enzi­
mek /ALAT, LI)H, CPK stb./ meghatározásával együtt ma is 

fontos eleme a szivizomszövet-nekrózis, a virusos máj-
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gyulladás és egyéb szövetkárosodást előidéző betegségek 

kimutatásának /Schmidt és Schmidt, 1976/.

2,2,3# Az^alanin-ami.notrans^feráz^enzl.m^
Az ASAT enzim mellett a legaktívabb és a legjobban 

ismert aminotranszferázok közé tartozik az alanin-amino- 

transzferáz /ALAT, ЕС 2.6.1.2,; L-alanln; -ketoglutarát 

aminotranszferáz/, korábbi nevén a glutaroát-piruvát transz* 

amináz /ОРТ/ enzim , mely a következő reakciót katalizálja:
=? piruvát + L*glutamát 

Az АЬ/.2 enzim igen sok tulajdonságában hasonlit az 

ASAT-ra, ezen a helyen inkább a közöttük lévő különbsége­
ket emeljük ki.

Az ALAT izoenzimeit kezdetben nem sikerült elkülö­
níteni, e feladat megoldása Zie^cnbein /1962/ nevéhez fű­
ződik, aki DEAE-cellulóz alkalmazásával ért célhoz.

Később Gatehouse és mtsai /1967/ poliakrilamid gél­
elek tr of őré z issei is elválasztották egymá.stól a két izoen- 

zitnet, és az enzim molekulasúlyát ultracentrifuga segítsé­
gével 114 ooo-nek határozták meg.

Azóta az izoenzimeket izoelektromos fókuszálással 
is sikerült szétválasztani /Ruscák és mtsai, 1982/,

L-alanin + ^-ketoglutaráté
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Az enzimnek molekuláris alforcái nem ismertek*
A szervkárosodás detektálásában az ASAT-hoz hason­

lóan igen fontos szerepet játszik. Mivel a szervenkénti 
megoszlása eltér az ASAT-étól /Wilkinson, 197о/, ezért az 

emberi gyógyászatban nemcsak a károsodást jelző magas szé- 

rum-aktivitásértéküket, hanem arányukat /ASAT/ALAT arány 

vagy De Ritis arány/ is figyelembe veszik egyes betegsé­
gek diabnosztizálásában /Schmidt és Schmidt, 1976/*
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3. AUYAGOX ÉS MÓDSZEREK

3.1. Felhasznált anyagok
Kísérleteink során a következő speciális vegysze­

reket és eszközöket használtuk: Bovine Albumin Powder-BSA- 

/Reheis Chemical Company, USA/, Diaflo Ultrafiltration 

Membranes Type YM lo /Amicon Corporation, USA/, GOT/GPT 

Test Combination -Cat. No. 124 354- /Boehringer Mannheim 

GmbH, W. Germany/, Pyridoxal 5-Phosphate /Sigma Chemical 
Company, USA/, Sephadex G-25 és G-2oo /Pharmacia Fine Che­
micals AB, Sweden/.

A többi felhasznált vegyszer Reanal gyártmányú és 

az elérhető legnagyobb tisztaságú volt.

3.2. Kísérleti állatok
A 3oo-4oo g-os illetve 85o-l ooo g-os pontyokat 

/Cyprinus carpio L./, fehér busákat /Hypophthalmichthys 

nolitrix V./ és harcsákat /Silurus glanis L./ a szarvasi 
Ilaltenyésztési Kutató Intézetből ill. a tápéi Halászati 
Termelőszövetkezetből szereztük be.
Л kísérletekhez kizárólag ép külsejű, normális viselkedé­
sű egyedeket használtunk fel; a sérült halakat a kisérlet



- 38 -

kezdete előtt, az elhullottakat pedig észleléskor azonnal 
eltávolitottuk az akváriumból.

3i3* Szállítási és tartási körülmények
A halakat /3o-4o egyed/ 2oo 1-es műanyag tartály­

ban szállítottuk oxigén túlnyomás alatt, A 3zállitó edény 

vizébe a leibontás után azonnal süritett levegőt porlasz- 

tottunk, majd amint a tartály és az akváriumok hőmérsékle­
te közötti különbség 5 °C alá csökkent, a halakat fajonként 

elkülönítve szétválasztottuk a loo literes, városi vizet 

tartalmazó akváriumokba 3-4 hal/akvárium sűrűségben* Az 

akváriumok vizének'oxi0éntelitettségét süritett levebó át- 

porlasztásával biztosítottuk,
A kezeléseket megelőzően a halakat kb, e^y hétig 

akklimatizálódni hagytuk a környezethez.
Az akkliraatizáció és a kezelés ideje alatt a halakat nem 

etettük.
Az akváriumók vizének hőfokát közvetve temperáltuk 

a helyiség levegőhőraérsékletének szaoáiyozásuval.

Az alkalmazott kezelések
jin^vivo kezeléseknél a kivánt hatóanyag-vé^ko.*- 

centráció eléréséhez szükséges mennyiségű növényvédőszer- 

törzsoldatot mértünk be az akváriumok vizébe, A szer

3,4.
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ozétoszlását a vízben a levegőztetés és a halak mozgása 

okozta keveredés biztosította.
A növényvédőszereket a következő koncentráció-hatá­

rok között alkalmaztuk az egyes kezelések során:
1 -loo mg/l 
5 - lo mg/l 
3^- lo mg/1

A rövid távú kezeléseket /melyek időtartama 5 perc­
től 2 óráig húzódott/ tavasszal és nyár elején 2o+l °C-os 

vizhómérsékletnél, mig a hosszú távúakat /24 órától 2 hé­
tig/ ősszel és télen lo+l °C-os hőmérsékletű vizben végez­
tük el. Az előbbi esetben 3oo-4oo g-os, az utóbbiban 85o- 

looo g-os egyedeken vizsgáltuk a növényvédőszer hatását*
Jn_vitro kezeléseknél a reakcióelegybe közvetlenül 

az enzim hozzáadása előtt mértük be a kívánt mennyiségű nü- 

vőnyvédőszer-törzsoldatot.

naraquat
réz-szulfát
raethidathion

3.5 Az önkontrollos módszer
Az első in vivo növényvédőszer-kezeléses kísérletek­

ben azt az eljárást alkalmaztuk, hogy azonos számú kezelt 

és kontroll csoporttal indítottuk el a kísérletet. A ter­
vezett idő lejártával a halakat megöltük, és vérplazmájuk­
ból a kiválasztott paramétereket meghatároztuk. Komoly ne­
hézséget jelentett azonban ennél az eljárásnál, hogy a
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kontroll és kezelt halakból mért értékek külön-kiilön szo­
katlanul széles határok között változtak -túl nagy volt a 

szórás-; a beteg egyedeket nem lehetett kiszűrni; nem tud­
tunk minden egyes halat figyelembe venni az értékelésnél 
/a kiugróan magas és nagyon alacsony értékeket párosával 
el kellett hagyni/.

U«j módszert vezettünk be: az önkontrollos, túlélő 

vérvételt. Ennek lényege: minden halból vért veszünk a kí­
sérlet kezdetén /un. о perces minta/ a későbbi értékeket 

ennek %-ában adjuk meg. Ezáltal csak az egyedi érzékenysé­
get ábrázoljuk, az abszolút aktivitásokat nem, igy sokkal 
több mért értéket figyelembe lehet venni az összebZÓsnél. 
Kezelt és kontroll csoportot inditva jól elkülöníthető a 

szer ill, más tényező okozta károsodás.

3.6. Vérvétel
Az akváriumból kiemelt halat stabilan lefogtuk, majd 

a farki részen a bőréről a nyálkát letöröltük, és ha szük­
séges volt néhány pikkelyét eltávolitottuk. A 3-4 ml vérmin­
tát a farki vénából vettük heparinnal átöblitett fecskendő­
vel, 1-es tűvel. A fecskendőből a vért jeges vízfürdőben 

tartott centrifugacsövekbe adagoltuk, és rövid idő u.ulva 

lecentrifugáltuk 4 °C-on 12 ooo rpm-en 3 percig, majd a
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felüluszót automata pipetta segítségével óvatosan lesziv- 

tU:-c a képlékeny, könnyen felkavarható üledékről.
Az enzimaktivitások mérésére kizárólag tiszta, he- 

nolizisaentes vérplazma használható, mivel a vörösvérsej- 

tek szétesésékor a belőlük felszabaduló jelentős mennyi­
ségű ASAT és ALAT enzim a valódi értékeket teljesen megha­
misít ja.

A vérplazma tárolása
Emberi szérumot 4 °C-on tárolva az aminotranszferáz 

en.-i iek aktivitáscsökkenése b nap elteltével még nem jelen­
tős /ASAT lo %, ALAT 14 %/ /Schmidt és Schmidt, 1976/, azon­
ban a szivárványos pisztráng ugyanezen enzimei 4 °C-os táro­
lás esetén 2b g-ot veszítenek kiindulási aktivitásukból 
/d’Apollonia és Anderson, 19Бо/•

Kivel saját méréseink is azt igazolták, hogy a fenti 
tárolásmód rövid iuű alatt jelentős aktivitűsesökkenést okoz, 
ezért a vérplazmát -2o °C-on lefagyasztva tároltuk, és a mé­
réseket a lehető legrövidebb idő alatt elvégeztük,
A lefagyasztott vérplazmát a mérések előtt hagytuk szobahő­
mérsékleten kiolvadni, az esetenként kialakult fibrino^én- 

csomokat eltávolitottűk, és a mintát jól összekevertük, majd 

mértük az enzimek aktivitását.

3.7.
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3.8. Az aininotranszferáz enzimek aktivitásának férése

^tivi^a^m^r^s^s^ériLübjól^és^ kroraato^áiiás^f^ak-

£i£Aü“i
Az ASAT 03 ALAT enzimek aktivitását Reitman és Fran­

kel /1937/ kolorimetriás módszere alapján a Boehrinber Mann­

heim GmbH céü teszt-készletével határoztuk иеь.

A módszer elve a következő: az *é-ketoblutársav, az oxulecet- 

sav éö a piroszőlősav 2,4-dinitroí'enil-niarazónjainak lubos 

oldata eltérő fényabszorpciós spektrumot mutat. /6. ábra/

3.8.1.

E
1.5

----- oC-ketoglutársav^M/l]
...... oxálecetsov [2juM/l]
----- piroszölósav[lpH/l]\/

// \1.0 \\\.../

\\
V-.0.5 - ■\\

SX.

A[nm]650 750550450360 400

Az oé-ketOblutársav, az oxalecetsav és a pi­

roszőlősav 2,4-dinitrofenil-nidrazonjai lu- 

bos olaatának spektruma

6. a bra
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A mérésnél a szubsztrátoldat b-aezparaginsavat /az ALAT ese­
tén DL-alanint/ 

tikus reakció eredményeképpen L-glutaminsav és oxálecctsav 

/az ALAT esetén piroszólósav/ keletkezik. Mivel az ASAT ál­
tal katalizált reakcióban keletkezett oxálecetsav az adott 

körülmények között meghatározott arányban spontán dekarbo- 

xilezódik piroszőlősawá, mindkét reakció végén a képződött 

piroszólósav mennyiségét mérjük az enzim-mentes összehason- 

litó oldattal szemben, AZ Így kapott 

készletben megadott kalibrációs euyencs segítségével számi- 

xottuk át EU/1 egységre,
АЙ ASAT enzim aktivitásának mérései
o,25 ml o,l M/l, pH 7,4 foszí'étpufferhez, mely o,l М/1 

L-aszpartátot és 2 mT-l/l oC-ketoglutarátot tartalmazott, 

o,o5 ml vérplazmát /az összehasonlitónál deszt, vizet/ ad­
tunk. Az igy összeállított clegyeket egy órán át inkubál- 

tuk 37 °C-on, majd o,25 ml 1 m"/l koncentrációjú 2,4-di- 

nitroíonil-hidrazin oldatot mértünk hozzá, és szobahőmér­
sékleten 2o percig állni hagytuk. Ezután 2,5 ml o,4 K/l 
ITaOi: oldat hozzáadásával beállítottuk az elegy pH-ját, majd 

pontosan 5 perc elteltével 54o nm-en megmértük a fényelnye- 

lésót. Abban az esetben, ha ennek értéke meghaladta a o,26o- 

at akkor a vérplazmát o,9 ?'~os HaCl oldattal tízszeresére

és «/-kotoglutársavat tartalmas, az enzima-

E értékot a teszt-
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hígítottuk, és megismételtük a mérést.
Az AT,A.? enzim aktivitásánaK mérése:
A mérés menete hasonló volt az ASAÍ-éhoz a következő elté­
résekkel:

a, / A szabszírátoldat o,l M/l aszparaginsav helyett
o,2 M/l DL-alanint tartalmazott,

b, / A 37 °C-os inkubálás 3o percig tartott,
c, / A meghatározást akkor ismételtük meg hígított

vérplazmával, ha a fényelnyolés értéke o,375-et 

meghaladta,
A bemérési térfogatokat takarékossági szempontból a gyártó 

által ajánlottnak a negyedére csökkentettük, méréseink sze­
rint ez a meghatározás pontosságát nem befolyásolta.
Az egyes mérési sorozatok esetén legalább 6 enzimraentes ösz- 

szehasonlitó oldatot készítettünk, minden minta enzimaktivi­
tását három mérési párhuzamos átlagaként határoztuk meg,
Az extinkciókat а PYE ÜNICAM cég SP 8-loo UV/VIS tipusu 

spektrofotométerével határoztuk meg.

Aktivitájsmjlr^s^ass ^enzimti^s^ti-tás^s^án 

Az ASAT enzim tisztítási lépéseinél kapott minták 

enzimaktivitását Banks és mtsai. /1968/ általunk módosított 

módszerével határoztuk meg.

3.8,2,

К



- 45

A módszer elve: a reakcióban keletkező oxálecetsav kon­
centrációba a 26o хлп-еп mért extinkció alapján meghatá­
rozható, ebből következtetünk az enzim aktivitására.
Mérés: 2,5 ml szabsztrátoldat ♦ o,o25 ml enzim 

ció mérés 26o nm-en legalább 1 percig.
A kapott egyenes meredeksége arányos az enzimaktivitással. 

Azt az enzimaktivitást, amely a fenti körülmények között 

o,l ДЕ/регс változást okozott önkényesen 1 e0ysédnek /AU/ml/ 

választottuk*
A kromatobráfiás frakciók enzimaktivitását a nagyfokú hi- 

gulás miatt ezzel a módszerrel pontosan meghatározni nem 

tudtide, ezért a frakciókból mintát vettünk, ezt nigitottuk, 

és kolorinetriás módszerrel mértük meg az enzimaktivitáso­
kat.

extink-

A fehérjetartalom metohatározása 

Az enzirntisztitás során -kromatográfiás frakciók ki­
vételével- minden minta fehérjetartalmát Schaehturle és Pol­
lack /1973/ szerint határoztuk meg. Ez a módszer a jól ismert 

Lowry és mtsai, /1931/ féle eljárás leegyszerűsített, lerö­
vidített változata.
Minden e^yes mintából deszt. vizáéi olyan 5 különböző higi- 

tást készítettünk, melyek mi^debyikének fehérjstartalma

3.9.
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összemérhető volt a BSA kalibrációs egyenes /25-2oo /.ig/ml 
BSA/ pontjainak valamelyikével* A mért extinkciókat a min­
ták higitása reciprokának függvényében ábrázolva egyenest 
kaptunk, melynek ordináta-metszete megadta a minta saját 

összehasonlitó értékét. Ez utóbbit levonva a mért értékből 
a kalibrációs egyenesről leolvasható a higitott oldat fe­
hérjetartalma, ezt a higitással beszorozva megkaptuk az 

eredeti oldat fehérjetartalmát.
A kromatográfiás frakciók fehérjetartalmát 28o nm­

en mért extinkciójuk alapján becsültük meg.
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4. AZ EREDMÉNYEK ISMERTETÉSE ÉS ÉRTÉKELÉSE

IN VIVO növényvédőszer kezelések szervkárositó hatá-4*1.
sa halakra

Rövid _távux behatároló_kjezel£sj3k 

Az élővizeinkben lezajló, növényvédőszerek okozta 

hal-mérgezések két csoportba sorolhatók:
a. / Nagy peszticid-koncentráció vizbe kerülése, mely

gyors pusztulást okoz /közvetlen pusztító hatás/.
b. / Kis mennyiségű növényvédőszer bemosódása, mely­

nek hatása hosszú hetekig, hónapokig érvényesül, 

és csak más kárositó hatásokkal összegződve okoz 

elhullást /közvetett pusztító hatás/ /Nemcsók, 
1981/.

Utóbbi esetben a tömeges halpusztulás gyakran megmagyaráz­
hatatlannak tűnik, hiszen a vízből és a halak szerveiből 
kimutatott növényvédőszerek szintje jóval alatta marad a 

letális hatást kifejtő mennyiségnek.
Kísérleteink célja ezen közvetett pusztító hatás 

modellezése volt. A halak több hónapos eltartása azonban 

meghaladta volna lehetőségeinket, ezért a természetben

4.1.1.
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lezajló mérgezési folyamatokat u^y kívántuk tnouellezni, 

hogy a peszticid-koncentráclókat növeltük, a kitettség 

időtartamát pedig csökkentettük,
Munkánk kezdetekor első feladatunk az volt, hogy 

a kiválasztott növényvédőszerek mindegyikére meghatározzuk 

azt a kezelési koncentrációt, mely 3zubletális hatásu- 

azaz nem pusztítja el azonnal a halakat*, de károsító ha­
tása révén jól férhető változásokat okoz az általunk vá­
lasztott biokémiai paraméterekben# A peszticid-koncentrá- 

ció jó megválasztása azért is lényeges, mert az e^yes fa­
jok válaszreakciója közötti esetleges finom különbségek 

csak alacsony koncentrációjú kezelést követően mutatkoz­
hatnak meg#

4,1,1,1# Paraquat szervkárosltó hatása a három halfajra
Az alacsonyabb /1 és lo mg/l / koncentrációjú, két 

óra időtartamú PQ kezelések hatására mindhárom halfaj vér­
plazmájában jelentősen megemelkedtek az aminotranszforáz 

enzimek aktivitásai, jelezvén a neurózist /7,8á^ro/.
Az aktivitás-növekedés mértéke mind a három faj esetén meg­
közelítőleg azonosnak mondható.
A loo mg/l-es PQ koncentrációval kezelt halak rövid időn 

belül adtukra fordultak, kopoltyúfedőjük aozbása felgyorsult,
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hasi hajszálereik kivörösödtek, majd a kezeléstől számított 

3-lo perc elteltével elpusztultak.

ASATEnzimaktivitás
[EU/l]

I I ponty 
T7\ fehér busa 
m harcsa

50
í T

/ **30
Z\

77 7\ч] \ %Z\ Z\ ■fcf:z zz\ z\z\10 Z4zzz z\ z\z\ ,1 ШZx zz
PQ [mg/l]10010Ко

7. ábra Különböző koncentrációjú paraquat hatása 

a hárora halfaj vérplazma-ASAT aktivitásá­
ra /3-8 minta átlaga+S,I).; Ko:kontroll /

A felsorolt tünetek egyértelműen fulladásra utalnak, ezért 

valószínű, hogy nagy koncentrációjú kezelés esetén a PQ el­
sődleges és ^yors támadáspontja a kopoltyú hámja, a többi 
szerv /máj, vese stb,/ sejtjeinek nekrózisa csak később kö­
vetkezik be, A fenti szervek PQ-okozta károsodását Rojlk és
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munkatársai /1902/ morfológiai vizsgálatokkal igazoltuk.

Enzimaktivitás
[EU/l] ALAT
20 О ponty 

И fehér busa 
133 harcsa16

12- . Л

:\8-
:\z-h :\ z\/

4- №.. z T>I- \J Ш
z\ z\z zz\ z\

PO [mg/l]Ко 1 10 100

В* ábra Különböző koncentrációjú paraquat hatása 

a három halfaj vérplazma-ALAT aktivitásá­
ra /3-8 minta átla0a+S.D.; Koskontroll/

A kopoltyuhám drasztikus sérülése megakadályozta a normális 

gázcserét, ennek következtében a halak anoxiás állapotba ko­
rültek, mindezt alátámasztja a vércukorszint és az LDH akti­
vitás megemelkedése a vérplazmában /Asztalos, 1983/.
Az aminotranszferáz aktivitások változatlan szintje azt
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mutatja, hogy ilyen rövid idő alatt a naVJy ASAT- és A1AT- 

tartalmu szervek károsodása még nem következik be.

-

4.1.1.2.' Réz-szulfát szervkárosltó h-.tása a káron halfajra
A két óra időtartamú, lo mg/l koncentrációjú rés-szul­

fát neselés hatását vizsgálva megállapítottuk, hogy mindhárom 

halfaj vérplazmájában jól mérhetően megnövekedtek a tesztelt 

enzimek aktivitásai /9#és lo, ábra/.

ASATEnzimaktivitás
[EU/l]

I I ponty 
EZ2 fehér busa 
m harcsa

60
v / 4/ / \/40 //1

г\ш20

+10 mg/l CuSO^Ко

9. ábra Két óra időtartamú réz-szulfát kezelés hatá­
sa a három halfaj vérplazma-ASAT aktivitására 

/3-8 minta átlaga+S.D.; Kojkontroll /
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A két enzim értékeit összehasonlitva megállapítható, hogy 

az A1AT aktivitások kontrolihoz viszonyított emelkedése 

mindhárom halfaj esetén jóval meghaladja az ASAT-ét.

Enzimaktivitás
[EU/l] ALAT

CZD ponty 
EZ1 fehér busa 
m harcsa

20 l
7-

18 /

N\//14- i\/
\//

10
гг —

iÁ~\ v,\6- яУА\ // \
+ 10 mg/l CuSO^Ко

lo, ábra Két óra időtartamú réz-szulfát kezelés hatá­
sa a három halfaj vérplazraa-ALAT aktivitásá­
ra /3-6 minta átlaga+S.D«; Korkontroll /

Kindez arra utal, hoby a réz-szulfát kárositó hatása első­
sorban azokra a szervekre irányul, melyek magas ALAT és ala­
csony ASAT tartalommal rendelkeznek; ilyen pl, a ponty esetén
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a máj /Wittenberger és Giurgea, 1973/.
Reichenbach-Klinke /1972/ ill* Schreck cs Lorz /1978/ ered­
ményei alapján valószínűnek tűnik, ho^y a májon kivül a ko­
poltyú és a vese sejtjei is megsérülnek.

Eredményeinkből kitűnik, hogy a réz-szulfát szennye­
ződésre a vizsgált halfajok eltérő érzékenységgel reagáltak. 

A ponty es a busa vérplazmájának aminotranszferáz aktivitása 

nagyobb mértékben növekedett meg a kezelés hatására, mint a 

harcsáé, jelezve, hogy ezen halfaj szövetei nem károsodtak 

olyan súlyosan, mint a másik kettőé.
Ez a tény igazolja, hogy a peszticidek halakra gyako­

rolt hatását csak összehasonlító vizsgálatsorozatok elvégzé­
se alapján lehet elég pontosan megbecsülni. Alapvetően hibás 

tehát az a hazai gyakorlat, hogy egy halfaj érzékenységéből 
általánosítanak a többiére.

Különböző koncentrációjú methidathion szervkárosi-4.1.1.3.
tó hatása pontyra

Alacsonyabb koncentrációjú Ml) kézélés esetén 24 óra 

elteltével csak az 5 xng/l-es szerkoncentráció okozott jelen­
tős ASAT aktivitás-növekedést a pontyok vérplazmájában, 48 

óránál azonban már mindegyik koncentráció jól detektálható 

szervkárosodást eredményezett /11* ábra/.
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Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában AS AT CZD Kezeletlen Ко 

ШШ 1,5 mg/l 
E23 2,0 mg/l - MD 
CX1 5,0 mg/l

г300-

200- г-
/ /\/\ \\ / \/
7/N 4

\ Я7\\100 - яw я7\\ Я7\
/УЧ

t24 ó 48 ó

11. ábra Különböző koncentrációjú methidathiou Látá­
sa pontyok vérplazaa-ASAT aktivitására 

/5-8 minta átlaga+S*D.; Kojkontroll /

Az АЬАТ szinteket tanulmányozva kitűnik, hogy az 

5 mg/l-es ШЗ koncentráció szervkarősitó hatása mindkét idő­
pont esetén ugrásszerűen meghaladja az alacsonyabb szertar­
talmú kezelésekét /12. ábra/,
A lo mg/l-es hatóanyag-koncentráció esetén a KB már minden 

valószinüség szerint az elsődleges, kolinészteráz-bónitó
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hatás alapján pusztitja el a pontyokat*

Enzimaktivitás az 
önkontrolt %-ában ALAT

□ Kezeletlen Ко 
ШШ 1.5 mg/l 
CZ3 2,0 mg/l MD 
[X] 5,0 mg/l

600

rr500
N\
N\400 ГТ \\\ \
\N \\300 \
\

\ \200

-L l'\ rtó\\

mi100

/у 4
t24 ó 48 ó

12* ábra Különböző koncentrációju methidatliion hatá­
sa pontyok vérplazma-ALAT aktivitására 

/3-8 minta átlaaa+S*D*; Koikontroll /

/

Erre utal, ho^y az aminotranszferáz, LDH és vércukorszintek 

a két óra alatt elpusztult kezelt halakban nem mutatnak szem­
beötlő változást a kontrollokhoz képest /Asztalos és mtsai, 

1982/, rai0 a vérplazma acetilkolinészteráz aktivitása jelen­

tősen csökkent /hemcsók és mtsai, 1982/,
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Hos825u_távu kezelések
A céljainknak megfelelő szerkoncentrációk kiválasz­

tása után megkezdtük a növényvédőszerek hosszú távú, idő­
függő hatásának letesztelését.
A vérmintavétel időpontjait úgy választottuk meg, hogy az 

esetleges gyors hatást /24» 48 és 96 óra/ és enneklecsen­
gésé VVl“2 hét/, ill, a lassan kialakuló szervkárositást 

egyaránt ki tudjuk mutatni.

4.1,2.

Paraquat 3zervkárosltó hatása pontyra4.1.2.1.
Előző eredményeinktől eltérően a rövidebb időtarta­

mú PQ kezelés hatására nem következett be ASAT szintnöve­
kedés, sőt a kezelt halakból mért enziraaktivitások a keze­
letlen kontrollok értékei alatt maradtak. Egy hét eltelté­
vel jelentős szervkárosodás mutatható ki, majd a szint új­
ra a kontrolloké alá csökken /14. ábra/.

Az ALAT aktivitások elemzése rövid idő alatt kiala­
kuló, de a 96 órás időponttól már nem detektálható szerv­
károsodást mutat /15. ábra/.

Az a tény, hogy a PQ szervkárositó hatása ezen kísér­
leteknél időben más képet mutat, mint a behatároló kezelé­
seknél, arra utal, hogy a halak pillanatnyi kondíciója je­
lentősen befolyásolhatja a kárositó hatás kifejlődését.
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Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában ASAT

о Ко

ЕЭ 5 mg/l PO
250-

77/
200- //// ///
150- //

7/р РРРР100- рр"ЬЬРР РР//РР РР РРРР / РР РР / /
РР РР РР РР /\/50- РР РР РР РРА2 5 & £5 6 5

t24 о 48 о 96 ó 1 hét 2 hét

14. ábra Hosszú távú paraquat kezelés hatása a
pont,) ok vérplazmájának ASAT aktivitására 

/a vizsgált egyedazám az oszlopok alján, 

atiag+S*D.; Коikeseletlen kontroll,/

Mivel a poikiloterm állatok szervezete a viz hőmérsékleté­
től függően működi.., ugyanaz a ezerkoncentráció amely tavasz- 

szal lutális hatású a legyengült halakra, télen valószínűleg 

nem lejt ki közvetlen pusztító hatást.
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Enzimakti vitás az 
önkontroll %-ában ALAT

300
о KO

250 ЕЗ 5 mg/l P077////200- / //// // /n150- // /r // /// / / / /// / /rí- / /// /100- / ///// //A'// Я //// //2250- // 22 2 2& x 43 36 4
t2 hét48 ó 1 hét96 ó24 ó

lb. ábra Hosszú távú paraquat kezelés hatása a
pontyok vérplazmájának ALAT aktivitására 

/a vizsgált egyedszám az oszlopok alján, 

átlag+S.D.j Kojkezeletlen kontroll/

Réz-szulfát szorvkárősitó liatasa pontyra4.1.2.2.
A réz-szulfát 5 mg/l-es koncentrációja által kifej­

tett hatást tanulmányozva megállapítható, ho0y az aktivitás 

mindkét enzim esetén nő a kezeletlen kontrollokhoz képest 

/24, 43 óra/, majd azok szintjére, sót alá csökken, ezután
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újra jelentősen megnövekszik /2 hét/ /16, és 17. ábra/.

Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában ASAT

600 77 о Ко// // // Г71 5 mg/l 
CuS04

// /// ///400- /// // /

2Я77 2/ ЯТу
/200- 2/ /

-I-Уу
/ // %/-ч у,Н4 ,Ъ

'Л'/уJ '/у
К
уЛУЛ 43

t1 hét 2 hét96 ó48Ó24ó

16 ábra Hosszú távú réz-szulfát kezelés hatása a 

pontyok vérplazmájának ASAT aktivitására 

/a vizsgált egyedszám az oszlopok alján, 

átlagfS*D.; Ко;kezeletlen kontroll/

A szorvkárosodás ilyen tipusu időfüggésének az okai 
elképzelésünk szerint a következők lehetnek:

a,/ A réz-szulfát lassabban épül be a szövetekbe, mint 

a PQ és a MB, és lassasban is ürül ki onnan.



- 61 -

b./ Az egyes szervekbe az idő fü^bvényében más-más 

időpontban jut be a szer, és ilyenkor a vérplaz­
mába kiszabaduló enziiumennyisée függ a károsodott 

szervek szöveteinek aminotranszferáz aktivitásá­

tól.

Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában ALAT

600
0 Ко

" CZJ 5 mg/l 
РИ CuS04/400- ///"7 //
7/// /// //

Г 7 /// // /V/// // %200- / / 777 7// //

4 ,k/ 4 itl YYff2 >3r
t24 ó 1 hét 2 hét48 ó 96ó

17* ábra Ilosszu távú réz-szulfát kezelés hatása a 

pontyok vérplazmájának ALAT aktivitására 

/a vizsgált e^yedszam az oszlopok alján, 

átlag+s.L.; Ко:kezeletlen kontroll/
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4.1.2.3* . ethidathion szcrvkárositó hatása -pontyra

A HD 2 m0/l töménységben alkalmazva a réz-szulfát- 

hoz .Hasonlóan valószínűleg két lépcsős károsító mechaniz­
mus szerint hat, /18. és 19, ábra/.

Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában ASAT

о Ко
250

Ш 2 mg/l17 MD//200 / /
V 7\ /// %/p 7 / /150 / / / % // /

7/ // / /
% // 7/V //

+2 +2 //100 '/s / '7 7a7, rí 7,/ /%% /'A% %50 /V1 J . á77 27 4/V
t2 hét96 ó 1 hét24 ó 48 ó

18. ábra hosszú távú methidathion kezelés hatása a 

pontyok vérplazmájának ASA1 aktivitására 

/a vizsgált e^yedszám az oszlopok alján, 

atla^+S.D*; Ко:kezeletlen kontroll/
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Enzimaktivitás az 
önkontroll %-ában ALAT

О Ко 

ЕЗ 2 mg/l
400-

MD/300- /1'я2% 7“7“200- / '/у

~Л fry,771 %rí"л 2Ч ti V.% %%100-

V.6 ХЛЛ 16
У% У2,к>

t24 Ó 48 ó 96 Ó 1 hét 2 hét

19» ábra Hosszú távú methidathion kezelés hatása a 

pontyok vérplazmájának ALAT aktivitására 

/a vizsgált ejyedszán az oszlopok alján, 

átlau+S.D.; Koíkezeletlen kontroll/

áe^állapitottuk, hogy a HD a réz-szulfátnál alacso­
nyabb koncentrációban alkalmazva hasonló mértékű aminotransz­
fer áz aktivitás-növekedést eredményez a pontyok vérplazmájá­
ban, ez a magas szint azonban gyorsabban kifejlődik, és ha­
marabb csökkenni kezd, mint az 3 mg/l réz-szulfát okozta 

szintnövukedés.
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A károsítás két fokozata:
a. / Gyors katás, melynek csúcspontja mindkét enzim

mérése szerint 48 óránál van, és a 96 órás idő­
pontnál már erősen csökkent mértékű,

b, / Lassan kifejlődő szervkárositó hatás /1 hétnél
tetőzik, 2 hétnél már csökkenő tendenciát mutat/.

Az_II£ VIV0-kez<elések^eredmén2;ei.nek_<eö<ssz>e|iZ£se
Kísérleteinket elemezve megállapítható, hogy
— az ASAT és ALAT enzimek aktivitásának vérplazmából 

történő mérésével a vizsbált halfajok mindegyiké­
ben előforduló szervkárosodás biztonságosan detek­
tálható

— a növényvédőszerek szervkárositó hatása erőtelje­
sen függ az alkalmazott hatóanyag koncentrációjá­
tól, a hatás időtartamától, a halfajtól, a halak 

kondicionális állapotától és a környezeti ténye­
zőktől /viz hőmérséklete, pH-ja stb»/

— a három peozticid -.indeöyike már viszonylag ala­
csony /1-5 mg/l / koncentrációban szervkárosodást 

okoz a vizsgált halfajokban.

4*1,3*
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Az általunk kifejlesztett enzimdiagnosztikai teszt- 

rendszer „ in natúr” alkalmazása halpusztulás okainak 

felderitésére

4.2*

1982. november 4-én halpusztulást észleltek a pál- 

monostorai Keleti Fény MgTsz halastavaiban. Az Alsó-Ti- 

ozavidéki Vízügyi Igazgatóság szakemberei a helyszínre ér­
ve nagy számú elpusztult és pusztulófélben levő halat ta­
láltak az un. teleltető halastavakban. A viz hőmérséklete 

8 °C; oldott 02 tartalma hajnalban 4»2 mg/l volt. A még é- 

lő ebédekből 3 db 6-700 g-os pontyot vizsgálat céljára be­
szállítottak intézetünkbe*

A halak farokvénájából a korábban leirt módszerrel 
vért vettünk, lecentrifugáltuk, és a vérplazmából mértük az 

ASAT és ALAT enzimek aktivitását Reitman és Frankel /1957/ 

módszere alapján, ill* az AChE enzim aktivitását Ellman és 

mtsai /1961/ szerint. Kontrollként megegyező vizhómérsék- 

leten tartott, azonos mé*retü egészséges pontyok megfelelő 

adatáit használtuk fel.
A beszállított pontyok hasa alján a vérerek jól lát­

szottak, kopoltyúfedőjük mozgása szabálytalan, testtartá­
suk merev, görcsös volt, A vérplazmából mért aminotransz- 

enzimaktivitások a kontrolihoz hasonló értékűek, a vérplaz-
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ma AChE aktivitások nagymértékű csökkenést mutattak a kont­
roll egyedek értékeihez képest /3* Táblázat/, A halak szer­
veiben szintén erőteljesen csökkent az AChE aktivitás.

4. Táblázat Halpusztulásból származó és kontroll 
pontyok vérplazmájának enzimaktivitá­
sai /átlag ± S.D./

AChEKinta ALATASAT

/ű/1/ /и/1/ /0/1/

Halpusz tulásból 
származó pontyok 

/3 ebyed/ 
Kontroll pontyok 

/10 egyed/

1,27 - 0,31 66 ± 10,928,5 1 3,5

188,4 - 37,21,38 i 0,6332,4 - 18,8

Eredményeink alapján a halpusztulás kolineszteráz- 

bénulás eredményeként következett be, ennek oka feltehetően 

a halastó környezetében alkalmazott inszekticid va^y más ve- 

gyület/ек/ nagyobb mennyiségének vizbe kerülése lehetett. 

Erre vonatkozó adatokat begyűjteni nem állt módunkban.
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Az aszpartát aminotranszíeráz enzim tisztítása ponty 

májból
Munkánk ezen fejezetének célja az volt, hogy a meg­

tisztított enzimet jellemezzük, ennek ismeretében az álta­
lunk használt ASAT mérési módszereket szükség esetén mó­
dosítsuk, ill. in_yitro növényvédőszer kezeléssel megvizs­
gál juk, hogyan hatnak a kiválasztott peszticidek közvetle­
nül az enzim aktivitására.

Enzimforrásként a májat választottuk, mert erre a 

célra viszonylag nagy mérete és jelentős ASAT tartalma mi- 

att a legalkalmasabb szervnek mutatkozott.

4.3.

A jgont^ok májának kiemeíléoo! £ü^tároláoa 

A halakat a koponyafedőjükre mért erős ütésekkel 
megbénítottuk, majd a hasüregüket óvatosan felnyitottuk.
A májat kiemeltük, elkülönitettük a béltől, leválasztottuk 

róla az epehólyagot és a zsírszövetet, és jeges vizoen le­
hűtött főzőpohárban összegyűjtöttük. Az igy előkészített 

májakat -2o °C-on tároltuk, mig elegendő mennyiség össze­
gyűlt ahhoz, hogy a tisztítást megkezdhessük /шах. 2 hét/.

4. о * 1.

Homogenijsá-ULs

A különböző ASA2 tisztítási eljárásokoan szűkös puf­
fert ajánlanak homogenizálásra. Legelőnyösebbnek a dikarbon-

4.3*2.
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sav-komponensü pufferek mutatkoznak, mivel ezek a vegyüle- 

tek az enzim szubsztrátjaihoz való hasonlóságuk révén bekö­
tődnek a szubsztrátkötó helyre, és védő hatást fejtenek ki. 

Korábban igen elterjedt volt a malát-komponensü pufferek 

felhasználása /Jenkins és mtsai, 195Q; Velick és Vavra, 
1962/, кезоЬЬ azonban kimutatták, hogy az almasav a hőke­
zelés során stabil fi> -dikarboxi-etil/-származékokat
képez az enzim szabad -SH csoportjaival /Túrапо és atsai, 

1964/, ezért borostyánkősavval helyettesítették.
Mindezt figyelembe véve a Banks és mtsai. /1968/ ál­

tal használt o,l M/l koncentrációjú, pH 6,о borostyánkősav/ 

NaOH puffert választottuk a homogenizaláshoz.
Az első kísérleteknél az óvatosan kiolvasztott, majd 

jégben hütött máj 3-4 g-os adagjait kétszeres mennyiségű 

0 °C-os homogenizáló pufferrel homogenizáltuk el Potter- 

csőben, alacsony fordulatszámon 2-3 percig* közben jégben 

tartva a csövet.
Később, mikor az egy alkalommal feldolgozott máj 

mennyisége egyre növekedett, áttértünk a háztartási turmix- 

0ép használatára. Ebben jóval nagyobb adagot /loo g máj + 

2oo ml puffer/ lehetett egyszerre elhomogenisáini 3*5 má­
sodperc alatt, alacsony fordulatszámon. Az igy kapott minta 

konzisztenciája, ASAT aktivitása és fehérjetartalma meö-
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egyezett a Potter-esőben homogenizáltéval.
Л homogenizáturaot ezután 3 órán keresztül kevertet- 

tük jeges vízfürdőben tartva, majd egy éjszakán keresztül 
állni hagytuk 4 °C-on, hogy a szövetdarabok által bezárt 

enzimmolekulák oldatba jutását elősegítsük. Ezután lecentri­
fugáltuk 0 °C-on 

öntöttük az üledékről.
3ooo g-vel 2 órán át, és a felüluszót le-

Hőke_ze_lés_
Ez a módszer egyszerűsége és olcsósága miatt igen köz­

kedvelt az enzimtisztitási folyamatokban.
Az ASAT tisztításánál is igen gyakran szerepel az irodalom­
ban, igaz az adott enzimforrástól függően nagyon eltérő az
alkalmazott hőmérséklet és idő: pl.Rej /1981/ emberi ASAT„c
izoenzim tisztításánál 52 °C-on 2o percig, mig John és Jones 

/1974/ juh máj ASATC izoenzim tisztításánál 76 °C-on 15 per­
cig hőkezelte a hoaogenizátumot.

Ahhoz tehát, hogy ezt a lépést a tisztítási folyamat­
ba beilleszthessük, meu kellett vizsgálni a ponty máj ASAT 

enzimek viselkedését a hőkezelés során.

4.3.3.

Az enzim hőinaktiválódásának hőmérséklet- és idó-4*3.3.1.
függése

A lecentrifukált ho*-o0enizcitum felüluszóját 3 ml-ként
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szétosztottuk io ml-es centrifugacsövekoe, majd 45, 5o, 55, 
60, 65 és 7o °C-os vízfürdőben 1-uo percig hőkezeltük. A kí­
vánt időtartam lejártával a centrifugacsöveket jeges vízbe 

helyeztük, majd lehűlés után 0 °G-on 57oo g-vel 2 óráig cent­
rifugáltuk. A felüluszót leöntöttük, és ráértük az enzimakti­
vitását ill. fehérjetartalmát.

Specifikus
aktivitás

[%]
200 45 *C

—50‘С

150 í'/ \

\ 55’C
\100 60-c

65 *C50

50 60 * [perc]10 20 30 40

2o. ábra A különböző hőmérsékleteken hőkezelt homo- 

benizátum specifikus aktivitásának változá­
sa az idő függvényében /loo %:a nyers homo- 

genizátum specifikus aktivitása/
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A hőkezelt homogenizátumoK specifikus aktivitását vizsgálva 

megállapítható, hogy a legjobb tisztulást az 55 °C-os víz­
fürdőben lo-2o percig hőkezelt minták esetén sikerült elér­
ni . /2o. ábra/. Ez a hőmérséklet-idő párositás annál inkább 

megfelelő céljainkra, mert az évszakkal és kondícióval össze­
függésben minden bizonnyal változó hőérzékonységü enzimek me­
legítésekor az eltérések nem okoznak nagy változást a speci­
fikus aktivitásban a börbe lapos platója miatt*

Éhnek megfelelően további kis térfogatú hőkezelési kí­
sérleteinkben 55 °C-on 15 percig melegítettük a mintákat.

Az enzim hóinaktiválódásának pH-függé3e 55 °C-on
A hőkezelés optimális pH-jának megállapítása céljából 

a lecentrifugált homogenizátum felüluszójából 5o-5o ml-két 

kimértünk, majd állandó kevertetés mellett 1 К HCl cseppen- 

kénti hozzáadásával ph-jukat 5,o-ra és 5,5-re, 1 К NaOH hoz­
záadásával pedig pü 6,5, 7,o, 7,5, és 8,o-ra állítottuk be* 

Ezután az előbbi pontban leirt módon elvégeztük a hőkezelést 

55 °C-on, majd a méréseket.
A csökkenő és növekvő pH egyaránt kedvezőtlenül befo­

lyásolta a hőkezelés eredményét /21. ábra/.
A lebnabyobb specifikus aktivitású miuxák alkotta plató hosz- 

szusága lecsökkent, ill, a magas pH-к esetén egészen eltűnt.

4.3.3.2.
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Az a tény, hogy a maximális tisztulás e0yik esetben sem 

közelítette meg a pH 6,o-s puller használatával elért ér­
téket, valószínűleg a más-más szállításból szármázó halak 

enzimei közötti eltéréseknek tudható be.

Specifikus
aktivitás

[%]
200-

150

100-

50-
pH 5.5 pH 70

10 20 30 40 50 60 ^ [perc]

21. ábra Különböző pi.-ju, 55 °C-on hőkezelt horaoge- 

nizátumok specifikus aktivitásának válto­
zása a hőkezelés iae0ének függvényében 

/loo Jaja nyers homögenizátum specifikus 

aktivitása/
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A kísérlettel bebizonyítottuk, hogy az eredetileg 

alkalmazott 6,o-s pH-érték a legoptimálisabb a hőkezelés­

hez.

PLP, o6-ketoglutársav és E3)TA hatása az enzim hó­
inak tiválódására

4*3.3.3.

Jenkins és mtsai. /1959/ sertés szivből tisztított 

ASAT enzim hőinaktiválódási görbéjét vizsgálva megállapí­
tották, hogy az enzim е^-ketoglutarát Hozzáadásával hősta- 

bilabbá, L-aszpartát hozzáadásával hőérzékenyebbé vált. En­
nek magyarázata az, hogy előbbi esetben a koenzimek piri- 

doxal-, utóbbi esetben piridoxamin-formában vannak, és a 

piridoxamin-forma sokkal könnyebben leoldható az apoenzlm- 

ről /Scardi és mtsai, 1963/. A koenzimét vesztett apoenzim 

molekula részleges proteolizist szenvedhet, mely inaktivá­
lódását eredményezi /Okada és Hirooe, 1979/.

kagee és Phillips /1971/ 2,5 mi-í/1» Hej /19ül/ 6,о mM/1 

EDTA koncentrációjú oldatban végezte a hőkezelést, valószí­
nűleg a fémtartalmú proteázok inaktiválása céljából.

Ezen háro.u adalékanyag különböző koncentrációinak az 

enzim hóstabilitására kifejtett hatását az 55 °C-on 15 percig 

vé0zett hőkezelések során mi is meghatároztuk,
A kísérletet Úgy végeztük el, hogy a három anyag mindegy!-
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kéből külön-külön tömény törzsoldatot készítettünk, mely­
nek pH-ját 6,o-ra állítottuk be 1 Й HaOH cseppenkénti ada­
golásával. üss ékből a kívánt mennyiséget hozzáadtuk a lecent­
rifugált homouenizátum felülúszójának 3-3 ml-éhez /kontroll: 

pH 6to homogenizáló puffer/, maja a hőkezelést a már ismer­
tetett módon elvégeztük.

A PLP még 2o ]Шй/1 koncentrációban sem növelte a hő­
kezelt homogenizátum specifikus aktivitását, ezért további 
alkalmazásától eltekintettünk.

Az oó-ketoglutársav már alacsony koncentrációban je­
lentősen növelte a hőkezelés után kapott enzimaktivitást, a 

fehérjetartalom változatlan értéke mellett /22. ábra/.
A kapott eredmények alapján valószínű, hogy a lo mM/1 

©C-ketoglutársav koncentrációnál az enzimmolekulák koenzirae- 

inek legnagyobb hányada piridoxal-formában van, ezért továb­
bi kísérleteinkben a homogenizáló puffert úgy készítettük el, 

hogy lo mM/1 oC-keto^lutársavat tartalmazott /egyéb tulaj­
donságait változatlanul hagyva/.

As EDTA tartalom a hőkezelés során hőérzékenyebbé tet­
te az enzimet /23. ábra/* Ennek oka feltevésünk szerint, egy 

az aktiv centrumban elhelyezkedő fématom eltávolítása lehet* 

Ezen feltételezett fématom kötődése viszonylag erős, mivel a
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fenti EDTA koncentrációk hatására 2b °C-on 24 óra eltelté­
vel az enzim aktivitása változatlan maradt.

Enzimaktivitás
[%] oC - ketoglutársav

140
о n

75 ö"o о
120

100 -

80-

or - ketoglutársavI
60 +ю'э-[м]4020

22, ábra Különböző koncentrációjú oC-ketoglutársav
hatása az enzimaktivitásra bb °C-on 1b per­
eiéi hőkezelt minták esetén /loo %: <xf-keto- 

tilutársav nélkül hőkezelt minta/
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Enzimaktivitás
EDTA[%]

100

80-

60-

40-

20-

+ EDTA
50 103>[M]10 20 30 40

23» ábra Különböző koncentrációja EDTA hatása az 

enzimaktivitásra 55 °C-ou 15 percig hő­
kezelt minták esetén /loo%:EDTA nélkül 
hőkezelt minta/

Az EDTA alkalmazása a hőkezelésnél tehát elkerülendő.

A hőkezelés felnagyítása4.3.3.4.
Ahhoz, hogy az enzimxisztitási eljárás na0y méretek­

ben is kivitelezhető legyen, minden lépést a kellő méretű­
re keli nagyítani, uby, ho0y a kis mennyiségekre beállított 

rendszer előnyeit a lehető legkisebb mértékben veszítsük el.



- 77 -

Az egyszerre hőkezelt minták térfogatát növelve meuállapi- 

tottuk, hogy az loo ml-ről 2oo ml-re már csak a kapott spe­
cifikus aktivitás jelentős romlásával emelhető, ezért egy­

ségként a loo ral-t választottuk. Hivel a nagyobb térfogatú 

minta jóval lassabban melegedett fel, és hült le /9 ill. 3 

perc/, ezért magasabb hőmérsékleten előmelegítést alkalmaz­
tunk, és a hőkezelés idejét lo percre csökkentettük le.

A hőkezelés kivitelezése: 25o ml-es lombikba /Erlen- 

raeyer/ loo ml homogenizátumot adagolva, intenzív kcvertetés 

és az oldat hőmérsékletének állandó mérése mellett. Elóme- 

legités 65 °C-os vízfürdőben /kb. Зрегс/, hőkezelés 56,5 °C- 

os vízfürdőben /a minta hőmérséklete 55 °C/ lo percig, le­
hűtés jeges.vizben kevertetve 25 °C-ra /3 perc/.
A hőkezelt homogenizátumot 0 °C-on, 3ooo g-vel 2 órán át 

centrifugáltuk, és a felüluszóval dolgoztunk tovább.
Az Így kapott specifikus aktivitások szépen megköze­

lítették a kis térfogatú hőkezeléssel elért értékedet.

Ammónimn^s£ulfát<os__kiisjózás4-. 3.4.

A telités alsó és felső határának megállapitása4.3.4.1.
A hőkezelt homobGnizátum 2o-2o ml-es részleteihez ál­

landó kevertetés közben porított ammónium-szulfát kis részié-
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telt adagoltuk szobahőmérsékleten. Az i0y kapott hét, egyen­
ként 4o, 45, 5o, 55, 6o, 65 és 7o >-ra telitett oldatot eby 

éjszakán át 4 °C-on állni hagytuk, majd lecentrifugáltuk 0 °C- 

on 3ooo g-vel 2 órán át.

Specifikus
aktivitás

[%]
600

500

400-

300-

200-

100 -

П.—. I—I I—I
hókez. 
hóm 0-40% U

40-45% 50:55% 60-65% 70-75%
4 5-50%U 55-60%U 65-70% U 75%

füü

24. dóra Az aramon!um-szulfáttál különböző mértekig 

telitett fx*akciók specifikus aktivitása 

/loo %:a hőkezelt homogenizátum spec, akt^ 

három párhuzamos kisérlet egyike/

A kapott ielüluszókat külön-külön 5 к-kai tovább telitettük,
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állni hagytuk, és lecentrifugáltuk az előbbihez hasonló 

módon. Az üledékeket o,5-o,5 ml o,o2 M/l pH 7»5 foszfát- 

pufferben feloldottuk, és ezen puffer 2 literes térfoga­
taival szemben 4 °C-on 3 órán, maja 1 órán keresztül vég­
rehajtott dialízissel sóraentesitettük.

Az enzim lecsapódása az üledékbe kb. az 5o ill, 55 

%-os telítésnél kezdődött meg /24. ábra/,
A telitési határok kiválasztása a tisztítás céljá­

tól függ. Ha csak az egyik izoenzim megtisztitása a cél, 

a rést szűkíteni lehet /Campos-Cavieres és Munn, 1973/» a 

két izoenzim kinyeréséhez azonban tágabb intervallumot kell 
választani /Leung és Henderson, 1981/.

Esetünkben a 6o-75 %-os telitési határok látszottak
optimálisnak.

A kisózás felnagyítása, sómentesités 

A hőkezelt homogenizátum 5oo-7oo ml-ét az előző pont­
ban leirt módon ammőnium-szulfáttal frakcionálva a tisztulás 

nem érte el a várt értéket, Mivel a o-6o ^-os telítésnél ka­
pott üledék ASAT összaktivitása közel 25-3o Si-a volt a 

75 os üledékének, a telítés alsó határát 55 Sí-ra szállítot­
tuk le. így az enzim összaktivitásának 8o-85 %-a az általunk 

választott intervallumban csapódott le.

4.3,4.2.

60-
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Mivel a dialízis után a különböző frakciókban mér­
hető összaktivitás kevesebbnek mutatkozott a kisózás előt­
tinél, a továbbiakban az üledéket lo mM/1 oí'-ketoglutársa- 

vat és 4o р№/1 PLP-ot tartalmazó o,o2 M/l, pH 7,5 foszfát­
puff er minimális mennyiségében oldottuk fel, és ueyanezen 

összetételű pufferrel többször átmosott Sephadex G-25 osz­
lopon /5o,2 1,4 cm/ sómentesitettük.

4,3.5. A két; á;zoenzj.-jj_sz^é_tválasz^tása JLoncsierés Kr£mat£g_2 

ráfiával^ membrá^szüréjs
A két izoenzim szétválasztására a leggyakrabban al­

kalmazott módszert, az ioncserés oszlopkromatográfiát hasz­
náltuk fel. Szorbensként a kiváló tulajdonságú DEAE-gyöngy- 

cellulózt alkalmaztuk, a hőmérséklet 4 °C volt.
Az aktivált szorbenst o,o2 M/l, pH 7,5 foszfátpufferben pH- 

és vezetőképesség-állandóságig ekvilibráltattuk, majd osz­
lopba töltöttük /17,5 * 3,9 cm/, /А puffer jellemzőinek ki­
választása a részlegesen tisztított enziu. kis mennyiségei­
vel végzett szorpciós vizsgálatok eredményeként történt./ 

Elució: először a fenti pufferrel, később a pufferben ol­
dott EaCl brádienssel; frakció-térfogat: 5 ml /25. ábra/.

Az aktiv csúcsokat tartalmazó frakciókat összegyűj­
töttük, s mivel ezek térfogata a nagyfokú higulás miatt
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5o-12o ml-nek bizonyult, ezért a két izoenzimet tartalma­
zó oldatot Diaí'lo YK lo-es membránon nyomás alatt külön- 

külön betömény!tettük 2-5 ml térfogatúra lo-3o óra alatt.
A membránon átfolyt oldatban nem volt mérhető ASA1 aktivi­
tás.

Enzimaktivitás 
[60-U/l]_ 4cjti 

^ 280
NaCl konc. 

[M/l]-35 * 4f
0.6 ’fi6.0 /•

J i У
/25 t.

i /I
\ 4 i /4.0- 0.4V4 AL 4 Л/

*
i * ■02i J2.0-

X 4U
5 í У *

'JU л
frakciószám100 15050

25. ábra АЗАТ izoenzimek szétválasztása DEAE-
byönüycellulózon /három kisérlet ebyi- 

ke/
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4.5*6. Gé^kromajso^ráfia

Az izoenzimek további tisztítását Sephaáex-ü-2oo- 

on bélkromatográfiával végeztük 4 °C-os hőmérsékleten
/oszlop:49,o* 1,4 cm/. Pufférként o,l й/l NaCl-ot tar­
talmazó o,o2 K/l, pH 7,5 foszfátpuffért alkalmaztunk, a 

frakciók térfogata 1 ml volt.

Enzimaktivitás 
[60-U/l]

I. izoenzim--ion
^2tO

1
■

•404.0 t:
4

■303.0 ií
14 \ -202.0-

4
\
it -101.0-
\/

¥
■

SfiááóA- Дodö

frakciószám20 40 60 80 100

26. ábra A DEAE-gyöngycellulózra nem kötődött /I./ 

izoenzim további tisztítása Sephadex 

G-2oo-on
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Kínákét esetben sikerült as aktív frakcióktól további
szennyeződéseket elválasztani /26. és 27. ábra/.

Enzimaktivitás
[60-U/l].-{cm

*II. izoenzim
Á
Д

■505,0

404,0

•303,0

■202,0

■101,0'

frakciószám

27. ábra A DEAE-gyöngycellulózra felkötődött /II./ 

izoenzim további tisztítása Sepbadex 

G-2oo-on

Az izoenzimeket tartalmazó frakciókat xülön-külön 

összegyűjtöttük, és porított ammónium-szulfát óvatos ada­
golásával , állandó kevergetés mellett tciitettüx, ni0 az 

oldat teljesen zavarossá nem vált. Az iby kisózott izoen­
zimeket 4 üC-on tároltuk.
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4.3.7« Az_ijzoenziraek tisztításának ös_sz_egz^é_se
A teljes tisztítási folyamat eredményeképpen az 

I. izoenzimet 23,46-szorosára, a II, izoenzimet lo,2-sze~ 

resére sikerült megtisztítani /5. táblázat/.

5* Táblázat Az ASAT izoenzimek tisztításának ösz-
szefoglalása

TÉRF. FEHÉRJE ÖSSZ. ASAT ÖSSZ. SPEC. TISZ­
TÁÉT. FEHÉRJE AKT, AKT. AKT. TULÁS

MIR ТА

AU/mgml mg/ml AU/ml Aümg
-2*lo

nyers hóm. 219,о 24,28 5317,3 о,87 19o,5 3,58
hokez.hom. 189,о 13,11 2477,8 о,86 162,5 6,56
55-75 % ü. 12,75 31,8o 4o5,5 7,88 loo,5 24,78

1,00

1,83
6,92

a,/
41.3 7o,49 19,69
3o,7 75,44 21,o7
14.3 83,98 23,46

58.6 o,86
40.7 6,o2
17,1 3,o4

DEAE 2o-3o 48,o 1,22
bekonc.YMlo 5,1 7,98 

I.izoenzim 4,72 3,62
b./

lo4- 16,68 

12,74 !!
72,49 o,4o 

58,3 13,28 

11,6 1,58

43,3 59,7 

26,6 45,6 

4,2 36,5

loö,2 o,67
2,o 29,13

Il.izoenzim 2,68 4,33

DEAE 145
bekoncYKlo

lo,2o !!
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A táblázatból jól látható, hogy a II* izoenzim az 

ioncserés kromatográfiát követő lépéseknél fokozatosan inak- 

tiválódott, ennek oka az lehetett, hogy az érzékenyebb izo- 

enziza a több napos állást nem birta.

4.4. A megtisztított izoenzimek jellemzése

4.4.1. A Mi£haelijs-álland£ értékeinekjaeghatározása
Az ammónium-szulfáttal telitett izoenzim-oldatokból 

meghatározott mennyiséget kimértünk, majd 0 °C-on 8000 g- 

vel lo percig centrifugáltuk. Az üledéket 4o pM/1 PI»P-ot 
tartalmazó o,o2 M/l, pH 7,5 foszfátpuffer minimális meny- 

nyiségében feloldottuk, és Sephadex G-25-ön sómentesitet­
tük.

A Michaelis-állandó meghatározásánál az egyik szubszt- 

rát állandó szinten tartása mellett csökkentettük a másik
koncentrációját, és igy mértük a reakció kezdeti sebessé­
gét /28, 29, 3o. és 31. ábra/.

A ponty máj ASAS izoenzimeinek értékeit emlősök­
ből tisztított izoenzimek megfelelő értékeihez hasonlítva 

megállapítható, hogy az egyes értékek hasonló nagyságrend­
be esnek /6. Táblázat/.
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[au4-ml] I izoenzim 
L-aszparaginsav

15,0

10,0

5,0

-1,6
Vs

АО ЩП1,0 2,0 3.0

izoenzim К . értékének me^iiaturozasaИ
az L-aszparaginsavra /reciprok ábrázolás 

Lineweaver és lurk szerint; «^-ketoalu- 

társav koncentráció: 4o xnf-./l/

28. ábra Az I.
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К [AU".ml]
I. izoenzim 

■k-ketoglutcirsciv50,0

40,0

30,0

20.0

10,0

0,11 /s
1.0 10s И0.5

29. ábra Az I* izoenzim Kr. értékének meghatározása 

az -keto^lutársavra /reciprok ábrázolás
Lineweaver és Burk szerint; L-aszparagin- 

sav koncentráció: 2oo mM/1 /
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Уч [au" ml] II. izoenzim 
L-aszparaginsav

Zs
103- k]0.1 02

3o. ábra A II. izoenzim TLyí értékének meghatározása 

az Ь-aszparat;insavra /reciprok ábrázolás 

Lineweaver és Burk szerint; oé-ketOolu- 

társav koncentrációj 4о mM/1 /
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II. izoenzim
of - ketoglutársav

0.1 03 05

31. ábra A II. izoenzins 3L, értékének raeghatái’ozása 

az of-ketoblutársavra /reciprok ábrázolás 

Lineweaver és Burk szerint; b-aszpara^iu- 

sav koncentráció: 2oo m.i/1 /
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6. Táblázat Különböző forrásból származó ASAT izo- 

enzimek értékei L^aszparaginsavra 

és oC-keto^lutársavra

IrodalomIzoenzim КSzerv КM И
L-asp* оЛ-kctoglu- 

társav

lő3 M/l

Fleisher és 

mtsai, 196o 

Morino és 

mtsai, 1963 

saját mérés

kutya szív 1,18 o,7o
ll,9o
o,4o
5,oo

o,63

ASAT__m
ASATC
ASATm
ASATC

o,57
2,oo
o,3o

szarvasmarha
máj

ponty máj 9,o9I»
o,33 7 ,o4II.

Az^aktivitás^pII-fü^gése

Fleisher és mtsai. /i960/ kutya szívből, Boyd /1961/ 

patkány májból származó ASAT izoenziraek aktivitásának pH- 

függését vizsgálva megállapították, hogy a pH érték 7,о

4.4.2»
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A pH értékek beállítása 7,5-ról tömény sósav és nátrium- 

hidroxid hozzáeseppentésével történt.
Az irodalomban leirt különbséget a ponty májból szár­

mazó izoenzimek aktivitásának pH-függése között nem tapasz­
taltuk.

4.4.3. Ill VITRO peszticid kezelés hatása az_izo_enz,iиek ak- 

^ivijfcására
féréseink során azt tapasztaltuk, hogy a reakcióelegy 

által tartalmazott lo mg/l MD, lo mg/l CuSO 

nem fejtett ki gátló hatást egyik izoenzim aktivitására 

sem. Valószínű tehát, hogy az izoenzimek aktiv centruma nem 

tartalmaz -SH, -OH csoportokat.

és 1 mg/l PQ4
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alá csökkenésével uz ASAT izoenzim aktivitása erőteljesen
v*<

visszaesik, mig az ASAl\,-é közel állandó marad.

> „

Enzimaktivitás 
a max. érték %-ában 1-o-o-l.

-•-•-II. izoenzim

100

80

60

40

20

9.0 PH8.0706.0

32. ábra A ponty máj ASAS izoenziraei aktivitásának 

pií-f üggése

Az általunk tiszti to vt izo enzimek aktivitásának pll- 

fiiggését o,l H/l trietanolamin/HCl puff erben vizsgál tint, 

melynek szubsztrát tartalma az ebyes / I./ izoenzimnél 4o mM/1 

oé-ketoglutárs-v és 3 mí,/l L-aszparaginsav, xaib & II« izo­
enzimnél lo má/1 o<-keto0lutársav és 2o má/1 b-aszparu- 

uinsav volt.
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A pL értékek beállítása 7*5-ről tömény sósav és nátrium- 

hidroxid hozzáeseppentésével történt.
Az irodalomban leirt különbséget a pont* májból szár­

mazó izoenzimek aktivitásának рБ-íuggése között nem tapasz­
taltuk*

4.4.5. Ill VITRO peszticid kezelés hatása jäz_ijzojenzinek ak- 

j^ivitájsára
méréseink során azt tapasztaltuk, howy a reakcióelegy 

által tartalmazott lo mg/l MD, lo mg/l CuSO 

nem rejtett ki gátló kutast egyik izoenzira aktivitására 

sem. valószínű tehát, hogy az izoonzimek aktiv centruma nem 

tartalmaz -SH, -OIí csoportokat.

és 1 mg/l PQ4

%
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4. Ponty májából klasszikus biokémiai módszerekkel elvá­
lasztottuk, megtisztítottuk és jellemeztük az ASAT en­
zim két izoenzimét,

5* Megállapítottuk, hogy a három növényvédőszer 1 ill. 10 

mg/l-es koncentrációban ln vitro nem fejt ki gátló ha­
tást a két izoenzim aktivitására.
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6. A DOLGOZATBAN HASZNÁLT RÖVIDÍTÉSEK

асetilkolinészterázACHE
alanin arainotranszferázALAT
akut letális dózis /50 %/ 

aszpartát aminotranszferáz 

citoplazmatikus ASAT izoenzim 

mitochonűriális ASAT izoenzim

ald50
ASAT
ASATC
ASATm

bovin szérum albuminBSA
kreatin-foszfokinázCPK.
etilén-diamin-tetraecetsav • Nag 

lelülúszó
glutamát-oxálacetát transzamináz 

glutamát-piruvát transzamináz 

glutathion /red,/ 

kontroll

letális koncentráció /50 %/ 

letális dózis /50 %/ 

laktát dehidrogenáz 

methidathion

EDTA
f.

GOT
GPT
GSH
Ко,

LC 50
LD50
LDH
M D

nikotinsav-amid-adenin-dinukleotid- 

foszfát /red,/ 

piridoxál-5-foszfát

NADPH

PLP
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