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Ezuton is kbszbnetet mondoks

-

dr, Hemcsdk Jénos egyetemi adjunktusnak, hogy mun-
kdmat irdnyitotta, annak feltételeit maradéktala-
nul megteremtette és dolgozatom megirdsiat észrevée

teleivel segitette

dr., Szajéni Béla cimzetes egyetemi docensnek, a bi-
oldégiai tudoményok kandiddtusdnak, hogy az enzim=-
tisztitdasi rész munkdit irdnyitotta és gyakorlatias,

hasznos tandcsaival ezirdnyu felkésgliltségemet gya=~

“rapitotta

Prof. Dr. Boross Lédszlonak, hogy a vezetése alatt dl-

16 intézetben dolgozatom elkésziilését lehetlévé tette

dr, Buzds Zsuzsanna egyetemi tandrsegédnek problémé-
inm megolddsdhoz nyujtott segiteégéért ¢és a dolgozat

hibdinak kijavitasdért

kollégaimmak segitségikért

Szdk Kocsis Méria asszisztensnek a kisérietek soran
végzett pontos, lelkiismeretes munkdjaert, az abrék
gondos megrajzoldsadért

Brulichné Baldzs fgnes és P, Vadadi Ldszldéné asszisz=-

tenceknek a kisérletes munkéban nyujtott segitségiikért
mindazoknak, akik a dolgozat létrejottét valamilyen

médon segitették




1.
2.

3
3.1.
3.2,
3.3,
3.4,
345,
3.6,
3.7.
3.8.

349.
4.

4.1,

4.2.

4-3-

TARTALOMJEGYZEK

BEVEZETES s ssesoovsosoroscsosacsosnasoionsasnasnns
IRODALMI ATTEKINTES:.«vteeroeesroosevsocsasnncoans
2.1..
2.2,

A felhaszndlt hatdanyagok jellemzé€se€.....ccses.
Az aszpartidt aminotranszferiz és az alanin ami-

notrangzferdz enzimek jellemzésCecesesceccvocas

ANYAGOK ES MODSZERMOQOCOOOOOQOQQQQQoo.q.ooo..ooo

Felhaszndlt anyagoKeesceseseseosssssssacsasence
Kisérletd 811at0K.eeeeoreeaseseroseasoonosannss
Szdllitdsi és tartdsi koriUlmények...eceecoscess
Az alkalmazott kezelégeK,.vevuvevseesreneconnses
Az bnkontrollos médszer.....................;..
VErVetele et eeivennsnassoecassononsocsnacsannnsa
A vérplagma tarolas@.eseevesccrsscccconsossacsces
Az aminotranszferdz enzimek aktivitdsdnak méré-

se.-‘tooootoa.a00..00000000...0.0.‘.0.00.0‘....

A fehérjetartalom meghatdrozdBa.cesecececccseas

A7 EZREDMENYERK ISMERTETZSE ES ERTEKELESE..ceeeecee

IR VIVO n8vényvédldszer kezelések szervkarosité
hat888 halaKr8eeeesscccocassssacsacsosonssssssns
Az dltalunk kifezlesztett enzimdiagnosztikai
tesztrendszer in natur alkalmazdsa halpusz-
tulds okainak felderitésére......cocevereevcces
Az aszpartidt aminotranszferdz enzim tisztitééa

ponty méjbél‘.C...Q.....O.........‘....O'.'..’.

-1
'40
'40

27.
37.
37.
37,
38,
38,
39.
40.
41.

42.

45,

47,

47,



) 494-

e

6 .

7"’0 :

8.

A megtisztitott igoenzimek jellemzése.......... 85,
BSSZEPOGLALAS e cvtevervontcsvecossseasoncsesssces 93,
A DOLGOZATBAN HASZNALT ROVIDITESEK.v:eovseeceeess 95,
A FELHASZNALT IRODALOM JEGYZEKE..ececovsnsensones 97
A DOKTORI ERTEHKEZES ANYAGABOL ELHANGZOTT ELOADA-

SOK £S MEGJELENT KOZLEMENYEE JBGYZEKE:s.sseeeeses 111,



1. BEVEZETIS

Napjaink megzdgazdasdgdnak egyik legégetdbd problé-
méja: hogyan lehetne még tovabb ndvelni a termésdtlagokat
a novénytermesztésben., A gépesités és az uj fajtdk nemési-
tése mellett igen fontos sgzerepet szdnnak a szakemberek az
esyre nagyobb mennyiségben alkalmazott ndvényvédbszereknek,

A peszticidek termelésének és alkalmazédsdnak ilyen
hatalmas mérvi fejlédését agonban nen kovette kieléygitd mé-
don a kornyezet szennyezését megakaddlyozd technolédgidk és
berendezések fejlesztése, ill. a ndvényvédiészereket alkal-
mazé mezdgazdasigi munkdsok megfeleld szintii képzése. Ennek
eredményeképpen ugrdsszeriien megszaporodtak a peszticid-
mérgezésekrdl s2616 jelentések.

A kemikdliak szennyezé hatdsa legdrasztikusabban a
vizi okoszisztémik stabilitdsdt fenyegeti, hiszen a novény-
védbészerek és gydrtdsi melléktermékeik legnagyobd része a
vizben j6l 01d6dé vegyliletek kozé tartozik, A visben €16
dllatok -~ kOztlik a halak is - légzlszerveiken atszlirve a
vizet, a benne oldott szennyezd agenseket débbenetes mértiék-
ben feldusitjdk szervezetiikben /Gakstatter, 1968; Yamamoto és

mtsai, 1977/, ennek ktvetkeztében anyagcseré jik normdlis



menete felborul, idegrendszeriik kXirosodik, stressz-dlla-
potba kerillnek, sulyosabb esetekben elpusztulnak. Ahhoz,
hogy a pusztulds ill, a szubletdlis kdrosodds kozvetlen

okét és pontos mechanizmusdt meg lehessen hatdrozni, uj

megkdzelitési médot és a hal-toxikolégidban eddig isme-

retlen médszerecket kellett alkalmazni,

Az orvostudomény egyik 4ga, a klinikai enzimolégia
ﬁér évtizedek Sta sikeresen haszndlja bizonyos vérszérum-
enzimek aktivitdsdnak mérését arra a célra, hogy egyes be-
tegségeket még lappangé fdzisukban felderitsen ill. adato-
kat szolgdltasson a vizggdlt szervezet pillanatnyi &dllapo-
tarél, Ez adta az otletet, hogy megprobiljuk a szérumddl
torténd cnzim-analizis médszereit adaptdlni a hel-~toxiko-
1l6gidba. és a kisérlet sikeresnek bizonyult /Bell, 1968;
Kristofferson és mtsai, 1974; Racicot és mtsai, 1975/,

A fentiek figyelembe vételével 1979-ben megalakult munka-
csopértunk kettds célt tiizott maga elé:

1. Olyan érzékeny és viszonylag egyszeriien mérhetd
enzimoldgiai jelzdrendszer kidolgozédsa, és beve-
zetése a hazai gyakorlatba, melynek segitségével
a kedvezétleniil megvdltozott kdrnyezeti tényezlk
okozta kdrosoddsok halakbbél gyorsan és pontosan
kimérhetbk.

2. A mezdgazdasdgban nagy mennyiségben alkalmazott



vizoldékony ndvényveéddszerck karosité hatdsdnak
tesztelése czen jelzdrendszer alkalmazdsaval hae
zal haszonhalainkon /ponty/Cyprinus carpio L./,
fehér busa/Hypophthalmichthys molitrix V./harcsa
/Silurus glanis L.//. '
A csoporton belill az dltalunk valasztott szlikebb vizsgila=-
ti teriilet a szervkdrosoddsok kimutatdsa volt az amino-
transzferdz enzimek tanulményozdsdnax segitségével.
Kisérleteink sordn in vivo novényvédészerekkel ke-
zelt és kontroll halak széruménak aminotranszferidz enzim-
aktivitdsait hasonlitottuk ©ssze; megtisztitottuk és jel-
lenmeztilk az aszpartdt aminotranszferdz /ASAT, E.C.2.6,1.1./
enzimét, és megvizsgiltuk, hogyan befolyasolja annak akti-
vitdsdt a kivdlasztott novényvéddszerekkel tortént in vitro

kezelés.,



2. IRODAIMI ATTEKIRTLS

2.1. A felhaszndlt hatdanyagok jellemzése

2,1.1. A paraguat

2.101010 FelfedeZése

A kvaterner amménium vegyliletek toxicitdsdt régen

felismerték, a csoport nénény tagjdt -igy példdul a ce~
til-trimetilamménium~bromidot - baktericid tulajdonsdw
guk miatt fert6tlenitlSszerként haszndltdk, Késébb észre=-
vették, hogy a gombdkra is igen erlsen toxikusak, ilyen
irdnyu gyakorlati felhasznaldsukat azonban lehetetlenneé
tette az a tény, hogy révid idé alatt kiszaritottdk a
gazdanovényt /Metcalf,1971/.
E felfedezés nyomdn indult meg a kutatdémunka az ICI-ban,
melynek eredményexént 1958~ban bemutattdk a bipiridilium
herbicidek mindmédig legjelentdsebb képviselbjét, a para=-
quatot /pQ/.
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1, dbra Paraquat-diklorid
/1,1-dimetil-4,4=bipiridilium-diklorid/

2el¢le2, Hatdsmechanizmusa névényexben

A PQ vizben nagyon Jjél oldddik, majdnem teljesen
ionokra disszocidl, A pozitiv t6ltési PQ-ion a nivénybe
bejutva a fotoszintetikus elektrontranszport gdtidsa ré-
vén fejti ki toxikus hatdsat, Mivel erds elektronakceptor,

kompetitive gdtolja a ferredoxin redukciéjat azdltal,



hogy elvonja ag clektronokat az I. fotoszintetikus
rendszerbél, s igy megakaddlyozza a NADPH képzbdéaét
/Varga, 1980/. A fenti fol&amatban a PQ-ion viszony-
‘lag stabil, vizoidékony szabadgyokiokké redukédlédik

- ezt a reakcidt izoldlt ndvényi klofoplasztokban is
sikeriilt bemutatni - /Kearney és Kaufmann, 1975/.
Oxigénhidny esetén ezek a szabadgyodkok meglehetésén-
stabilak, oxigén jelenlétében azonban gyokionokkd re-
dukdlédnak, . melyek azonnal visszaoxiddlédnak folyto-
nos hidrogén-peroxid képzddés mellett. A PQ esetében
éltaldban a hidroyén-peroxidot tekintik aktiv fitotoxi-
kus dgensnek, bar lehetséges, hogy mds ideiglenes gyok-
intermediereck is résztvesznek a herbicid hatds kifejté-
gsében., A hidrogén-peroxid a sejtmembrdant alszotdé lipidek

peroxiddcidja révén pusztitja a novényt,

2,1.1.%. Toxicitisa gerincesekre

A PQ toxicitdsa jelentésen fligy az dllatfajtél,

fajtdtél és kortél. / I. tdbldzat /
Hoffman és Eastin /1982/ tdkés récék elbkeltetett toja-

sait PQ tartalmu oldatba martva, majd tovabb keltetve

megdllapitottdk, hogy a herbicid mir a mezdgazdaségi



felhaszndldsra ajdnlott koncentricid felénél csokkenti az

embridk novekedését, embridtoxikus, sbét teratogén hatdsu.

1. Tdbldzat A paraquat toxicitdsa kiilonbozo

dllatfajokra / Manzo és mtsai,

1979 /

Faj Kezelési méd LDg,, /mng kg/
patiény . széjon &% 95-143
patkdny hasiiregbe 33,5
egér hasiiregbe 30,0
tengeri malac szdjon &t 22,0
tengeri malac hasiiregbe 3,0
nyul . hasiiregbe i8,0
macska szdjon 4t 35,0
szarvasmarha szdjon At 35=~50
majom szajon at 50
ember szdjon at 4~40

Emlésokben a PQ mind az intakt bérdn, mind a bélen ke~

resztill nagyon gyengén szivdédik fel - utdébbi esetdben



maximum a lenyelt ddézis 5 §i~a - /Conning és mtsai, 1969/,
azonban a szovetekben midr 1 mg/kg PQ jelenléte letalis
lehet / Fisher és mtsai, 1971 /. A vérbe keriilt PQ a
plazmafehérjékhez gyengén kotédik, a vérben szabad for-
mdban kering, gyorsan eljut a szdvetekbe /Conning és
mtsai, 1969/, ahornan a felszivédott dézis nagy része
48 S6ran belill kiliriil, 20-3%0 %-a azonban a sgzovetekben
marad - féként a tiuddben - és csak 2-3 hét alatt tévo-
zik el /Fisher és mtsai, 1971/.

Rose és mtsai 1977/ kiilonbozé 4llatfajokbél és ember-
b6l szarmazd tiddszeleteket PQ tartalmu kozegben inku-
balva megallapitottdk, hogy a hatdéanyag aktivan kon-
centrdlddik az alveolusok epithelidlis sejtjeiben egy
energiafiiggd mechanizmus révén, melyet a noradrenalin,
az S5~hidroxi-triptamin és bizonyos hisztamin-antagonis-
tdk (é&tolnak,

Ross és Krieger /1979/ patkdnyokban subcutan PQ injek-
cidé hatdsdra a kiovetkezd méryezési tiinetcket figyelték
meg: anoxia, tiidéodéma, veseelégtelenséy, szivizomnek-
rézis, felfokozott érzékenység illetve a prosztaglan-
din és vércukorszint me,_véltozdsa. Ezekbll a jelekbdl

megdllapithaté, hogy a PQ-nak a tidé elsddleges, de



nem egyediili célszerve, hiszen jelentds mértékben kiro-
sitotta a szivet, a mijat, a vesét és a mellékveséket,

A mérgeszési tiinetek kialakuldsdnak sorrendjét vizégélva
Yairchtexr és Wilson /1975/ megdllapitottdk, hogy a mdj

és a vese dtmeneti milkkodési zavara tapasztalhaté eldszor,
majd a tidé tipikus patholdgids 1ézidja, ¢s az eunnck k&=~
vetkeztében kialakulé légzési elégtelenség, mely a leg-
tébb esetben pusztulashoz veszet,

Jelenlegi ismereteink szerint a PQ-nak nincs adekvdt an-

tidotuma,

2.,1.1.,4. Hatdsmechanizmusa emldsokben mérgezésnel

. Valészinii, hogy & PQ toxikus hatdsdt emldstkben
hasonlé médon fejti ki, mint a gyomnivényekben. /2,4bra/
A sejtekbe bejutott PQ az emlésdkben is NADPH-igényes
oxiddcidés~redukcidés korfolyamaton megy keresztil, ekiz-
5en az 02-b61 nagyon aktiv szabadgytkok keletkeznek
/pl. szuperoxid szabadgyoksk, 0, /, melyek a sejtmembran
telitetlen lipidjeit megtéamadva lipidperoxidokat hogznak
létre /Bus és misai, 1974/.

Jelenlegi ismereteink alapjdn a PQ-toxicitéds hérom té=-

nyez6 kitvetkezményeként jelentkezhet:
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1, Lecsokken a NADPH intracelluldris koncentra-
cidja, ez meggdtolja a zsirsavak ill. az o6sz-
szetett lipidek szintézisét /utébbiakbdl épiil
fel a tiiddben az alveolusok faldnak véddrétege/
/Fisher, 1977/.

2. A szabadgyskok dltal okozott lipidperoxidacid
kovetkeztében kdrosodik a sejtmembrdn és a sejt
funkciondlis integritdsa megsziinik.

3. A mitokondridlis elektrontranszfer reakcid szét-
kapcsoldsa miatt megszakad a sejt energia-utdne-
pétlisa /Ogata és Hasegawa, 1978/.

A lipidperoxidécid részvételét a PQ-toxicitasban alati-
masztja Block /1979/ azon megfigyelése, hogy normdl és
E-vitaminhidnyos patkdnyokat %0 mg/kg PQ-tal intraperi-
tonedlisan kezelve az utébbiakndl a tulélési % és idd
drasztikusan lecsdkkent. A PQ kezelést megelézden tobb-
szdr beadott E-vitamin adag /1 mgs/kg/nap/ a toxikus ha-
tds kialakuldsat gdtolta, mivel feltehetden antioxiddns-
ként résztvesz a PQ 4dltal megihditott szabadgyokos lénc-
reakcidk lezdrisdban. Kehrer és mtsei /1979/ megdllapi-
tottdk, hogy a hiperoxia noveli a PQ akut toxicitdsdt
patkdnyokban; a csvkkent oxigéntenzidé ellentétes hatdsdt

risher /1977/ irta le. Ezek tovédbbi bizonyitékai annak,



hogy a PQ indukdlta sejtkérosoddsvan lipid peroxiddciéd

foszerepet jatszik.

oxidalt paraquat ) C NADPH+H*
redukalt paraquat NADP

oxidalt o- SOD
idalt paraquat 0; H,0,+0,

40, tobbszorosen
2 / telitetlen lipidek )

E vitamin
lipid GSH lipid lipd —A
alkoholok peroxidaz hidroperoxidok s szobadgyokok

2, ébra A paraquat toxicitdsdnak feltételezett

mechanizmusa eml8stkben /Block, 1979/

Ellentmondanak a fentieknek Kornbrust és Mavis /1980/ ill.
Steffen és mtsai /1980/ mérései, akik patkdny és egéxr
mikroszdémaval végzett in vitro és patkdnnyal vegzett in
vivo kisérletek eredményeként arra a kivetkeztetésre jutot=-
tak, hogy a lipid peroxiddcié nem ill, csak mellékhatdsként

vesz részt a PQ toxicitdsdnak kifejlddésében.
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Az ellentmondds lehetséges okdra Matkovics és mtsai./1l98o/
vildgitanak rds egerek kiilonbezd ddézisu PQ kezelését kivee-
tden azt tapasztaltdk, hogy a ddézis emelésével /120 mg/kg-=
%00 mg/kg PQ/ a lipidperoxiddcid egyes szervekben a kontroll
szintre, s6t az ald csdkkent, Elképzelésiik szerint lehet=-
séges, hogy & PQ az alacsonyabb koncentrdcidé-értékeknél
aerob elektrondonorként hat eldsegitve az 05 gyok képzddée
sét, miy a koncentrécidé ndvekedésével elektronakceptorrd
valik, csdkkentve a lipidperoxiddcidt.

A PQ indukélta lipidperoxiddcidé ellen az emldstk szerveze=
te tobb médon védekezik /Block, 1979/:

1. A szuperoxid gyokot a szuperoxid-dizmutéz eazim
/S0D/ gyorsan dtalakitja molekuldris oxigénné
és hidrogén-peroxiddd /utébbit a kataldz hatdsta=-
lanitja/.

2. Az endogén antioxidénsok /pl, E-vitamin/ megsza-
kitjék a szabadgydk-katalizdlta peroxidativ lénc~
reakcidkat.

3¢« A glutation-peroxidéz rendszer enzimeinek /GSH-
peroxiddz, glikdéz-6-foszfdt dehidrogendsz/stimu=
lécidja, melyek a lipidperoxidokat méregtelenitik

stabil lipidalkoholokké alakitva dket.

=Ty
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2e.1.1.5, MNMeulgazdasdgi alkalmazdsa

A PQ széles kidrben alkalmazott novényi deszikkdns,
Hatasmédjat tekintve Atmenetet képez a kontakt és szisztée
mikus szerek kizott. Posztemergensen, levélherbicidként ale
kalmazzdk, mivel a lombozatbdl pyorsan transzlokélddik. Nem
szelektiv hatdsu, minden novényt -melynek feliiletére réper-
metezik- par napon belil elpusztit. Talajherbicidként nem

haszndlhaté fel, mert ioncsere révén azonnal adszorbedlddik
a talajkolloidokon, ezaltal inaktivdlédik, s igy hatdsdt nem
képes kifejteni, Ez az oka, hogy a PQ-ot gyakran alkalmazzdk
kémiai szantds céljdbdl, totdlis gyomirtdészerként olyan te-
riiletexen, ahol a talajerézié sulyos problémidkat oxoz/lddasy,
1979/.
Hazankban az aldbvi PQ-tartalmu készitményeket forgalmazziék:

GRAMOXOKE - 25 % PQ~diklorid
GOMEX 28 % PQ-dimetil-szulfat

Ajénlott felhaszndldsi mennyiségek GRAIIOXONz~permetezés ese-
tén lo ooo mz-re:

vetés eldtti ryonirtisra 3,9-5,2 1 /87,5-130 mg iD/me/
sik legeldk felujitdséndl 7,8-12 1 /195~ 300 mg MD/mz/

/Kénya és mtsai, 1982/,
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241.2.1s A fémek gombasld hatdsa

A fémtartalmu fungicidek gombatld hatédsdt a belbliik
xeletkez6 fémkationok biztositjdk.
A kiilonbozé fémek kationjainak relativ fungitoxicitdsa a
kbvetkezé sorrendben csokken:
Ag, Hg, Cu, Cd4, Cr, Ni, Pb, Co, Zn, Fe, Ca /Cremlyn, 1978/.
J61 negfizyelhetd, hogy a toxicitds vsszefiigg a fémek peri-
ddusos rendszerben elfoglalt helyével, hiszen a felsoroltak
a kdlcium és az 6lom kivételével a d mezd elemei kozé tar=-
toznak, A periddusos rendszer ejgy oszlopdn belill a toxicitas
ndé a fémek atontomegével. A gombatoxicitds fokdt valdszini-
leg az ionigédlatlan fémkomplcexek sejtfalhoz kapesoslédd ko-
valens vagy koordindcidés kttéseinek erdssége szabja meg, mely
a féuek relativ keldtképzd képességétol, a fén-szulfid stabi-
1itdsatol és a kationok elektronegativitdasdtdl is fugg

/Lukens, 1971/,

2.1.2.2. A réz-szulfdt hatdsmechanizmusa gombdkban

A szervetlen rézvegyiiletek ,ombadld hatisa azon ala-
pul, hogy a sejt belsejébe jutd CuZionok komplexeket képez=-

nek a gomba fehérjéinek tiol- és aminocsoportjaival, ennek
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kdvetkeztében a gomba létfontossdgu enzimei és egyéb pro-
teinjel nem specifikus médon gétlédnak /Nddasy, 1979/.
Ahhoz, hogy a C&aionok ki tudjdk fejteni fungicid hatdsu=-
kat, &t kell jutniuk a gomba sejtfalan., Mivel a komplexbe
vitt Cu=ionok lipoid oldhatésdga jelentds mértékben megnd,
komplexképzd vegyiileteket alkalmaznak, Igy a fungitoxikus
fémkation kdnnyebben bejut a sejtbe, ahol a komplex disz-

szocidl, és a Cu~ion kifejti hatdsit,

2.1.2.3, Toxicitdsa gerincesekre

A halakra a vizbe keriild rézszennyezddés két uton
fejt ki kedvezétlen hatast:

1, a tépldlékukat jelentd alsdébbrendii €16lények

mennyiségének csokkentése [kdzvetett hatds/

2. & halak szervezetének kozvetlen karositdsa

A vizbe jutd rézvegyiletekbdl ledisszociélé Cu~ion
mar 2 mg/l koncentricidban jelentés toxikus hatdst fejt ki
a baktériumokra /Singleton és Guthrie, 1977/, cstkxkenti a
vizi baktérium-tirsuldsok stabilitdasat, ezéltal felborit-
hatja az egész vizi okoszisztéma természetes egyensulyit,
Winner és Farrell /1976/ vizsgdlatai szerint egyes vizitol=-
ha populdcidék /Daphnia magna, D, pulex, D. parvula, D. an-
bigua/ 0,04 mg/l Cu-tartalmu vizben 72 d6ra elteltevel je-

lentés eygyedszamcsdkkenést mutattak,



- 16 =

Ré 6ta ismert az a tény, hogy a szerves vegylilctek-
hez kapcsoldéddé réz nem toxikus hatdsu, a réz hal-toxicitésa
szervetlen vegyliileteihez kapcsolhaté /Sprague, 1968/. A réz
halakat kdrosité hatdsdat szdnos kdrnyezeti tényezd befolya-
solja /pl. a viz pH-ja, kenénysége és komplexképzd képessé-
ge stb./. Chakounikos és misai. /1979/ 3-lo ¢-0s gyilkos
pisztrdngok /Salmo clarki/ akut LCq, értékét hatdroztik mey
96 o6ras réz-keselést kovetden xiilonbozé keménysdégii és pH-ju
vizekben. A réz hét eltérd oldhatésdgu forndjait sszehason-
litva a kiovetkezlket taldltdk toxikusnak az adott kbrillmé-
nyek k&zbtt: Cu®ion /alacsonyabb pH-értékeknél/, CuOH és
CuOh, /magasabb pH értéxexnél/. ile;figyelésilkk szerint a viz
keménysége és a benne fololdoft egységnyi rézvegyllet toxi-
kussaga forditott ardnyban 41l egyméssal,

Yamamoto és mtsai. /1977/ két hétig o,1 mg/l réz-szulfét
tartalmu vizben tartott ponty szerveinek réztartalugt a
kontrolléval osszevetve azt tapasztaltdk, hogy a hepato~
pankredsz, a kopoltyuk, a bél és a vese réztartalma szigni-
fikdnsan /2-6-szorosdra/ megnoveicedett.

Drbal és Svobodovd /1980/ kut- ill. tavi vizben tartott
egy- ¢s kétnyaras pontyokat 1 my/l Cus0, H,0-tal kezeltek,
majd 48 éra elteltdével scerveik réztartalmat az azonos ko=

gegben tartott kontrollokéhoz hgsoulitotték. liindkét csetben
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a halak kopoltyujdban dusult fel a legnagyobdb mértékben a
réz [/kutvizben a kontroll 3,5~-szirdsére, tavi vigben 1,8-
szorosara/. A kililonbozé mértékii akkumulicid magyarézata a
szerzO0k szerint az lehet, hogy a tavi vizben a réz-sszul-

f4tbS81l komplex~ és rosszul 01d6d6 rézvegyiiletek képszddnek.

A réz ilyen mértékii feldusuldédsa a halak legfontosabbd
szerveiben minden bizonnyal megakaddélyozza az alapvetd lét-
fenntarté mechanizmusok fizioldgids milkodését. Ezt a felte-
vést aldtamasztjédk a kivetkezd adatok is: 30-95 g-os pata-
ki pisztrdngokat /Salvenius fontinalis/ 6 napig 24-67,5
Mg/l Cu~iont tartalmazdé vizben tartva, azok vérképe jelen-
tdsen megvdltozik a kontrollokéhoz képest, jelezve a fém~
ion &ltal kozvetlenil ill. kbzvetve kifejtett kdrosité ha-
tdst, és az ennek ellensulyozdsa céljdabél beinacult folya-
matokat /McKim és mtsai, 1970/.

Kedvezétleniil befolydsolja a viz réz-szennyezddése a benne
€16 halak tdpanyag~hasznositdsdt is. Gyengén savas kémhaté-
su /pH 6,0/, ldgy vizben 20 pg/l Cu-ion 25 %-kal /!!/ csdk-
kentette 5-6 g~03 szivdrvinyos pisztrdngok /Salmo gairdneri/
névekedésének mértékét /Waiwood és Beamish, 1978/.

A réz-mérgezés emlésvkben az esetek legnagyobd részé-
ben gasztroenteritiszt okoz, mely igen gyakran elhulldst erecd

ményez. A réz-szulfit ALD5° értéke patkdnyokra 300 mg/kg.
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2.1.2.4. Mezbgazdasdgi alkalmazdsa

A réz-szulfdtot a XVIII. szazadban haszndltak ell=-
sz0r csdvdzdszerként buza kbiiszdg ellen ill. herbicidként
pcabondban éveld gyomok irtédsdra, Felhaszndldsdban ugrés-
szeri ntvekedést jelentett a borddi 1é felfedegése, melyet
eredetének helyérél neveztek el. A szer Cus0,-0t /4,5 kg/
és Ca/OH/Q-ot /5, kg/ tartalmaz /454 1/ vizben oldva. Ak~
tiv hatbéanyaga valdsziniileg a tribdzisos réz-szulfat
/Cuso4x3Cu/OH/2/, kémidja és pontos hatdsmédja igen bonyolult,

A bordéi 1lé protektiv, széles hatdsspektrumu és nosz-
gzu hatastartamu gjombadldéaszer, Csaknem kicdrélag levélfungi-
cidként alxalmazzdk, igen hatdsos a Peronospora, a Phytophtho-
ra és a Cercospora fajox ellen., Sz6ldperonoszpora ellen o0,5-
1,y %-og, gylimdlcesfédk, szantéfoldi uovények és z5ldségféldk
gombabetegségei ellen 6,2-2 %-08 toménységi borddi 1lé alkal-
nazésdt ajédnljdk a novénytermesztdknek /Xdénya és mtsai, 1382/.
Ez Cu-ionra Atszdmitva o,75-2,2% g/l ill. o0,3-3 g/1 koncentrd-
cibt jelent, amely a vizbe keriilve tiz- s4t szazezerszeresé-
re nigulva is erdsen mérgezd a halakra,

A réz-tartalmu fungicideket napjainkban is nagy meny-
nyiségben hasznal jdk a mezdgazdasdgban. A szakemberek szerint
az ezredforduldig nélkiilézhetetlenek lesznek a haszonntvények

comba elleni védelmében,
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A hazankban kereskedelmi forgalomban kaphaté, réz-szulfd-

tot tartalmazdé szerek:

REZGALIC 96 $ réz-szulfat
BAKONY borddi 1é 45 % réz-szulfét
alapanyag 55 % oltott mészpor

2,1.3, A methidathion

2.1.3,1. A kolinészterdz gatldszerek hatdsmechanizmusa és

toxicitésa

A gerinceseknél és a rovaroknal egyarant fontos sze-
repet jdtszik az idegrendszer milkodesében az acetilkolin-
észterdz enzim, Mﬁkﬁ@ése sordn a kolinerg rostok szinapszi-
saiban neurotranszmitterként funkciondlé acetilkolin mole-
kuldkat -miutén azok szerepiiket elldtva atjuttattdk az in-
geriletet egyik idegsejtrdl a masikra- hidrolizdlja el ko-
linra és ecetsavra. Az enzim aktiv centruma két £6 részbél

41l: az anionos helybSl, amely negativ t0ltésii és a szubszt-

ahol egy szerin-hidroxil csoport lép reakcidéba a szubsztrdt
elektrofil karbonil szénatomjdval. /3. dbra/

Ha az acetilkolinészterdz enzim milkbdése valamilyen okbdl



kérosodik, a felszabadult acetilkolin felgyiilemlik, és

megakaddlyozza az ingeriletdtvitelt,

+ ((.). + H‘O"\O
(CH,),N-CH,-CH-0- C'S CH, (CH,), N-CH;CH;0H ,(I:I-CH,
<) , hs =2 Q
anionos észterkotd | &

hely hely acetildlt enzim

gyors hidrolizis l

(CH,),N-CH;CH;OH + CH;COOH H

-) 0

regenerdlodott enzim

.....

3. Gbra Az acetilkolinészterdz enzim mikddése

/Cremlyn, 13978/

Bz adta az otletet, hogy olyan rovardliszert keressenek,

amely megbénitja a rovarok idegmilkbdését, s igy sziletett

meg az inszekticidek, st a peszticidek mindmdilg legnépe-

sebb csoportjédnak, a szerves foszforsavésztereknek a csa=-

14dja.
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Ezen vegyluletcsoport szinte minden tagja a kdvetkezd szer~

kezeti képlet szerint épilil fel:

Rl /0/ S/ Rl 5 R2= alkil-. alkoxi“" aminoe
\\P csoport
Ré// \\Acil Acil: savmaradék vagy savas

karakteri csoport
/Nédasy, 1979/

Hatdsmechanizmusuk azon alapul, hogy kompetitiv inhibitorai
az acetilkolinnak; képesek bekitddni az anionos helyre és
reagélni az észterkdtdhely szerin-hidroxil csoportjaval,
foszforildlva azt, ezaltal gdtolva az enzim aktivitasdt. Mie
vel a P-0 kotés jéval erdsebb, mint a C-0 kotés, ezért las-
sabban hidrolizdl, sokkal hosszabb idd telik el addig, mig
az enzim ujra aktivvd vdlik, Ezalatt az acetilkolin-szint
egyre novekszik, majd bedll az endogén acetilkolin-mérgezés.
Emldsokben a mérgezés tinetei egyrészt a nikotin mérgezés
/izomréngdsok, ingerlékenység, izombénulds/, mdsrészt a
muszkarin mérgezés tineteire /hényinger, fajdalmak, izzadds,
fokozott vizeletiirités, légszomj, tiidéddéma/ hasonlitanak,
Sulyos esetben eldbb tudatzavar, djulds lép fel, majd bekd-

vetkezik a pusztulds /Nddasy, 1979/.

»



" A foszforilezett enzim reaktivdalddésiat a hidroxileimino=-

csoportot tartalmazd vegylletek gyorsithatjik,

2¢1e3%.2. A methidathion metabolizmusa és toxicitdsa

A Ciba=Ceigy céy 1966=ban mutatta be uj, szervetlen
foszforsavészter tipusu inszekticid hatdanyagét, amely a

methidathion fantdzianevet kapta.

CHO\ /S
F)

CHO” NS—CH, 0
\N /7
;o\
NS

|
OCH

3

4, ébra A methidathion képlete /S-2,5-dihidro=~5-me=~
toxi~2=0%0~1,5,4-tiadiazol=-3-ilmetil~0,0~di~

metil-foszforoditiodt/

A methidathion /MD/ némi atkatld tulajdonsdggal rendelkezd
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loko-szisztémikus, azaz a novények epidermiszébe behatolni
képes, de onnan tovdbb nem transzportdlddsé rovarivlészer.
Ahhoz, hogy AChE-bénité hatdsat kifejthesse -~ugyanugy, mint
a tobbi P=S kotéssel rendelkezd, un. tiofoszforsav-észternek-
ezt megellzben oxidativ deszulfurdlédson kell keresztil men-
nie. Ezt az dtalakulédst gerincesekben és rovarokban az un.
kevert funkcidju oxiddz /MFO/ enzimek, mig a névényekben va-
léazinlileg a péroxidéz enzimek katalizdljdk /Eto, 1974/. Ez
az aktivdlédés azonban a legtobb esetben -igy a MD-ndl is=-
egyuttal a lebontds elsd lépcséje is, Chopade és Dauterman
/1281/ patkdny és egér médj mikroszémdlis frakcidjdban vizs-
gdltdk a MD in vitro metabolizmusat, és azt tapasztaltik,
hosy a minimdlis kiilonbségektdl eltekintve a £6 utak mindkét
faj esetén azonosak voltak: a P=S kotés enzimatikus hidroli-
zise, a heterociklusos gylirii leszakitdsa, az oxidativ deszul-
furialds, ill. a demetilezés,

A MD in vivo metabolizmusa és kilirillése mind agz allatokban,
mind a novényekben viszonylag gyore folyamat /Esser és Miiller,
1966/,

NcLeese és Metcalfe /1979/ a ¥D 48 érds és 96 6rds LCg, ér-
tékét a homdrra /Homarus americanus/ 14 il1l, lo pg/l-ben 41~

lapitottdk meg.
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Per ordlisan xét éven keresztil naponta adagolt IMD patkd-

nyokban 0,2 mg/kg-os, rhesus majomban 0,25 mg/kg-os dézis-

ban nem fejtett ki detektdlhaté kdros hatdst /Martin és

Worthing, 1977/.

2. Tablézat A methidathion akut LD5° értéke kilon-

b62z6 éllatfajokra /Martin és Worthing,

1977/

Faj Kezelési méd ALD5° /mg/ke/
patkany szajon at 25-54
egér szajon at 25-T0
tengerimalac szajon 4t 25
aranyhorcsog szajon at 30
nyul szdajon at 63=80
ctyuk szajon at 80
patkany béron &t 150
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2ela3,3., Mezbgazdasagi alkalmazidsa

ElsGsorban a gylimblcsdasdk és a 820616 rovarkdrtevsi,
valamint a burgonyabogdr ellen alkalmazzdk, de sikeresen
bevethetS6 pajzstetvek ellen is, /3. tdabldazat/

Hazdnkban nagyiizemi felhaszndldsra engedélyezett készitmé-
nye:

ULTRACID 40 wP 40 % methidathion
A szer alkalmazdsa esetén a munkae észségligyl varakozasi
idé 8 nap, az élelmezés-egészségligyi vdrakozdsi idé 28 nap,

a hatdéanyag engedélyezett maradékértéke 0,2 mg/kg,
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3, Tablaszat AJAnlasok az ULTRACID 40 “P nagy~
{izemi felhasgzndlaséhoz /Kbénya és

mteal, 1yBz2/
! -]
2 g g
a & 3 b -
2 g 2 s & g 9
[ ] = L) 4 3 L ] 5
£ QG e~ N 42 0 s ~
M e e g N
":3 g g Q § ~ 0O ™~
B : N © 8 i » o §
4 > -] é’
2 28 < 2 w N
g ﬁ o -~ g - 8 '8 it
2 3 3 ‘B ~ %3
: 33 2 3 = 8 g
1] < 5y < ? ~ S n
AlmAs 750 « 1000 2000 60 - 80
Oszibarackos 750 « 1000 1400 42 = 56
BorsbvetSmag
2000 — -
termeegtés
Kukoricéas 1500 - 2000 1000 60 - 80
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2,2. Az aszpartdt aminotranszferdz és az alanin amino=-

transzferdz enzimek jellemzése

2.2.1. A trangzamindlds

Meister /1955/ definicidja szerint: a transzaminde
lds az a kémiai reakcié, amelyben egy aminocsoport adédik
4t egyik nolekuldrdl a mdsikra az amménia kozvetité riész-
vétele nélkill, A folyamatot Herbst és Engel /1934/ irta le
eldszor,
A fenti reakciét katalizdld aminotranszferédzok /korébbi ne-
vikon transzamindzok vagy aminoferdzok/ széles korben el-
terjedt enzimek, egyarant megtaldalhatdk mikroorganizmusoke
ban, ndvényekben, alacsonyabbrendii és magasabbrendii dlla-
tokban,

A transzamindldsi reakcid d4ltaldnos mechanizmusa a kovetkezos

COOH COOH ' COOH c|:oon

| . |

CH-tiy + G=0 «2pinotranssferds C=0  + Cn-Niy
Ry R, Ry R,

/R1 és R, az amino- illetve ketosavak kizds szénvaiza/

A folyamat egyensulyi dllandéja kb. 1, tehdt reverzivilis-

nek tekinthetd,
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Az aminotranszferdz enzimek koenzimként piridoxdl-S5-fosz-
fétot /PLP/ tartalmaznak, mely valdsziniileg heterociklu~
sos gylriijének pozitiv toltési nitrogénje révén kotddik az
apoenzimhez, A reakcidé sordn a koenzim az amino- és ketosa=-
vakkal felvaltva reagdl, s igy viszi 4t az aminocsoportot

a donorrél az akceptorra /5. dbra/.

>
A
: 1
A~ A
enzim
wizua
i !
1
\K
a
A /F
l&=

5 ébra A piridoxdl-S5-foszfdt koenzim részvétele

a transzamindldsi reakciéban /Farkas,1978/
/klh-xﬁzzkiindulé aminosav; Rl=O:keletkez6 ketosav; K,=0:
kiindulé ketosav; Rzﬁ-ﬁnzzkelethezé aminosav; l:enzimhez

kotott PLP; Il:piridoxamin-foszfdt/
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A transzamindlds révén nemcsak a természetben eléforduld
L-A-aninosavak nagy része alakulhat a4t keto-analdgjdvi,
hanem néhdny aldehid, amid, y~- és w-aminosav, sét egyes
D-aminosavak ill. nem aminokarbonsav tipusu vegyliletek is
/lieister és Tice, 1950; lieister, 1955; Hug és Vierkman,l1957;
Martinez~Carrion és Jenkins, 1965/,

Ezdltal a transzamindlds lehetévé teszi a szénhidrit-, a
lipid~ és a fehérjeanyagcsere kozdtti kolcsonhatast, ki-
szolgalva ezdltal a szervezet gyakran vdltozd igényeit
/Bell, 1968/.

Fontos szerepet jétszanak a transzamindldasi reakcidk a ké-
86bbi lebontdsra keriild aminosavak aminonitrogénjénex ,visz-
szamentéeében”/ezt a feladatot més alternativ mechanizmusok-

kal egyitt végzik/.

2.2,2. Az aszpartdt aminotransgzferdz enzim

2¢2.2,1. Izoenzimek '’

Az aminotranszferdz enzimek népes csaladjénak leg-
gyakrabban vizsgdlt, ezaltal legismertebd képvise;éje az
aszpartdt aminotranszferiz /ASAT, EC 2.6,1.1.; L-aszpartat:
L~ketoglutardt aminotranszferdz/, kordbbi nevén a g;utamét-

oxdlacetdt transzamindz /GOT/ enzim.
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Az enzim altal katalizalt reakcid vazlata:

L-aszpartit + «L~ketoglutarit <= oxdlacetdt + L-glutamét
Az ASAT enzimmel kapcsolatos elsé kézlemények koziil kiemel-
kedik Hird és Rowsell /1950/ eredménye, akik patkdny mdj ci-
toplazmatikus és mitokondridlis frakciéjdban egyarént jelen-
tés ASAT aktivitdet mutattak ki. E felfedezés alapjén sziile-
tett éeg az ASAT izoenzimek létezésének vagy legaldbbis az
enzim sejten beliili elkiiloniilésének elmélete. A kizvetlen
bizonyitékra tiz évet kellett vdrni, ekkor Fleisher és mtsai.
/1960/ kutya, sertés és emberi szivbdl elvilasztottdk a két
enzimformét, és ramutattak, hogy bizonyos tulajdonséagaik Jje~-
lentésen eltérnek, Ezdltal nyilvdnvalévd vAalt, hogy az ASAT
enzim emlds sejtekben két izoenzim formdjédban fordul elé.
Borst és Peeters /1961/ bebizonyitottdk, hogy a két izoenzim
egyike a mitokondriumokba zarva taldlhaté.

. Az ASAT vizsgélata egyre tobb fajra és szervre ter-
jedt ki: tobbek kozott patkdny mdjbél /Boyd, 1961/ és agybdél
/Magee és Phillips, 1971/, emberi mdjbél és szivbSl /Nissel-
baum és Bodansky, 1964/, csirke majbél és szivbél /Shrawder
és Martinez-Carrion, 1973/ és delfin izombdl /Owen és Hochach-
“ka, 1974/ sikeriilt elkﬁibniteni, tisztitani és jellemezni a

két izoenzimet.,
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Kideriilt, hogy a fentieknél koridbban megtisztitott
enzimpreparatumok dltalaban csak a citoplazmatikus vagy
mis néven anionos /ASATC/ izoenzimet tartalmaztdk, az ér-
zékenyebb mitokondridlis azaz kationos /ASATm/ izoenzim
valésziniileg mar a tisztitds elsé lépéseindél inaktivald-
dott /Braunstein, 1973/.

A legtobb adat a kdnnyen beszerezhetd sertés sziv
ASAT izoenzimeirdl 411 rendelkezésiinkre /Jenkins és mtsai.
1959; Banks ég mtsai, 1968/,

A fenti forrdsbél tisztitott ASAT, enzimmolekula
tomegét Banks és mtsai. /1968/ ultracentrifugds és gél-
sziiréses vizsgélatok'alapjén 78 6oo-nak hatiaroztak meg,
napjainkban az dltaldnosan elfogadott érték 9o ooo koriil
mozog /Braunstein, 1973/. Egy nolekula tisztitott ASAT
enzinm két PLP koenzimet tartalmaz stabilan kotve az apo-
enzim lizin~oldalldncaihoz aldimin kdtéssel /Meister,
1965/ .

A két izoenzim j6l elvdlaszthaté egymastol CM-
vagy DEAE-cellulézon véyzett ioncserés kromatogriafidval,
papirelektroforézissel /Fleisher és mtsai, 1960/, szacha=-
réz gridiensben végzett zénaelektroforézissel ill, diffe-
rencidl centrifugdldssal /Boyd, 1961/, keményité gélelekt-

roforézissel /iartinez-Carrion és mtsai, 1967/,
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poliakrilamid gélelektroforézissel /Banks és mtsai,l968/,
illetve izoelektromos fdékuszaldssal /Rej, 1981/.

Kromatografids viselkedésilkon és elektroforetikus
mobilitdsukon kivill az ASAT izoenzimek kiilonbdznek akti-
vitésuk pH-figgésében /Boyd, 1961/, immunokémiai tulaj-
donségaikban /llisselbaum és Bodansky, 1964/, a szubsztré-
tokhoz valé affinitdsukban /Fleisher és mtsai, 1960/ és
primer szekvencidjukban /Teranishi és mtsai, 1978/, En-
nek alapjan nagy viztonsédggal allithatd, hogy genetikai-
lag elkiildnithetd, valddi izoenzimekrdl van 820,

Szerepik az anyageserdében killdnbdzd, eltérd mecha«
nizmusok szabdlyozzék Gket, siikbdésiik azonban szorosan

bsszehangolddik az un., malét ingdban betsltott szerep révén,

2¢24¢24,2, lMolekuléris alformék

Decker és Rau /1963/ patkdny szerveinek nyers homo=
genizédtundbél keményitd gélelektroforézissel szétvialasztva
az ASAT izoenzimeit azt tapaszitaltdk, hogy a zimogramon
ketténél tobb csik jelent meg, jelezve az egyes izoenzimek
heterogenitiasét,

Block és mtsai. /1964/ emberi szérumbdél, Gabrielli
és Orfanos /1968/ patkény szérumdbél és médjabél mutattak

ki uj ASAT frakcidkat, melyekrsl kiderilt, hogy nem tovabbi
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izoenzimek, hanem a meglevd kettd molekuldris alformai.
Ezt bizonyitja, hogy az egyes izoenzimek alformai nem
kiilonbsznek egymdstél szignifikénsan molekulaméretben,
primer struxturiban és immunokémiai viselkedésben /Bra-
unstein, 1973/.

Martinez~Carrion és mtsai, /1965/ sertés szivbll
tisztitott ASAT, izoenzimet vizsgdlva megdllapitotték,
hogy ndrom alformdt tartalmaz, melyet nidvekvo elektrofo-
retikus mobilitdsuk és gpecifikus aktivitasuk szerint
<, 5 és ¥ formdnak neveztek el /az ASATm~né1 szintén taldl-
tak alformdkat/. Eredményeik szerint az alformdk két e, y~
nést xovetd ioncserés kromatoyrdfids lépéssel egymdstil
J6l elvélaszthatdk.

Késdbbi kozleményiikben /Martinez-Carrion és mtsai, 1967/
mar négy ASAT alformdt irtak le, melyek kzott a legfSbb
kiilonbség a koenzim kdtésének aktiv /«ésp/ ill. inaktiv
/¥,d/ nédja. Tdrolds alatt az alformdk oregszenek azaz
az L és P frakcidk egy része inakiivdlddik, mert a koenzim
kotodése megvdltozik,

John és Jones /1974/ ill. Rej /1981/ eredményei
ezzel szemben azt su_alljdk, hogy az alformdk kialakuld-
gdnuk oka nem a koenzim k&tési médjanak megvaltozésa, ha=-

nem az aszparagin- &8s glutamin-oldalldncok dezamindlédésa.



2¢2.2¢3.. A szervkdrosodas jelzése

Az ASAT enzim a legtobb emberi és dllat szdvetben
eléfordul, de aktivitdsa széles hatdrok kézstt vdltozik,
Az ASAT enzimszintek kufyéban a kovetkez6 sorrendben no-
vekednek: tidé, here, agy, Qese, vazizom, mdj és szivizom
/Dubach, 1957/.

Normil emberi /és patkdnybél szdrmazé/ szovetekben a fen-
tiekt6l kissé eltérd sorrendben nd az Ossgaktivitds: 1ép,
tids, here, vese, mdj, agy, vazizom és szivizom /Agress,
1959/.

Mivel a fenti szovetek enzimtartalma tobb ezersze-
rese a vérben keringd mennyiségnek /Bell, 1968/, a szer-
vezetben ellforduldé szvvetkarosodds a szérum ASAT aktivi-
tdsdnak jelentds novekedését eredményezi, s ezédltal igen
jé1l detektdlhaté /Karmen és mtsai, 1955/.

A szérum enzimszint mérése spektrofotometridsan
/Karmen, 1955/ és kolorimetridsan /Reitman és Frankel,
1957/ egyarant megoldhaté. A médszernek egyszeriisége és
. pontossdga mellett nagy eldnye, hogy a szérumok lefagyaszt-
va napokig tdrolhatdk jelentds aktivitdsveszteség nélkiil,

Az ASAT szérum-szintjének mérése mds gzérum-enzi-
mek /ALAT, LDH, CPK stb./ meghatdrozdsdval egylitt ma is

fontos eleme a szivizomszovet-nekrézis, a virusos maj-
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gyulladéds és egyéb szivetkdrosoddst eldidézd betegségaek

kimutatdsdnak /Schmidt és Schmidt, 1976/.

2¢2,3+ Az olanin-aminotranszferdz enzim

Az ASAT enzim mellett a legaktivadbb és a legjobban
ismert aminotranszferdzok kizé tartozik az alanin-amino-~
transzferiz /ALAT, EC 2.6.1.2,; L-alanin; -ketoglutaridt
aminotranszferdz/, kordbbi nevén a glutamdt-piruvét transz-
amindz /GPT/ enzim , mely a kbvetkezl reaxcidt katalizdl ja:
L-alanin + <-ketoglutardt &=——— piruvat + L-glutamit

Az ALAT enzim igen sok tulajdonsdgdban hasonlit auz
ASAT-ra, ezen a helyen ixzkdébb a kozdttiuk 1lévo xilonbsége-
ket emeljik ki,

Az ALAT izoenzimeit kezdetben nem sikeriilt elkiilo=-
niteni, e feladat megolddsa Zie,cnbein /1962/ nevéhez fiiw
z6dik, aki DEAE-celluldz alkalmazasdval ért célhoz.

¥.ésbbb Gatehouse és mtsai /1967/ polickrilamid gél-
elektroforézissel is elvalasztottik egymdstol a két izoen-
zimet, és az ensim molekulasulydt ultracentrifuga segitsé-
gével 114 ooo~nek hatéroztik meg.

Azdta az izoenzimeket izoelektronos fokuszdlissal

is sikeriilt szétvdlasstani /Rusédk éc mtsai, 1982/,
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Az enzimnek molekuldris alformii nem ismertek,

A szervkdrosodds detektaldsdban az ASAT-hoz hason-
1ldan igen fontos szerepet Jjétszik. liivel a syervenkénti
rregoszlésa eltér az ASAT-6td1l /Wilkinson, 1970/, ezért az
emberi ydsydszatban nemccax a kdrosoddst Jelzd magas gzé-
rum-aktivitdsértékiiket, hanem ardanyukat /ASAT/ALAT ardny
vagy De Ritis ardny/ is figyelembe vesuik egyes betegsé-

ek diagnosztizdldsdban /Schmidt és Schmidt, 1976/.



3., ANUYAGOX £S <ODSZEREK

L

3.1. Felhaszndlt anyagok

Kisérleteink sordan a kévetkez$ specidlis vegysze-
reket és eszkiztket haszndltuk: Bovine Albumin Powder-BSi-
/Reheis Chemical Company, USA/, Diaflo Ultrafiltration
I"embranes Type YH lo /Amicon Corporation, 1SA/, GOT/GPT
Test Comdination -Cat. No. 124 354- /Boehringer lMannheim
CmbH, W. Germany/, Pyridoxal 5~Phosphate /Sigma Chemical
Company, USA/, Sephadex G-25 és G-200 /Pharmacia Fine Che-
micals AB, Sweden/.
A tobbi felhaszndlt vegyszer Reanal gyérimdnyu és

az elérhetd legnagyobb tisztasagu volt,

3.2. Kisérleti &llatok

A 300-400 g~08 illetve 850-1 o000 g~08 pontyckat
/Cyprinus carpio L./, fehér-busékat /Hypophthalmichthys
nolitrix V./ és harcsdkat /Silurus glanis L./ a szarvasi
Haltenyésztési Kutaté Intézetbdl ill. a tdpéi Haldszati
Termeldszivetkezetbll szereustiik be,
A kisérletekhez kizardlag ép kiilsejii, normalies viselkedi-

sl egyedeket haszndltunk fel; a sériilt hnalakat a kisérlet
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xezdete el0tt, az elhullottakat pedig észleléskor azonnal

eltdvolitottuk az akvdriumbdl,

3.3, Szallitdsi és tartdsi kiriilmények

A halakat /30~40 egyed/ 200 l-es mianyayg tartdaly-
ban szdllitottuk oxigén tulnyomds alatt, A szallitd edény
vizébe a felbontds utdn azoannal siritett levegot porlasz-
tottunk, majd amint a tartdly és az akvariumok hémérsékle-
te kozotti kiuldonbséy 5 °C ald csbkkent, a halakat fajonként
elkilounitve szétvalasztottuk a loo literes, varosi vizet
tartalmazd akvariwaokba 3-4 hal/akvdrium siiriiségben. Az
akvariumok vizénex oxi_éntelitettségét siiritett leveyld at-
porlasztisaval biztositottuk,

A kezelésexet megeldzden a'halakat kb, epy heétig
akklimatizé&lédni hagytuk a kornyezethez,
Az akklimatizdcid €s a kezelés ideje alatt a halakat nem
etettiik, _

Az akvariuaok vizének hiéfokat kdsvetve tenperiltux

a helyiséy levegbhdmérsékletének szavdlyozasaval,

“e4e Az alkalmazott kezelésex
In_vivo kezeléseknél a xivant hatdanyag-vé ko..-
centriacié eléréséhez szilkséges mennyiségi novényveddsser-

torzsoldatot mértink be az akvariumok vizébe, A sgzer
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szétoszldsdt a vizben a levegbztetés és a halak mozgdsa
okozta keveredés biztositotta,
A novényvéddszereket a kovetkezd koncentridcid-hatd-

rok kozott alkalmaztuk az egyes kezelések sorin:

naraquat 1 «loo mz/1
réz-ggulfit 5 - 10 mg/l
methidathion 15~ lo mg/l

A rovid tavu kezeléseket /melyek idétartama % perc-
t61 2 6rdig huzédott/ tavasszal és nyar elején 20+l °C~os
vizhémérsékletndél, miz a hosszv tivuakat /24 Srdtél 2 hé-
tig/ Gsszel és télen losl °C-os hémérsékletii vizben vé ez~
tiik el. Az eldbbi esetben 300-400 g-08, az utébbiban 850~
looco g-o0s egyedeken vizsgdaltukx a ndvényvéddszer hatdsit,

In vitro kezeléseknél a reakciéelegybe kdzvetlenil
az enzim hozzdaddsa eldtt mértik be a kivdnt mennyiségii ni-

vényvéddszer-torzsoldatot,

3.5 Az tnkontrollos médszer

Az elsé in vivo novényvédészer~-kezeléses kisérletek-
ben azt az eljdrdst alkalmaztuk, hogy azonos szamu kezelt
é3 kontroll csoporttal inditottuk el e kisérletet. A ter-
vezett id6 lejdrtdval a halakat megdltilk, és vérplazndjuk-
bél a kivdlasztott paramétereket meghatirozituk. Komoly ne-

hézoéget jelentett azonban ennél az eljdrdsndl, hoypy a
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kontroll és kezelt halakbdl mért értékek kiilon-kiilon szo=-
xatlanul széles hatdrok kozott valtoztak -tul nugy volt a
szlrés~; a beteg egyedeket nem lehetett kisszirni; nem tud-
tunk minden egyes halat figyelembe venni az értékelésnél
/a kiugrdan magas és nagyon alacsony értékeket parosaval
el kellett hagyni/.

Uj zbédszert vezettiink be: az onkontrollos, tuléléd
vérvételt, Ennek lényege: minden halbdl vért veszirk a ki-
sérlet kezdetén /un. o0 perces minta/ a késébbi értékeket
ennek %-dban adjux meg. Ezdltal cuak az egyedi érzékenysé-
get dorizoljuk, az abszolut aktivitdsokat nem, igy sokkal
tobb mért értéket fi,yelembe lehet venni az Gsszeyzésnél,
Rezelt és kontroll csoportot inditva jél elxiilonithetda

szer ill, mds tényezl okozta karosodds,

3.6. Vérvétel

Az akvariumbdél kiemelt halat stabilan lefogtuk, majd
a farki részen a borérél a nydlkit letdrsltik, és ha szik-
séges volt néhdny pikkelyét eltdvolitottuk. A 3-4 ml véraine-
t4t a farki véndbdél vettilk heparinnal Atoblitett fecskendd~
vel, l-es tilvel, A fecckend6bél a vért jeges vizfiurddben
tartott centrifugacsvvekbe adagoltux, és rovid idé wulva

lecentrifugdltuk 4 %c-on 12 o000 rpm-en 3 percig, majd a
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feliiluszdét automata pipetta segitségével Svatosan lesziv-
“tuk a képlékeny, ktnnyen felkavarhatdé ililedékrdl.

Az enzimaktivitdsok mérésére kizdrdleg tiszta, he=-
molizismentes vérplazma hasznalhatd, mivel a virdsvérsej-
tek szétesésekor a beldlilkk felszabaduld jelenids mennyi-
ségli ASAT és ALAT enzim a valdédi értékeket teljesen megha=

miSitjao

3«Ts A vérplazma tdrolésa

Emberi szérumot 4 °C-on térolva az aminotranszferis
enzinek aktivitdscstkkenése 5 nap elteltével még nem jelen=~
" t8s JASAT lo %, ALAT 14 %/ /Schmidt és Schmidt, 1976/, azoan=-
ban a scivédrvéanyos pisgtrédng ugyanezen enzimei 4 OC-0s téro-
léds esetén 25 Y=ot veszitenek kiinduldsi aktivitdsukbdl
/d’Apollonia és Anderson, 1980/,

Mivel sajét néréseink is azt igazoltdk, hogy a fenti
téroldsnéd rovid iddé alatt jelentds aktivitdscsikkenést okosz,
ezért a vérplazmdt -20 °c-on lefagyasztva téroliuk, ¢c a mée
réscket a lehetd legrdvidebb 1d0 alatt elvégewtiii,

A lefagyasztott vérplazmdét a mérések eldtt hagytuk szobahd-
nérsékleten kiolvadni, uz esetenként kialakult fibrinogén=-
csombkat eltdvelitottuk, és a mintdt jél Osszekevertik, majd

mértik =z enszimek aktivitdsdt.




584

3+841,

Az aminotranszferiz enzimek aktivitdsdnak mérése

25 kromatografids fiake

Az ASAT és ALAT enzimek aktivitdsdt Reitman és Fran-

kel /1957/ kolorimetrids mdédszere alapjdn a Boehringer Mann-

heim GubH cég teszi-készletével hataroztuk meg.

A médszer elve a kovetkezd: az A~ketoglutdrsav, az oxdlecet=

sav és a piroszlldsav 2,4~dinitrofenil-hnidrazonjainak lugos

oldata eltérd iényabszorpcidés spektrumot mutat., /6. dbra/

—— t-ketoglutarsav[2uM/1]
w OXGlecetsav 2uM/]
— piroszolésav[1uM/(]

1.0 {7

0.5 -

T T T T T "

360 400 450 550 0 750 A0M

6, dbra Az «(~ketoglutdrsav, az oxalecetsav és a pi-
roszdlésav 2,4=dinitrofenil-hidrazonjai lu=-

£08 oldatanak spektruma
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A mérésnél a szubsztrdtoldat L-aszparasinsavat /az ALAT ese-
tén DL~alanint/ és «<-kectoglutdrsavat tartalmaz, az cnzima-
tikus reakcid erednénycképpen L-glutaminsav és oxdlecctsav
/az ALAT esetén piroszblésav/ keletkezik. FHivel az ASAT 4l-
tal katalizdlt reakcidoban keletkezett oxdlecetsav az adott
korilnények kozott meghatdrozott aranyban spontan dekarbo-
xilez6dik piroszllésavvd, nindkét reakecid vépén a xépzddott
pirogzilisav nennyiségét mérjilk az cnzim-mentes dsszehason-
1ité oldattal szcmben. AZ igy kapott E értékot a teszt-
készletven megadott kalibrécidn e yencs scgitségével szami-
tottuk 4t EU/1 eLyséire.

A% ASAT enzin aktivitdsénak mdrése:

0,25 ml o,1 M/1, pH 7,4 foszfdtpufferhez, mely o,l /1
L-apzpartdtot és 2 /1 «L-ketoglutaritot tartalmazott,

0,05 nl vérplazzdt /az dsszehasonliténdl deszt. vizet/ ad-
tunk. Az iy 6sszedllitott clegyeket cgy 6ran &t inkubdl-
tuk 37 0C--on, rajd 0,25 nl 1 mi/1 koncentrdcidéju 2,4-di-
nitrofenil-hidrazin oldatot mértiink hozzd, és szobahdmér-
séxleten 20 perciy 411lni hagytuk. BEzutdn 2,5 ml 0,4 1i/1
a0l oldat hozzdaddsdval bedllitottuk az clegy pH-jat, majd
pontosan 5 perc clteltével 5S40 nm-en meguértik a fényelnye-
1ését. Abban az esetben, ha ennck értéke mc,haladta a o,260~-

at akkor a vérplazzit 0,9 ¢~0s NaCl oldattal tizszeresére
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higitottuk, €s megismételtiik a mérést.

42 ATAT enzim aktiviidsénak mérése:

A mérés menete hasonldé volt az ASAT-éhoz a kivetkezd elté-
résekkel:

a,/ A. szubszirdtoldat o,l M/l aszparaginsav helyett
0,2 M/1 DL-alanint tartalmazott.

b./ & 37 °C-os inkubdlés 30 percig tartott.

c./ A meghatdrozést akkor ismételtiik meg higitott
vérplazmdval, ha a fényelnyelés értéke o0,375-et
meghaladta,

4 bemérési térfogatokat takaiékosségi szenpontbdl a gydrto
dltal ajanlottnak a negyedére csokkentettilkk, méréseink sze-
rint ez a meghatirozds pontossdgdt nem btefolydsolta.

Az egyes mérési sorozatok esetén legaldbb 6 enzimmentes 08z~
szehasonlité oldatot készitettiink, minden minta enzimaktivi-
tdsdt hdarom mérési pdrhuzamos atlagaként hatiroztuk meg,

Az extinkcidkat a PYE UNICAM cég SP 8-loo UV/VIS tipusu

spektrofotométerével hatiaroztuk meg.

3.8.2, Aktivitdsmérés az erzimtisztitds sorén
Az ASAT enzim tisztitdei lépégeinél kapott mintdk
enzimaktivitésdt Banks és mtsai. /1968/ dltalunk médositott

médszerével hatdroztuk meg.
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A médszer elve: a reakcidban xcletkezd oxdlecetsav xon-
centracidja a 260 rm-en meért extinkcid alapjin meghatie
rozhaté, ebbdl kovetrseztetiink az enzim aktivitasdra.

Mérés: 2,9 ml szubsztrdatoldat ¢ 0,025 ml enzin—sextink-
cidé mérés 260 nm-en legaldbb 1 percig.

A kapott egyenes meredeksége ardanyos az enzimaktivitédssal,
Azt az enzimaktivitdst, amely a feati korilmények kozott
0,1 AE/perc valtozdst okozott onkényesen 1 e.ysé.nek /AU/ml/
valagztottuk.

A kromatogrdfids rfrakeidk enzizaktivitdésédt a nagyfoku hi-
sulés niatt ezzel o mddszerrel pontosan Leghatdrozni nenm
tudtuk, ezért a frakcidkpdl mintat vettiink, ezt ai,itottuk,
é8 koloriuetrids wddszerrel mértik meg az enzimaktivitiso-

Lat,

3.9, A rehérjetartalom ue hatdrozdsa

Az engintisgtitis soran -kromatogrifids {rakcidk «£i-
vételével- minden minta fehérjetartalmit Schachturle ¢és Pol-
lack /1973/ szerint hatdroztuk meg. Bz a wédszer a j61 ismert
Lowry és misai, /19v1/ féle eljaris leegyszerisitett, lero-
viditett vdltozata,
linden eyyes mintdvdl deszt. vizwel olyan 5 kiulinbozd higi-

tést készitettink, welyex uiundesyikének iehérjetartalma
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dsszemérhetS volt a BSA kalibrdcids egyenes /25-200 ug/ml
BSA/ pontjainak valamelyikével, A mért extinkcidkat a min-
ték higitdsa reciprokénak fiiggvényében dbrizolva egyenest
kaptunk, melynek ordindta-metszete megadta a minta sajat
osszchasonlité értékét. Ez utdbbit levonva a mért értékbll
a kalibriciés egyenesrdl leolvashatdé a higitott oldat fe-
hérjetartalma, ezt a higitdssal beszorozva megkaptuk az
eredeti oldat fehérjetartalmat.

A kromatogrdfids frakcidk fehérjetartalmdt 280 nm- -
en mért extinkcidjuk alapjén becsiiltik meg.
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4. AZ EREDMEEYEK ISMERTETESE ES ERTEKELESE

4,1. 1IN VIVO ndvényvédbszer kezelések szervkdrosité hata-

sa halakra

4,1.1. Rovid tédvu, behatdrold_kezelések
Az él6vizeinkben lezajlé, névényvédlészerek okozta
hal-mérgezések két csoportba sorolhatdk:
a./ Nagy peszticid-~koncentrdcidé vizbe keriilése, mely
gyors pusztuldst okoz /kozvetlen pusztité hatds/.
b./ Kis mennyiségii nsvényvédSszer bemosddésa, mely-
nek hatdsa hosszu hetekig, hénapokig érvényésﬁl.
és csak méds kdrosité hatdsokkal osszegzidve okoz
elhulldst /kozvetett pusztité hatds/ /Nemcsdk,
1981/.
Utébbi esetben a tomeges halpusztulds gyakran megmagyardz-
hatatlannak tinik, hiszen a vizbdl és a halak szerveibol
kimutatott novényvédlészerek szintje jéval alatta marad a
letdlis hatdst kifejts mennyiségnek,
Kisérleteink célja ezen kdzvetett pusztitd hatds
modellezése volt. A halak t&bb hénapos eltartdsa azonban

meghaladta volna lehetéségeinket, ezért a természetben
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lezajlé mérgezési folyamatoxat u,y kivantux mouellegni,
hogy a peszticid~-koncentrdacickat undveltilk, a kitettséy
id6tartanat pediy cstkxentettiik,

“unkdnk kezdetesor elsé feladatunk az volt, hogy
a kivalasztott ndvényvédldszerek nindegyikére meghatarozzuk
azt a kezelésl koncentriciét, mely szudletdlis hatdsu-
azaz nem pugstitja el uzonpal a haiakat-, de kdrosité ha-
tdsa révén jOol .érhetd vdltozdsokat oxo0z ag altalank vée
lasgtott biokériai pavraméteresdven. A pessticid-zoncentri-
cié 6 megvilasztdsa azcrt is lényeges, murt uz e yes fa-
Jok védlusgreakcidja kézbtti esetleges rinom kﬁlﬁnbsébek
cusak alacgony koncentrdcidéju kezeldést kbvetSen nutatkoz-

hathax meg,.

4.1,1,1, yaragquat szervadrosité hatisa g hdrom halfujra

Az alacsonyabb /1 és lo my/l / koncentrdcidju, két
éra idStartamu PQ kezelések hatdsdra mindharom nalfaj vér-
plazoijaban jelentéaen megemelkedtes az aminotrvanszforage
encinek aktivitdsai, jelezvén a necsrdzist. /7,84.ra/.

Az axtivitds-névexedds uértdke mind a hdrom £fa] esctdén mep=
kszelitdleg azonosnak mondhaté.,

A loo my/l-es P koncentriciéval zeuelt halak rovid 1don
beliill udtukra fordultak, kopoltyufedSjik .ou.dsa fel yorsult,
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hasi hajszdlereik kivortsddtek, majd a kezeléstll szamitott

5=10 perc elteltével elpusztultak,

Enzimaktivitas ASAT

[eunt]
501 J ponty
fehér busa
) harcsa
30. -
N
N
101

o 100 PQ [mgt]

Te ébra Kiilonbdzdé koncentrdcidéju paraquat hatdsa
a hérom halfaj vérplazma=~-ASAT aktivitdsd-

ra /3-8 minta dtlagasSeDs; Ko:tkontroll /

A felsorolt tiinetek egyértelmilen fulladdsra utalnak, ezért
valészinii, hogy nagy koncentrécidju kezelés esetén a PQ el=-
sbdleges ¢és gyors tdmaddéspontja a kopoltyu hdmja, a tEbbi
szerv /mdj, vese stbe,/ sejtjeinek nekrdzisa csak késdbb kb=

vetkezik be, A fenti szervek PQ-okozta kdrosoddsdt Rojik és



munkatdrsai /1982/ morfoldégiai vizsgalatokkal igazoltak,

Enzimaktivitas

ALAT

[Eun] )
i K] O ponty
- \: fehér busa
N ] harcsa
12 il
K
8 /\
N
" | B
N Wi
§ l n
Ko 10 100 PQ [mg/(]

8. dbra Kiilonbtzd koncentrdcidju paraquat hatésa

a hédrom halfaj vérplazma=-ALAT aktivitdsd-

ra /3-8 minta dtlaga+S.D.; Koskontroll/

A kopoltyuhdm drasztikus sérilése megakaddlyozta a normélis

gézcserét, ennek kivvetkeztéven a halak anoxids dllapotba ke-

riiltek, mindezt aldtdimasztja a vércukorszint és az LDH akti-

vitds megemelkedése a vérplazmidban /Asztalos, 1983/,

Az aminotranszferdz aktivitdsok vdltozatlan szintje azt



mutatja, hogy ilyen rovid idd alatt a nagy ASAT- és ALAT~-

tartalmu szervek kdrosodisa még nem kovetkezik be,

44141.24% Réz-szulfdt szervkdrositd hatdsa a hdrom halfajra

A két dra iddtartamu, lo mg/l koncentrédcidju réz-szule-
fét kezelés hatdasdt vizsgdlva megdllapitottuk, hogy mindhdrom
halfaj vérplazmdjédban j61 mérhetden megndvekedtek a tesztelt

enzimek aktivitdsai /9.és lo, dbra/.

Enzimaktivitas ASAT

[Eun]

3 ponty
50 £ fehér busa
. I 1 harcsa
407 f\L
5 D
o i \
AN

Ko  +10mgll CuSO,

9, édbra Két 6ra iddtartamu réz~szulfdt kezelés hatde
sa a hdrom halfaj vérplazma-ASAT aktivitdsdra
/3-8 minta étlaga+S.D.; Ko:skontrell /
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A két enzim értékeit Usszchasonlitva megdllapithatdé, hogy
az ALAT aktivitdsok kontrollhoz viszonyitott emelkedése

mindhdérom halfaj esetén jéval meghaladja az ASAT=ét,

Enzimaktivitas

[eun) ALAT
20J 3 ponty

1 [Z3 fehér busa
18 ] harcsa

1
£

144

Z

(o2}
—

Ko +10mg/l CuSO,

lo, ébra Xét dSra iddtartamu réz-szulfdt kezelés hati-
sa a hérow halfaj vérplazma-ALAT aktivitdsde

ra /3-8 minta dtlaga+S.D.; Koskontroll /

Mindez arra utal, hogy a réz-szulfdt kdrosité hatdsa elsl-
sorban azokra a szervekre irdnyul, melyek magas ALAT és ala~-

csony ASAT tartalommal rendelkeznek; ilyen pl. a ponty esetén
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a midj /Wittenberger és Giurgea, 1973/.

Reichenbach-Klinke /1972/ ill, Schreck ¢és Lorz /1378/ cred-
ményei alapjdn valdésziniinek tiinik, hogy a majon kiviil a ko=
poltyu és a vese sejtjei is megsériilnek,

Eredményeinkbll kitinik, hogy a réz-szulfdt szennye-
zédésre a vizsgdlt halfajok eltérd érzékenységiel reagdltak.
A ponty és a busa vérplazmdjanak aminotranszferdz aktivitdsa
na;yoob mértékben novekedett meg a kezelés hatésdra, uint a
harcsdé, jelezve, nogy czen halfaj szovetei nem kdrosodtak
olyan sulyosan, nint a madsik kettdd.

Ez a tény igazolja, hogy a peszticidek halakra gyako-
rolt hatdsdt csak osszehasonlitd vizsgdlatsorozatok elvégzé=-
se alapjdn lehet elég pontosan megbecsiilni, AlapvetSen hibds
tehdt az a hazai gyakorlat, hogy egy halfa]j érzékenységébll
altaldnositanak a toébbiére,

4,1.,1.%3, 'Kiilonbszo koncentréciéju methidathion szervkirosi-

t+é hatdsa pontyra

Alacsonyabb koncentrdciéju MD kézelés esetén 24 ora
elteltével csak az 5 mg/l-es szcrkoncentrdcidé okozott jelen-
t68 ASAT aktivitds-novekedést a pontyok vérplazmajéban, 48
érdndl azonban mdr mindegyik koncentrdcid jé1 detektdlhaté

szervkirosoddst eredményezett /1ll. dbra/.



Enzimaktivitas az

onkontroll %-aban AS AT
3001 T [ Kezeletlen Ko
i D 15 mg/l
22 20 mg/l} MD
£1 50 mg/l
2001 ,/.
47Nn
S A
“
100 1 l
2406 4L8 6 t

11, ébra Kilonbozd koncentrdcidéju methidathion hatd=-
sa pontyok vérplazma-ASAT aktivitéséra

3«8 minta &tlaga+S.Ds; Kotkountroll /

Az ALAT szinteket tanulmdnyozva kitinik, hogy az
5 mg/l=es MD koncentricid szervkirosité hatdsa mindkét idé=
pont esetén ugrdsszeriien meghaladja az alacsonyabb szertare
talmu kezelésekét /12, abra/.
A lo mg/l-es hatdanyag-koncentrécid esetén a MD mdr minden

valdsziniiség szerint az elsddleges, kolinészterdz-bénitéd



Enzimaktivitas az

Gnkontroll %e-aban ALAT
6004 [ Kezeletlen Ko
. @15 mgl
ol EDZDngH]MD
= \ 350 mglt
400 - h
3001 b b
200 [
100 { | ] |
ik |
1l
26 486 t

12, dbra Xilonbszd koncentricidju methidathion haté-
I

sa pontyok vérplazma-ALAT aktivitdsdra

/3-8 minta dtlaga+S.D.; Kotkontroll /

Erre utal, hogy az aminotranszferdz, LDH és vércukorszintek
a két éra alatt elpusztult kezelt halakban nem mutatnak szem=
bedtld vdltozdst a kontrollokhoz képest /Asztalos és misai,
1982/, mig a vérplazma acetilkolinészterdz aktivitdsa jelen-

tdsen cstkkent /Nemcsdk és mtsai, 1982/.



Enzimaktivitas és
vercukorszint az
onkontroll %-daban

300

200

100+ &

Vércukor ——4—
cukor

ALAT
ASAT

s
S =
=q =

Kezeletlen kontroll  +10 mg/l Methidathion

20 20

ASAT

X
o
—

Vér

13, dbra Letdlis koncentrdcidéju methidathion hatdsa
pontyok vérplazméjdnak ASAT, ALAT, LDH ak-
tivitdsdra és vércukorszintjére /3-8 minta

dtlaga+SeDa/

Kisérleteink ldtvinyosan jelzik, hogy a novényvéddszerek
elsddleges hatdsa mellett az alacsonyabb koncentrdcidk ese=-
tén szdmolni kell a mellékhatdsokkal is, melyek fontos sze=-

repet télthetnek be a kdrosodds kialakulésdban,



4.1,2. Hogszu_tdvu kezelégek

A céljainknak megfeleld szerkoncentrdacidk kivédlasgz-
tdsa utdn megkezdtilk a novényvéddszerek hosszu tédvu, idd-
fiiggdé hatdsdnak letesztelését.,
A vérmintavétel iddpontjait ugy valasztottuk meg, hogy asz
esetleges gyors hatdst /24, 48 és 96 6ra/ és ennek,lecsen~
gését”/1-2 hét/, ill. a lassan kialakulé szervkérositdst

egyardnt ki tudjuk mutatni.

4.1.2.1. Paraquat szervkirosité hatdsa pontyra

E16286 eredményeinktdl eltérden a rovidebdb idétarta-~
mu PQ kezelés hatidgsdra nem kiovetkezett be ASAT szintndve-
kedés, sét a kezelt halakbdél mért enzimaktivitdsok 2 keze-
letlen korntrollok értékei alatt maradtak. Egy hét eltelté~
vel jelentds szervkidrosodds mutathaté ki, majd a szint uj-
ra a kontrolloké ald csokken /14, abra/.

Az ALAT aktivitdsok elemzése rovid idé alatt kiala-
kuld, de a 96 Srds 1idSponttdél mar nem detektdlhatd szerv-

kdrosoddst mutat /1%. abra/,

Az a tény, hogy a PQ szervkérosité hatédsa ezen kisér-

leteknél iddben més képet mutat, mint a behatdrold kezelé-
seknél, arra utal, hogy a halak pillanatnyi kondicidja je-
lentSsen befolydsolhatja a kdrosité hatds kifejlddését.

\



Enzimaktivitds az

onkontroll %-aban ASAT

K
250+ ] =
B2 5 mg/l PQ
2001 {_
1501
1
V|
100+ .
501
5[ 6 s [ 5 5
246 486 96 6 1hét 2 hét t

14, dbra Hosszu tdvu paraquat kezelés hatdsa a
pontyok vérplazmajdnak ASAT aktivitdsara
/a vizsgdlt egyedszdm az oszlopok aljdn,

4tlag+SeDe; Kotkezeletlen kontroll,/

Mivel a poikiloterm &llatok szervezete a viz hémérsékleté-
t61 figgden mikddik, ugyanaz a szerkoncentrdcid amely tavasz~
szal letdlis hatdsu a legyengiilt halakra, télen valdszinileg

nem fejt ki kdzvetlen pusztitdé hatdst,



Enzimaktivitas az
onkontroll % -aban AL AT

300+
1 Ko

2501 232 5 mgl/l PQ
2001
150

100+

50

3 4
1hét 2 hét

1%, 4bra Hosszu tdvu paragquat kezelés hatdsa a
pontyok vérplazmédjdnak ALAT aktivitdsdra
/a vizsgdlt egyedszéam az oszlopok aljdn,

dtlag+S«De3 Kotkezeletlen kontroll/

441le2:2, Réz=-szulfét szervkiarositd hatisa poantyra

A réz-szulfdt 5 mg/l-es koncentriacidja dltal kifej=-
tett hatast tanulmdnyozva megdllapithatd, hogy az aktivitas
mindkét enzinm esetén ndé a kezeletlen kontrollokhoz képest

/24, 48 6ra/, majd azok szintjére, sét ald cstkken, ezutdn



ujra jelentdésen megndveckszik /2 hét/ /16, és 17. dbra/.

Enzimaktivitds az
onkontroll %6-aban ASAT 1
6001 i
3 Ko
23 S mgll
Cuso,
4001
200+
4
2het !

16 abra Hosszu tévu réz-szulfdt kezelés hatdsa a
pontyok vérplazmdjanak ASAT aktivitdsdra
/& vizsgdlt egyedszdm az oszlopok aljdn,

atlag+SeDsy Kostkezeletlen kontroll/

A szexrvkarosodds ilyen tipusu iddfiuggésének az okai
elképzelésiink szerint a kvvetkezdk lehetnek:
as/ A réz-szulfdt lassabban épiil be a szbvetekbe, mint

a PQ és a MD, és lassabban is liril ki onnan.
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be/ Az egyes szervekbe az idé fliggvényében mds-méds
idépontban jut be a szer, €és ilyenkor a vérplaz-
méba kiszabaduld enzimmennyiség figg a kdrosodott

szervek sztveteinek aminotranszferdz aktivitidsd-

t61.
Enzimaktivitas az
onkontroll %-daban ALAT
600+
CJ Ko
2 5 mg/l
CuSOL
400+
200+ %
l-lo 1 14 l.l. I ! @ 3
246 486 966 1hét 2 hét t

17, é4bra Hosszu tdvu réz-szulfiét kezelés hatdsa a
pontyok vérplazmédjénak ALAT aktivitdsédra
/a vizsgélt egyedszém az oszlopok aljén,

dtlag+S.De; Koskezeletlen kontroll/



4ele2434 lethidathion szervkirositd hatdsa pontyra

A MD 2 mg/l toménységben alkalmazva a rég-szulfdte
hoz hasonldan valédsziniileg két lépcsds kérositdé mechanig-

mus szerint hat, /18, és 19, dbra/.

Enzimaktivitas az

onkontroll %e-aban ASAT

3 Ko
o 3 2 mgl/l
MD
2004
1501
100+ I ] [
501
7 4 6 4 2 -
240 480 96 6 1 hét 2 hét

18, ébra Hosszu tévu methidathion kezelés hatdsa a
pontyok vérplazmdjdnak ASAT aktivitdsira
/a vizsgdlt egyedszdm az oszlopok aljén,

atlag+SeDe; Koskezeletlen kontroll/



Enzimaktivitdas az

onkontroll %-aban A L AT

400- 3 Ko

3004
2004

100+

246 486 96 6 1 hét 2 hét t

19, ébra Hosszu tévu methidathion kezelés hatésa a
pontyok vérplazméjdnak ALAT aktivitdsdra
/a vizsgdlt egyedszdm az oszlopok aljén,

- g

De; Kotkezeletlen kontroll/

Megéllapitottuk, hogy a MD a réz-szulfdtndl alacso-
nyabb koncentrdcidban alkalmazva hasonld mértéki aminotranssz-

ferdz aktivitds-ntvekedést eredményes a pontyok vérplazmdji-
J J

ha=

LN
w

ban, ez a magas szint azonban gyorsabban kifejlddik,
marablb csdkkenni kezd, mint az 5 mg/l réz-szulfdt okozta

szintnovekedés,
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A kdrositds két fokozata:

4,1.3.

a./ Gyors unatdas, melynek csucspontja nmindxét enzim

mérése szerint 48 6réndl van, és a 96 Srdas idd-

pontndl mér erdsen csikkent wértéki,

b./ Lassan kifejlddé szervkdrosité hatds /1 hétnél

tetdzik, 2 hétnél mir csbkkend tendencidt mutat/.

Kisérleteinket elemezve megdllapithatd, hogy

az ASAT és ALAT enzimek aktivitdsdnak vérplazmédbsl
torténé mérésével a vizs.dlt halfajok minde yiké~
ben eldéfordulé szervkarosodds biztonsdgosan detek-
t4lhatd

a novényvéddszerek szervkdrosité hatdsa erdtelje-
sen fiigg az alkaluazott hatdanyag koncentracid ja-
t61l, a hatds iddétartamiatdél, a halfajtol, a halak
kondiciondlis allapotitél és a kornyezeti ténye~-
z6kt6l /viz hdémérséklete, phH-ja stb./

a nérom peszticid .dndegyike zdr viszonylay ala-
csony /1-5 mg/l / koncentricidban szervizarosoddst

okoz a vizs,;alt halfajokban.



4.2, Az ualtalunk kifejlesztett enzimdiaznosztikai teszt-~
rendszer ., in natur” alkalmagdsa halpusztulds okainak

felderitésére

1982. november 4-én halpusztuldst észleltek a pal-
monostorai Keleti Fény !MgTsz halastavaiban. Az Als6-Ti-
szavidéki viziigyi Igaz.atésag szakemberei a helyszinre ér-
ve nagy szamu elpusztult és pusztuldéféldben levs halat ta-
léltak az un, telelteté halastavukban., A viz hdémérgéklete
8 °C; oldott 0, tartalma hajnalban 4,2 mg/l volt. A még é-
18 egyedekbdl 3 db 6-700 gy-o8 pontyot vizsgdalat céljira be-
szdallitottak intézetiinkbe.

A halak farokvéndjabdél a kordbban leirt mddszerrel
vért vettiink, lecentrifugdltuk, és a virplazmébdél mértik az
ASAT és ALAT enzimek aktivitdsdt Reitman és Frankel /19%(/
médszere alapjen, ill. az AChE enzim aktivitdsdt Ellman és
mtsai /1961/ szerint. Kontrollként megegyezd vizhémérsék-
leten tartott, azonos mdéreti eszészsé,es pontyok megfeleld
adatait hasznaltuk fel.

A beszdllitott pontyok hasa aljan a veérerek jél lét-
szottak, kopoltyufeddjilk mozgdsa szabdlytalan, testtarti-
suk merev, gorcsos volt, A vérplazmébél mért aminotransz-~

enzimaktivitdsok a kontrollhoz hasonldé értiékiiek, a vérplaz-
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ma AChE aktivitdsok nagymértéki csvkkenést mutattak a kont-
roll egyedek értékeihez képest /5. Tdblazat/, A halak szer-

veiben szintén erdteljesen csokuent az AChE aktivitds.

4. Tablizat Halpusztuldsbdl szérmazdé és kontroll
pontyok vérplazmdjinak engimaxtivitd-

sai /4tlag & S.D./

Minta ASAT ALAT AChE
/U6/1/ /U/1/ /u/1/
Halpusztulasbél
szérmazd pontyok 28,5 * 3,5 1,27 ¥ 0,31 66 ¥ 10,9
/3 ecyed/
Kontroll pontyok + + +
32,4 % 18,8 1,38 ¥ 0,63 188,4 ¥ 37,2

/10 egyed/

Eredményeink alapjdn a halpusztulds kolineszterdz-
bénulds eredménycként kovetkezett be, ennek oka feltehetden
a halasté kornyezetében alkalmazott inszekticid va,y més ve-
gylilet/ek/ nagyobd mennyis¢é.ének vizbe keriilése lchetett,

Erre vonatkozd adatokat begylijteci nem wllt médunkban.,
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4,3. Az asupartdt aminotranszierdgz enziwm tisztitasa ponty

md jbél

Gunkdnk ezen fejezetének célja az volt, hogy a meg-
tisztitott enzimet jellemezziik, ennek ismerctéten az d&lta-
lunxk huszndlt ASAT mérési médszereket szilkkséy esetén mé=-
dositsuk, 1l1l. in vitro novényvéddszer kezeléssel meg;vizs-
pdljuk, hogyan hatnak a kivalasztott peszticidek kozvetle-
niil az enzim aktivitdsdra,

¥nzimforrdsként a mdjat valasztottuk, mert erre a
célra viozonylag nagy mérete és jelentSs ASAT tartalma mi- «°
att a legalkalmasabb szervnek mutatkozott,
4,3.1. A pontyok mdjdnak kiemelése és téroldsa

A hnalakat a koponyafedd jlikre unért erls litésekiel
megbénitottuk, majd a hasiiregiket dvatosan felnyitottuk.
A mdjat kiemeltiik, elkiilonitettix a béltdl, levilasztottuk
réla az epehdlyagot ¢és a zsirszivetet, és jeges vizoecu le-
hiitott £6z0pohdrban dsssepylijtottik. Az igy ellkészitett
mijakat -20 °C-on tdroltuk, mig elegenddé mennyiség Ossze-

£yilt ahhoz, hogy a tisztitdst megkezdhessilk /wax. 2 hét/.

4,5.,2. Howmogenizalas
A kiilonbozd ASAT tisgtitasi el jdrdsokoan szwmos puf-

fert ajdnlanak homogenizdldsra, Legeldnydsebbnek a dikarbon-



sav-konponensii pufferek mutatkoznak, mivel ezek a vegyile~
tex az engim szubsztratjaihoz valdé hasonldsdguk révén bekd-
t6dnek a szubsztrdatkotd helyre, és védé hatast fejtenek ki.
Zordbban igen elterjedt volt a maldt-komponensii pufferek
felhaszndldisa /Jenkins és mtsai, 1958; Velick és Vavru,
1962/, késdébb azonban kimutatték, hogy az almasav a hdke-
selés sordn stabil S-/«, A -dikarboxi-etil/-~szdrmazékokat
képez az enzim szabad -SE csoportjaival /Turano és mtsai,
1964/, ezért borostydénkisavval helyettesitették.

Mindezt figyelembe véve a Banks és mtsai. /1968/ &al-
tal haszndlt o,1 M/l koncentricidéju, pH 6,0 borostyankssav/
NaOH puffert valasztottuk a homogenizaldshoz.

Az elsd kisérleteknél az évatosan kiolvasztott, majd
Jjégben hiitott madj 3-4 g-os adagjait kétszeres mennyiségil
0 %-os homogenizdld pufferrel homogenizédliuk el Potter-
csbben, alacsony fordulatszémon 2-3 perciy, kozben jégben
tartva a csitvet.

Kégobb, mikor az egy alkalommal feldolgozott maj
mennyisége egyre novekedett, dttértink a ndztartdsi turmix-
-ép haszndlatdra. Ebben jéval nagyoob adagot /loo g mdj +
200 ml puffer/ lehetett egyszerre elhomogenizdlni 3x5 md-
sodperc alatt, alacsony fordulatszdmon. Az igy kapoit uinta

konzisztencidja, ASAT aktivitdsa és fehérjetartalma ..e.-
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egyezett a Potter~-csbében homogenizaltéval.

A homogenizdtumot ezutdn 3 drdn keresztiil kevertet-
tilk jeges vizfiirdében tartva, majd esy éjszakan keresztiil
41lni hagytuk 4 °c-on, hogy a szdvetdarabok 4ltal begart
enzimmolekulék oldatba jutdsdt eldsegitsiik, Ezutdn lecentri-
ifugdltuk O %c-on 3000 g=vel 2 éran &t, és a feliluszdét le~

ontottilk az iiledékrdl,

4.3.3. Hékezelés

Ez a médszer egyszeriisége és olcsdsaga miatt igen koz-
kedvelt az enzintisztitdsi folyamatokban.
Az ASAT tisztitdsdndl is igen gyakran szerepel az irodalome
ban, igaz az aaott enzimforristdél fii.6en nagyon eltérd az
alkalmazott némérséklet és id6: pl.Rej /198l1/ emberi ASAT,
izoenzim tisztitdsdndl 52 °C-on 20 perciy;, mig John és Jones
/1974/ juh maj ASAT, izoenzim tisztitdisdndl 76 °C-on 15 pere
cig hfkezelte a nomogenizdtumot,

Ahhoz tehdt, hogy ezt a lépést a tisztitdsi folyamat-
ba beiileszthussilkk, me, kellett vizs dlni a ponty wdj ASAT

enzimek viselkedését a hdkezelés sordn,

4.3.3.,1. Az enzim hléinaktivdldéddsdnak hémérséklet- és idd~

tiggése

A lecentrifu,dlt ho.og enizatun felliluszdéjut 3 ml-ként
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gzétosztottuk lo ml-es centrifugacsdvekve, majd 45, 50, 55,
6o, 65 és To OC-0s vizfirdében 1-6o0 percig hékeszeltiik, A ki-
vant idotartam lejartdval a centrifugacsiveket jeges vizbe
helyesztilk, majd lehiilés utdn 0 %C-on %700 g=vel 2 6rdig cent-
rifugaliuk., A felilluszdét letntbttilk, és mértik az enzimakti-

vitdsat ill, fehérjetartaludt,

Specifikus
aktivitas
[

200 1

150?}

1001

'65°C

501

10 20 30 40 50 60 t[perq]

20, dbra A killonbtzd hiomérsékleteken ndkezelt houmo=-
genizdatum specifikus aktivitdsanak valtoza-
sa az idé fiiggvényében /loo %:a nyers homo=

genigdtum specifikus aktivitdsa/
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A hékezelt homogenizdtunox specifikus aktivitdsat vizs, dlva
megdllapithatsé, hogy a legjobb tisztuldst az 55 °C-os viu-
7iirdében 1lo-20 perci. nékezelt mintdx esetén sikeriilt elér-
ni., /20. dbra/. Ez a hémérséklet-ids pdrositds annal inkdbb
megfeleld céljainkra, mert az évszakkal és kondiciéval Sssze=-
" figgésben minden vizonnyal vdltozd héérzékenységii enzimek me-
le,itésekor az eltérések nem oxoznak nagy vdltozdst a speci-
fikus aktivitdsban a otrbe lapos platéja miatt.

Ennek megfelelden tovdbbi kis térfogatu hékezelési ki-

sérleteinkben 55 °C-on 15 percig melegitettilk a mintdkat.

4.3.3.2. Az enzim héinaktivdléddsdnak pH-tiiggése 55 °C-on

A hékezelés optimdlis pH-jdnak megdllapitdasa céljdbdol
a lecentrifugdlt homogenizdtum feliiluszdjdbdl 50-50 ml-kct
kimértink, wajd allanddé kevertetés mellett 1 N HC1l cseppen-
kénti hozzdaddsdval pH-jukat 5,0-ra és 5,5-re, 1 N NaOH hoz-
zdaddsdval pedig pH 6,4, 7,0, 7,5, és 8,0-ra allitottuk be,
Ezutén az eldbbi pontban leirt mdédon elvégeztik a hdkezelést
55 %Ceon, mujd a mérdéseket,

A cstkkend és novekvé pH epyardat kedvezltlenilil befo-
lydsolta a hékezelés eredményét /21, dbra/.
A legnagyobb specifikus aktivitdsu mintdk alkotta platd hosz-

szusdga lecsbkkent, ill, a magas pH-k esetén eyészen eltint,
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Az a tény, hogy a maximdlis tisztulds egyik esetben sen
kbzelitette meg a pH 6,0-g puffer haszndlatdval elért ér-
téket, valdsziniileg a més-mds szallitésbdl szarmazd halak

enzimei kozttti eltéréseknek tudhatd be.

Specifikus
aktivitas
(]

200+
1501
100+

501 pH 65

10 20 30 40 50 60 t[perc]

21, 4bra Kiilonbézd pi=-ju, 55 °C-on hikezelt homoge=-
nizdatumok specifikus aktivitdsdnak vdlto=-.
zésa a hdkezelés idejének figgvényében
/loo %ia nyers homogenizatum specifikus

aktivitasa/
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A kisérlettel bebizonyitottuk, hogy az eredetileg
alkalmazott 6,0«s pH-érték a legoptimdlisadbb a hlkezelés~

hez.

4.%3e34%, PLP, L-ketoglutdrsav és EDTA hatdsa az enzim hé-

inaktivaldédasdra

Jenxzins é; mtsal. /1959/ sertés szivbdl tisutitott
ASAT enzinm héinaktivdléddsi orbéjét vizsgdlva megadllapi-
tottdk, hoyy az engim o«(~ketoglutardt nozzdaddsaval hésta-
bilabbd, L-aszpartdt hozzdaddsdval héérzékenyebbé vdlt., En-
nek magyariagzata az, hogy eldébbi esetben a koenzimek piri-
doxal-, utébbi esetben piridoxamin-formaban vannak, és a
piridoxamin-forma sokkal kinnyebben leoldnaté az apoenzin-
rol /Scardi és mtsai, 1963/. A koenzimét vesztett apoenzin
molekula részleges proteolizist szenvedhet, mely inaktiva-
16ddsdt eredmuényezi /Okada és Hirose, 1979/,

l.agee és Phillips /1971/ 2,5 mii/l, Rej /1981/ 6,0 mM/1
EDTA koncentrédciéju oldatban végezte a ndkezelést, valbszi-
niileg a fémtartalmu protedzok inaktivaldsa céljabél,

Ezen hdro.. adalékanyag kiilonbdz6 koncentriacidinak az
enzim néstabilitdsdra kifejtett hatdsdt az 55 °C-on 15 percig
vé_zett hékezelések sorin mi is meghatdroztuk.,

A kisérletet ugy végeztik el, nogy a hdrom anyay mindegyi-
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kébdl kildn-kiilon tomény torzseldatot készitettink, mely-
nek pH-jéat 6,0-ra allitottuk be 1 N NaOH cseppenkénti ada-
goldsdval, Lzekbll a kivéant menuyiséget hozzaadtuk a lecent-
rifugdlt homogenizdtum feliiluszdjanak 3-3 ml-éhez /kontroll:
pH 6,0 homogenizald puffer/, majd a hékezelést a mér ismer=-
tetett médon elvégesztik.

A PLP még 20 mlMi/l koncentriacidban sem ndvelte a hi=
kezelt homogenizdium specifikus aktivitdsdt, ezért tovébbi
alkalmazasdtél eltekintettiink,

Az oL=ketoglutdrsav mdar alacsony koncentrdcidban je-
lentdsen novelte a hékezelés utdn kapott enzimaktivitdst, a
fehérjetartalon valtozatlan értéke mellett /22. dbra/.

A kapott eredmények alapjdn valdszini, hogy a lo mM/1
KL-ketoglutdrsav koncentrdacidéndl az enzimmolekulédk koenzime-~
inek legnagyobb hdnyada piridoxal-formaban van, ezért tovdb=
bi kisgérleteinkben a homogenizdld puffert ugy készitettik el,
hogy lo md/l «~ketoglutdrsavat tartalmazott /egyéb tulaj-
donségait valtozatlanul hagyva/.

Az EDTA tartalom a hdékezelés sordn héérzékenyebbé tet-
te az enzimet /2%, dbra/., Innek oka feltevésiink szerint, egy
az aktiv centrumban elhelyezkedl fématom eltdvolitdsa lehet,

Ezen feltételezett iématom kitddése viszonylag erds, mivel a
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fenti EDTA koncentricidk hatésdra 25 OCc-on 24 6ra eltelté-

vel az enzim aktivitdsa valtozatlan wmaradt,

Enzimaktivitas

(6] o« - ketoglutarsav
140 1

Q9O O

[¢] o O [¢)
120 1
100 1
80 1
T o< - ketoglutarsav
20 40 60 +10>M]

22, ébra Kiilonbozd koncentracidju o ~ketoglutédrsav
hatdsa az enzimaktivitdsra 59 ®c-on 15 per-
cig hokezelt mintédk esetén /loo %: «(=keto=-

glutérsav nélkiil hdékezelt minta/
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Enzimaktivitas

[o/6] EDTA

1001
801
607
401

201
+EDTA
10 20 30 40 50 10+M

2%, ébra Kiilonbozlé koncentrdcidju EDTA hatdsa az
enzimaktivitdsra 55 °C-on 15 perciyg hi=-
kezelt mintdk esetén /loo%:EDTA nélkiil

hékezelt minta/

Az EDTA alkalmazésa a hdkezelésnél tehdt elkeriilendd,

443e344¢ A hikezelés felnagyitdsa

Ahhoz, hogy az enzimtisztitdsi el jdréds nagy méretek-
ben is kivitelezhetd legyen, minden lépést a kelld méretii-
re kell nagyitani, ugy, hogy a kis mennyiségekre beallitott

rendszer eldnyeit a lehetdé legkisebb mértékben veszitsiik el,
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Az egyszerre hékezelt mintdk térfogatdt novelve me,allapi-
tottux, hogy az loo ml-rdél 200 ml-re mdr csak a kapott spe-
cifikus aktivitds Jelentés romléséval.emelheté, ezért egy-
ségként a loo ml-t vdlasztottuk. llivel a nagyobdb térfoiatu
minta jéval lassabban melegedett fel, és hiilt le /9 111, 3
" perc/, ezért magasabb hémérsdékleten ellmelegitést alkalmaz-
tunk, és a hikezelés idejét lo percre csivkkentettiik le.

A hékezelés kivitelezése: 250 ml-es lombikba /Erlen-
meyer/ loo ml homogenizatuwot adagolva, intenziv kevertetés
és az oldat hémérsékletének &41llandé mérése mellett. Elbme=-
legités 65 °C-os vizfiirdében /kb, 3perc/, hdkezelés 56,5 °¢c-
os vizfiirdében /a minta hémérséklete 55 °C/ lo percig, le=-
hiités jeges vizben kevertetve 25 °C-ra /3 perc/.

A hékezelt homogenizdtumot 0 °C~on, 3000 g-vel 2 6rdn &t
centrifugdltuk, és a feliiluszéval dolgoztunk tovabb.

Az igy kapott specifikus aktivitdsok szépen megkize-
litették a kis térfogatu hékezeléssel elért értékexet,

4.3.4, Amménium-szulfdtos kisdzds

4,%3,4.1. A telités alsd és felsd hatdrdnak megdllapitasa

A hdkezelt nomoi,enizdtum 20-20 ml-es részleteihez al-

landé kevertetés kizben poritott amménium-szulfdt kis részle-
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teit adagoltuk szobahlmérsékleten., Az igy kapott hét, egyen-
ként 40, 45, 50, 55, 60, 65 és To Y=ra telitett oldatot egy
€ jszakén &t 4 Oc-on &llni nagytuk, majd lecentrifugéltuk O - O

on 3000 g=vel 2 O6rén &,

Specifikus
aktivitas
o]
600 -

500 1

400 -
300

200 1

'”QHﬁmnHH

hokez.  40-45%  50-55%  60-65%  70-75%
hom. 0-40% " 45-50%" 55-60%" 65-70% 75%
u u V] u

24, dvra Az ammonium-szulfdttal kiilonbozd mértikig
telitett frakcidk specifikus aktivitasa
/100 %sa hékezelt homogenizatum spec, akty

hdrom parhuzamos kisérlet egyike/

A kapott feliiluszdkat killdn-kiilén 5 %-kal tovdbb telitettiik,



4llni hcgytuk, és lecentrifugdltuk az elébbihez hasonld
médon. Az iiledékeket 0,5-0,5 ml 0,02 ¥/l pH 7,5 foszfdt-
pufferben feloldottuk, és ezen puffer 2 literes térfoga-
taival szemben 4 °C-on 3 6rén, majd 1 6érdn keresztiil vég-
rehajtott dializissel sémentesitettik,

Az enzim lecsapodédsa az ililedékbe kb, az 50 ill, 55
%-08 telitésnél kezdSdvtt meg /24. dbra/.

A telitési hatdrok kivilasztdsa a tisztitds célja-
t61 figg. Ha csak az egyik izoenzim megtisztitdsa a cél,
a rést szilkiteni lehet /Campos-Cavieres és lMunn, 1973/, a
két izoenzim kinyéréséhez azonban tagabdb intervallumot kell
vdlasztani /Leung és Henderson, 1981/.

Esetinkben a 60-75 %-0s telitési hatdrok latszottak
optimalisnak.

[ 4

4,3.4.2. A kisézds felnagyitdsa, sdémentesités

A hékezelt homogenizitum S00-700 ml-ét az €lézd pont=-
ban leirt médon amménium-szulfdttal frakciondlva a tisztulés
nem érte el a vart értéket, Mivel a 0~60 w-0s telitésnél ka-
pott liledék ASAT osszaktivitdsa kizel 25-30 $-a volt a 60~
% %-0s iiledékének, a telités alsd hatardt 59 fi-ra szdllitot-
tuk le. Igy az enziu osszaktivitdsdnak 80-85 Y-a az altalunk

vélasztott intervallumban csapddott le.



Mivel a dializis utdn a killonbozé frakcidkban mér-
heté ©sszaktivitds kevesebbnek mutatkozott a kisdzds eldt-
tinél, a tovabbiakban az iiledcket lo mii/l o -ketoglutdrsa-
vat és 40 uM/1 PLP-ot tartalmuzé o,02 M/1l, pH 7,5 foszfdt-
puffer minimdlis mennyiségében oldottuk fel, és ugyanezen
osszetételi pufferrel tobbszor dtmosott Sephadex G-~25 osgz~

lopon /30,2 1,4 cm/ sémentesitettiik.

rafidval, &e.@bzéaszﬁség

A két izoenziu szétvilasztdsira a leggyakrabban al-
kalmazott médszert, az ioncserés oszlopkromatografiit hasz-
naltuk fel, Szorbengként a kivdld tulajdonsdgu DEAE-gyongy-
celluldzt alkalmaztuk, a hémérséklet 4 °C volt.
Az aktivalt szorvenst o,02 M/1, pH 7,5 foszfdatpufferben pH-
és vezetlképesség-dllanddsdgiy ekvilibridltattuk, majd osz-
lopba t6ltottik /17,5 x 3,9 cm/. /A puffer jellemzbinek ki-
vidlasztdsa a részlegesen tisztitott enzin kis mernyisdégei-
vel végzett szorpcids vizsgdlatok eredwényeként tortént./
Elucié: eldésuor a fenti pufferrel, késoébb a pufferben ol-
dott IiaCl rédienssel; frakcid-térfogat: 5 ml /25. dbra/.

Az aktiv csucsokat tartalmuzd frakcidkat Usszegylij-

tottilk, s mivel ezek térfogata a nagyfoku higulds miatt



50«~120 ml-nek bizonyult, ezért a két izoenzimet tartalma=-
z6 oldatot Diaflo YM lo-es membrdnon nyoméas alatt kiildn-
klilon betoményitettilk 2«5 ml térfogatura lo-30 Sra alatt,
A membrénon dtfolyt oldatban nem volt mérhetd ASAT aktivi-

tase.

Enzimaktivitas
Exe [GO-U‘/l] NaCl konc.
> | ™
} ¢ e i
e S fos
'Y".
25 & .'..'
i 8 i ,("
{3 a { #
401 % P o
P ! i e
4 /.
.]5 H . x
2,01 L 02
5'0 160 1%0 frakcioszam

<

25, &bra ASAT izoenzimek szétvdlasztisa DEAE-
cybngycellulézon /hérom kisérlet egyi-

ke/
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44346, Geélkromatogrifia

Az izoenzimek tovdbbi tisztitdsdt Sephadex-(i-200-
on gélkromatografidval végeztik 4 ®c-0s hémérsékleten
/oszlop:49,0 x 1,4 em/, Pufferként o,1 /1l NaCl-ot tar=-
talmazé o,02 M/1l, pH 7,5 foszfdtpuffert alkalmaztunk, a

frakcidk térfogata 1 ml volt,

= l. izoenzim Enzimaktivitas
Easo [60-U/]
i
4.0 40 ,
[ Afi ;
W
3.0 1 _ L 30
2.0 59 | 20
1,01 10
20 40 60 80 100 frakcioszam

26, dbra A DEAE-gybngycellulézra nem k§todott /I./
izoenzim tovédbbi tisztitdsa Sephadex

G=200-0n
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Mindkét esetben sikeriilt ag aktiv frakcidktdél tovéabbi

-

szennyezbdéseket elvdlasztani /26, és 27, ébra/,

Enzimaktivitas

plom [s0-un]

: Il. izoenzim -

A

|

50 50
A

40 £ 40
Lo

130

20

10

20 40 60 80 100 120 frakcioszam

27, dbra A DEAE-gybngycelluldzra felkttddott /II./
izoenzia tovabbi tisztitdsa Sephadex

(=200=05n

Az izoenzimeket tartalmazd frakcidkat killon-kilon
Usszegylijtdottik, és poritott amménium-szulfdt Svatos ada=-
golésédval, dllandd kevergetés mellett telitettiik, mig az
oldat teljesen zavarossd nem valt., Az igy kisdzott izoen-

zimeket 4 “C~on tdroltuk.
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A teljes tisztitdsi folyamat eredményeképpen az

I. izoenzimet 23,46~gz0rosara, a 11, izoenzimet lo,2-sze~-

regére sikeriilt me tisztitani /5. tdblazat/,

5. Tabldzat Az ASAT izoenzimek tisztitdsanak osz-

gszefoglalisa

MINTA TtRF, FEHELRJE 0SSZ. ASAT (0sSSZz. SPEC. TISZ-
TART, FEHERJE AKT. AKT., AKT. TULAS
ml mg/ml mg AU/ml AU AU/mg
1-2
x10
nyers hom, 219,0 24,28 5317,3 0,87 190,5 3,58 1,00
hékez,hom. 189,0 13,11 2477,8 0,86 162,5 6,56 1,83
55~79% % iU, 12,75 31,80 405,55 7,88 1l1loo,5 24,78 6,92
a./
DEAE 20-30 48,0 1,22 58,6 0,86 41,3 70,49 19,69
bekoncYMlo 5,1 7,98 40,7 6,02 30,7 75,44 21,07
I.izoenzim 4,72 3,62 17,1 3,04 14,% 83,98 23,46
b./
DEAE 158°  108,2 0,67 72,49 0,40 43,3 59,7 16,68
bekoncYiilo 2,0 29,13 58,% 13,28 26,6 45,6 12,74 11
IT.izoenzim 2,68 4,33 11,6 1,58 4,2 36,5 lo,20 !!
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A tdébldzatbdél j61 lathatd, hogy a II., izoenzim az
ioncserés kromatografiat kdvetd lépéseknél fokozatosan inak-
tivdlédott, ennek oka az lehetett, hogy az érzékenyebb izo-

enzim a tobb napos d4lléast nem birta.
4.4, A megtigztitott izoenzimek jellemzése

4.4,1. A}g;gngqgigfél;agdg értékeinek meghatdrozdsa

Az amménium~gzulfattal telitett izoenzim=-oldatokbdl
meghatdrozott mennyiséget kimértiink, majd 0 9¢-on 8oo0 -
vel lo percig centrifugdltuk. Az iledéket 40 uil/l PLP-ot
tartalmazé 0,02 M/1, pH 7,5 foszfdtpuffer minimdlis meny~
nyiségében feloldottukx, és Sephadex G-25-~¢n sémentesitet-
tik.

A Michaelis~dllanddé meghatdrozdsdnal az egyik szubszt-
rat éllandé szinten tartdsa mellett csovkkentettilk a masik
koncentriaciéjat, és igy mértiikk a reakcid kezdeti sebessgé~
sét /28, 29, 30. és 31. abra/.

A ponty maj ASAT izoenzimeinek Ky értékeit emlésvk=-
b6l tisztitott izoenzimek megfeleld értékeihez hasonlitva
megallapithaté, nogy az egyes értékek hasonld nagysdgrend-

be esnek /6. Tablazat/.
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% [Au*- ml]

150

d

l. izoenzim
L-aszparaginsav

100 1

501

-16

0 20 30 40 10M

28, dbra Az I. izoenzim K, ¢értékének meghatarozisa
1%
az I-aszparaginsavra /reciprok abrézolas
Lineweaver és Burk szerint; o-ketoglu=

térsav koncentrdcid: 4o mi/1l/



1/\4 [AU"-ml]
50,01

l. izoenzim
« - ketoglutarsav

40,01
30,07
20,07

10,01

0.
V% , %
05 0 10°M]

29, dbra Az I. izoenzim K, értcékének meghatirozisa
az o=ketoglutdrsavra /reciprok 4dbrdazolds
Lineweaver és Burk szerint; lL-aszparagine

sav koncentrdcid: 200 mM/1l /
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%‘ [au™m( Il. izoenzim
L-aszparaginsav
40
201
-0142
\ ¥s
a1 - 02 10%[M7

0. 4bra A II. izoenzim K, értékémek meghatdrozisa
M

i

az I-aszparaginsavra /reciprok dbrdzolds
Lineweaver és Burk szerint; o~ketoglu-

térsav koncentracidé: 4o mp/1l /
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%, [AU"mi]

Il izoenzim
« - ketoglutarsav

801

60

40 -

20
030
{ %

o 03 05 1M

31, dbra A Il, izoenzim K, értékének meghalarozisa
az o =ketoglutdrsavra /reciprok abrazolds
Lineweaver ¢és Burk szeriat; L-aszparagine-

sav kxoncentrdcidé: 200 mi/1l /



6+ Tabldzat Kilonbo=d forrisbdl szdrmazd ASAT izo-
enzimek X, értékei L-asgparaginsavra

és ol ~ketoilutdrsavra

Szexrv Izoenzim Ko Km Irodalom
L-asp.'<1—kctoglu- '
térsav
16° 1/1
kutya sziv ASA'i’m 1,18 - 0,70 Fleisher és
ASAT,, 0,57 11,90 mtsai, 1960
szarvasmarha ASAT 2,00 0,40 Morino és
méd ASAT, 0,30 5,00 mtsai, 1963
ponty maj I. 9,09 0,63 sajat mérés
iI. 0,33 1,04

4.4.2. Az_aktivitds pH-fliggése
Fleisher és misai. /1960/ kutya szivbdl, Boyd /1961/
patkdny mdjbél szdrmazd ASAT izoenzimek aktivitdsdnak pH-

- fligeését vizsgdlva megdllapitottdk, hogy a pH érték 7,0
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A pL értékek bedllitdsa T7,5-r6l tomény sdésav és ndtrium-
hidroxid hozzdécseppentisével tortént.

Az irodalomban leirt kiilonbséget a ponty mdjbél szir-
razd izoenzimek aktivitdsénak pH-fiiggése kozott nem tapasz-

taltuk,

4.4.3. IN_VITRO peszticid kezelés hatdsa az_izoenzimek ak-
tivitdgdra
Wéréseink sorén azt tvapasztaltuk, hogy a reakcidelegy
dltal tartalmazott lo mg/l MD, lo mg/l CuSO4 és 1 mg/l PQ
nem fejtett ki gdtld hatdst egyik izoenzim aktivitdséra
sem. Valdszinii techat, hogy az izocnzimek aktiv centruma nem

tartalmaz -SH, -OH csoportokat,



ald csbkkenésével uz ASAT, isoenzim aktivitdasa erdtel jesen

visszaesik, mig az ASATm-é ktzel dllandd marad.

Enzimaktivitas
a max. érték %-daban

_‘._._".} 1zoenzim

100 1
80 1

60 1

40 1

20 1

6,0 7.0 8,0 90 PH

%2, 4bra A ponty maj ASAT izoenzimei aktivitdasdnak

pli=fiiggése

Az éltalunk tisztitott izoenzimek aktivitdsdanak pl-
fiiggését 0,1 M/l trietanolamin/HCl pufferben vizsgéltuk,
melynek szubsztrdttartalma az egyes / 1./ izoenzimnél 4o mM/1
L-ketoglutdrsav és 3 mi/l L-aszparaginsav, mig a II, izo=
enziunél lo mi/l «=ketoglutdrsav és 20 mi/l L-aszpara-

ginsav volt.
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A pl értékek bedllitdsa T7,5-rdl tomény sésav és ndtrium-
hidroxid hozzécseppentisével tortént.

Az irodalomban leirt killdénbséget a ponty mdjbél szdre
mazd izoenzimek aktivitdsédnak pH-Tliggése kozott nem tapasz-

taltuk,

4e4e3¢ IN_VITRO peszticid kezelés hatdsa az_izoenzimek ak-
tivitdsdra “

Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy & reakcidelegy
dltal tartalmazott lo mg/l MD, lo mg/l CuSO4 és 1 mg/l PQ
nem fejtett ki gdtld hatdst egyik izoenzim aktivitdsara
sem. Valdszini tehdt, hogy az izoenzimek aktiv centruma nem

tartalwaz -SH, =0H csoportokat.
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4, Ponty mijébdél klasszikus biokémiai mdédszerekkel elva-
lasztottuk, megtisztitottuk és jellemeztiik az ASAT en-
zim két izoenzimét,

5. Megdllapitottuk, hogy a hédrom novényvédészer 1 ill., 10
mg/l-es koncentréciéban in vitro nem fejt ki gadtldé ha-

tast a két izoenzim aktivitassra.
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6. A DOLGOZATBAN HASZIALT ROVIDITESEKR

AChE
ALAT
ALDg
ASAT
ASAT
ASAT
BSA
CPK .
EDTA
£,
coT
GPT
GSH
Ko,
LCs
105,
LDH

s
-3
o

KADPH

PLP

acetilkolinészterdz

alanin aminotranszferdz

akut letdlis dézis /50 %/
aszpartit aminotranszferdasz
citoplazmatikus ASAT izoenzim
mitochondridlis ASAT izoenzim
bovin szérum albumin
kreatin-foszfokindz
etilén~-diamin-tetraecetsav - Na,
feliiluszd

glutamit-oxdlacetut transzaminasz
glutamdt-piruvét transzanindz
glutathion /red,/

kontroll

letdlis koncentrdcid /%0 9%/
letélis dézis /50 %/

laktat dehidrogendz
methidathion
nikotinsav-amid-adenin-dinukleotid~
foszfiat /red./
piridoxél-5~fogzafdt



Q96¢n

paraguat
atlagszérds
szuperoxid-dizmutaz

iledék
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