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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a kemikélidk egyre nagyobb mérvi és egyre szélesebb kord
felhasznélésa jellemz6 mind az iparban, mind a mez6gazdaségban, olyannyira, hogy mara
mindennapi €letiink alapvetd részévé valtak. A XX. szdzad végének technikai
forradalmdhoz azonban negativ kisérdjelenségek is kapcsolodtak. Ezek koziil talan a
legfontosabb a kdrnyezetszennyezés problémaja, mely oly kiterjedtté valt, hogy belathato
id6n beliil az emberiség bioldgiai 1étét is megkérddjelezheti. Becslések szerint példaul a
brit gazdasdgokban 1940 és 1962 kozott alkalmazott novényvédd szerek az orszag
szant6foldjein eldfordulé madar- és hasznos rovarfajok szamét csaknem a felére
csokkentették (Markus, 1993). Ugyanakkor a WHO jelentése szerint évente mintegy 3
milli6 ember betegszik meg peszticidek okozta heveny, silyos mérgezésben, a halédlos
aldozatok szama pedig a 20000-¢et is meghaladja (Markus, 1993). Magyarorszagon 10-30
halalos n6vényvédd szer eredetd mérgezés tortént évente (Schirilla, 1976, 1979; Markus
1993},

A termelés és a felhasznalas sordn keletkezd gaz, illetve folyékony halmazallapota
szennyezd anyagok rovid id6 alatt nagy tavolsagokra juthatnak el. A levegdbdl kiiilepedd,
a talajbdl kimosddo, és a folyéviz szallitotta toxinok igy keletkezési helyiiktSl tévol is
kifejtik hatasukat. A legveszélyesebbek azon vegyiiletek, melyek az €l szervezetekben
felhalmozédhatnak. Emiatt fontos vizeink Okoszisztémajanak vizsgédlata, az ott éI6
allatokban lejatsz6dé biokémiai folyamatok pontosabb megismerése.
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mindlségileg jellemezhetjiikk. Legtjabban a vizszennyezések nyomon kdovetésére egyre
gyakrabban hasznélnak halakat, ugyanis a kiilonb6z6 algakkal, rakokkal, puhatestiickkel
tapldlkoz6 halak a taplalékkal egyiitt felhalmozzak testikben az idegen mérgez6
anyagokat. Kopoltyajukkal, boriikkel alland6 és szoros kapcsolatban vannak a vizzel,
hazankban is sokan vizsgaltdk (Pénzes, 1977; Gaal és mtsai, 1980; Salanki és mtsai,
1982).

A novényvédd szerek kozil kiemelkedd jelentSségiek az inszekticidek (pl. szerves
klérvegyiiletek, szerves foszforsavészterek, piretroidok), melyeket kiterjedten
alkalmaznak a mezGgazdasagban, de a héztartdsokban is ismertek csétany, hangya és
poloskairté szerként. Ezek két ok miatt kiillonOsen veszélyesek: egyrészt, mivel nagyon
lassan bomlanak le (mint pl. a klérozott szénhidrogének - Virdg, 1981), egyes képviselGik
képesek a tdplalkozasi lancban nagymértékii akkumuldcidra; madsrészt specifikus
idegrendszeri elvaltozasokat okoznak, mint a DDT (Schirilla, 1978), a foszforsavészterek



(Moretto és Johnson, 1987), a piretroidok (Narahashi, 1984; WHO, 1990), és igy gorcsos
merevedéssel jard tdmeges halpusztulast okozhatnak (Nemcsok és mtsai, 1985). Az
emlitett elvaltozdsok nyomon kovethetSk az allatok kolinerg rendszerén, mely jol
jellemzi a halak fiziol6gids, neurondlis allapotdt. Ezen rendszer alapvetd részei a
kolinészteraz enzimek, melyek aktivitasaban, szerkezetében eléfordulé valtozasok révén
az idegrendszer allapotardl kaphatunk informécidkat (Nemcsdk és mtsai, 1987, 1988a,
1990; Szab¢ és mtsai, 1992).

A JATE Biokémiai Tanszé€kén 1979 6ta folyd kornyezetbioldgiai munkdk célja a
mezdgazdasdgban alkalmazott, onnan kozvetlen vagy kozvetett tton vizekbe Keriild
toxikus anyagok (elsGsorban névényvédd szerek) vizi szervezetekre gyakorolt hatasanak a
vizsgalata. Munkank, szorosan kapcsoldédva e kutatasi irényvonalhoz, a halak allapotat
jellemz6 enzimrendszerekkel és ezek peszticidek indukalta valtozésaival foglalkozik.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kolinészteraz enzimek (ChE) jellemzése

A kolinészterazokat (ChE) kiilonb6zs gatloszerekkel szembeni viselkedésiik, szubsztrat
specifitasuk, el6forduldsuk alapjdn acetilkolin-észterdz (AChE), butirilkolin-észteraz
(BChE) és eszerin rezisztens (maradék) kolinészteraz tipusokra osztottak fel (Chatonnet
és Lockridge, 1989).

2.1.1 Az acetilkolin-észteraz (AChE)

Az ut6bbi két évtizedben biokémiai és farmakoldgiai szempontbdl az acetilkolin-észterdz
(EC 3.1.1.7) a legintenzivebben kutatott enzimek kozé sorolhaté (Holland és mtsai,
1967; Coppage és mtsai, 1975; Coppage és Braidech, 1976; Olson és Christensen, 1980;
Habig és mtsai, 1988; Wallace és Herzberg, 1988; Horsberg és mtsai, 1989; Gill és mtsai,
1990). Kiilondsen figyelemre méltdak azok az eredmények, melyek az AChE molekularis
formdinak kutatésa teriiletén sziilettek (Dudai és mtsai, 1973; Bon és Massoulié, 1976;
Anglister és Silman, 1978; Bon és mtsai, 1979; Fuentes és Inestrosa, 1988; Smith és
Emmerling, 1988; Berninsone és mtsai, 1989; Chatonnet és Lockridge, 1989; Gupta és
mtsai, 1991). Ezek az adatok nagyban hozzijirultak az AChE enzim molekularis
milkodésének fizioldgiai, valamint az evolicid soran betoltott szerepének tisztdzasahoz.
Jellemzd tulajdonsagai:

-specifikus az ACh-ra, az egyéb kolinésztereket csak nagyon kis sebességgel

hidrolizalja,

-szubsztratfelesleg gétlas van,

-10* M neosztigmin ill. fizosztigmin teljesen, 10-5M BW 284 C51 specifikusan

gétolja,

-ethopropazinnal csak 10-4 M vagy ennél nagyobb koncentracidban, és csak részben

géatolhato,

-organofoszfatok gatoljak.
Az AChE biokémiai tulajdonsagait és el6fordulasat régota vizsgaljak a gerinceseknél és a
gerincteleneknél egyarant (Dudai és mtsai, 1973; Anglister és Silman, 1978; Francis €és
Schechter, 1979).
Az AChE molekula felépitésében alapvetd szerepet jatszik egy kb. 80000 dalton
molekulatémegi globuladris monomer forma (Dudai és Silman, 1974; Bon és Massouli€,
1976). A monomerbdl diszulfid hidak révén dimer képzddhet (Rosenberry és
Richardson, 1977; Anglister és Silman, 1978). A két dimer feltehetGen van der Waals
er0k hatasara tetramerré kapcsolddhat. A tetramerek elektronmikroszképpal lathatéd
héromszalas farokrészhez kapcsolddhatnak (Dudai és mtsai, 1973; Rosenberry és mtsai,



1980), amely farokrész immunolégiailag (Anglister és mtsai, 1979), valamint
kollagenazzal szembeni viselkedését tekintve (Lwebuga-Mukasa és mtsai, 1976; Rieger
és mtsai, 1976) a kollagénhez hasonlit. A farki rész egy-egy szadlahoz diszulfid hidakkal
Osszesen hiarom tetramer egy-egy dimerje kapcsolédhat (Bon és mtsai, 1979; Rosenberry
és mtsai, 1980). Ennek alapjan eddig 6 féle AChE molekularis format kiilonitettek el
(1. abra).

Globularis formak
S-S
1 1
O o Q0 « 538
S—38 1 i
S—8

Aszimmetrikus formak
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1. 4bra Az AChE molekuléaris formai

Az AChE a szinaptoszomdban, axondlis és gliamembrédnhoz kot6dve fordul elS. Az
enzim a perikarionban termelddik, és axondlis transzporttal jut az axonterminélisba. Az
irodalmi adatok szerint a sejtek AChE tartalma nem jelol feltétleniil kolinerg neuront
(Contestabile, 1978).

2.1.2 A butirilkolin-észteraz (BChE)

A butirilkolin-észterdz (EC 3.1.1.8) a gerincesek vérplazmdjdban fordul el6 nagy
mennyiségben, f6ként emldsdkben, de néhédny filogenetikailag alacsonyabb szinten 4116
osztalyban is (Gautron, 1982; Chatonnet és Lockridge, 1989).
Jellemzd tulajdonsagai:
-nemcsak az ACh-t, hanem egyéb kolinésztereket is hidrolizdl, legnagyobb
sebességgel a BCh-t,
-szubsztratfelesleg gatlés nincs,
-10-5 M ethopropazinnal specifikusan gitolhatd,



-10-4M neosztigmin ill. fizosztigmin teljesen, 10-5M BW 284 C51 azonban nem
gatolja,
-organofoszfatok nem gatoljak.

’
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Altaldban nem idegszdvetekben fordul elé.

2.1.3 Kolinészterazok el6fordulasa halakban

A halak kolinészteraz tipusara vonatkozo kisérletek régéta folynak. Az els6 vizsgalatok
nem taldltak BChE-t tobb halfaj izmaban, médjaban és Gszéhdlyagjaban (Augustinsson,
1948; Lundin, 1958). Késébb bizonyos halak vérében, majd izomzataban is észleltek az
AChE mellett BChE aktivitast is (Clos és Serfaty, 1958; Brightmann és Albers, 1959).

A halak fizikai aktivitdsukat tekintve hdrom csoportba oszthatok: kevéssé aktiv,
mérsékelten aktiv, és aktiv csoportra. Az izomban talalhaté AChE enzimaktivitds
szignifikansan kiilénbozik, legnagyobb az utolsé, legkisebb az elsé csoportban (Baslow és
Nigrelli, 1961).

Eddigi ismereteink szerint a halizom kolinészteraz aktivitidsanak csak 1.4-2.6%-a ered a
BChE-t6] (Pechot-Dechavissine, 1962), s ez az emlosokhoz képest igen alacsony érték
(macskdndl 14.7%, tengerimalacndl 91.7%). A tavi ponty vérszérum kolinészteraz
aktivitisa szinte kizar6lag AChE eredeti (Gaal és mtsai, 1980; Szabé és mtsai, 1992).
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a halakban a BChE arinya sokkal kisebb (az
osszaktivitas 1-5%-a), mint az emlsokben (Szabd és mtsai, 1992).

2.2 Transzaminaz, katalaz, laktat dehidrogeniz, AChE, ATP-iz aktivitisok és a

vércukorszint, mint a halakat ért karosito tényezok indikatorai

A szervezet kdrosoddsdnak egyik leggyakoribb formaja a szovetnekrodzis. Szovetnekrozis
sordn a transzaminazok a vérbe Keriilnek, és az ott megnovekedett aktivitdsuk jelzi a
szoveti karosodas mértékét (Bell, 1968; Onishi és Murayama, 1970; Kristoffersson és
mtsai, 1974; Schmidt és Schmidt, 1976; Nemcsok és mtsai, 1981; Nemcsok és Boross,
1982a). A szovetnekrézist jelzd transzamindz (GOT: glutaminsav-oxalecetsav
transzamindz, EC 2.6.1.1; GPT: glutaminsav-pirosz6lGsav transzamindz, EC 2.6.1.2)
enzimeket - elsésorban a humdandiagnosztikdban - mar régéta hasznaljak
szovetkarosodas kimutatasara (Wrobelski és La Due, 1985; Asztalos és Nemcsok, 1985).
A vércukorszint és a laktat dehidrogendz (LDH, EC 1.1.2.3) véltozésa a szervezetet €rt
stresszhatds mérésére alkalmas (Wedemeyer, 1970), mig az ATP-azok a
membrankdrositd hatdsokrdl, valamint bizonyos szerves kldorvegyiiletek jelenlétérdl
informédlnak. Az AChE aktivitdisdinak mérése a kolinerg rendszerre haté kemikaliak
hatdsanak a kimutatasara szolgal (Nemcsok és mtsai, 1985; Galgani és Bocqueué, 1989;
NemcsOk €s mtsai, 1990).



A szervezet szabadgyOk reakcidiban szerepet jatszé enzimek biztositjadk az aerob
kornyezethez valé alkalmazkodds feltételeit. Ezek koziil a kataliz (EC 1.11.1.6)
kulcsfontossagu szerepet jatszik. A halak szervezetének zsirtartalma 50%-ban telitetlen
zsirsavakbdl all (Mazeaud &s mtsai, 1979), ezért a molekularis szabadgyok reakciok,
valamint a lipidperoxidaci6 szamara fokozott a lehetdség. A szabadgyokok
felszabadulasdnak mértékét az €16 szervezetben szamos kiilss és bels6 kornyezeti tényezd
befolydsolja. Némely peszticid metabolizmusa soridn jelentGs szabadgyokképzddés
figyelhet6 meg. Mivel ezek eliminidcidja az antioxidativ rendszer elemein keresztiil
valoésulhat meg, ezen enzimek magas aktivitasai jelezhetik a kivalté folyamat (melyet

indukalhatott pl. egy peszticid) jelenlétét.

2.3 A felhasznalt novényvédo szerek (peszticidek) jellemzése

2.3.1 A deltamethrin (DM)

Az 1970-es évektdl hasznaljak a piretroidokat a mezdgazdasagban rovarkéartevok ellen. A
piretroidok el6nye a régebbi tipusi inszekticidekkel szemben, hogy igen széles
spektrumi rovar6ld szerek, a koOrnyezetben lebomlanak, igy akkumulacidjuk nem
szamottevd, valamint artalmatlanok a melegvériiekre, igy az emberre is (WHO, 1990).
Ugyanakkor igen toxikusak a hidegvérii gerincesekre, pl. a halakra (L'Hotellier €s
Vincent, 1986). A piretroidok struktirijuk, kémiai sajatsagaik, neurofiziologiai és
toxikolOgiai hatasuk alapjan két nagy csoportra oszthatdk (Eells és mtsai, 1987): az els6
csoportba (I. tipus) a cianocsoportot (nitrilcsoportot) nem tartalmazé, mig a masodikba
(IL. tipus) a cianocsoportot tartalmazo vegyiiletek tartoznak.

o BC CH,

\
/C=CH
Br H H 0

N=C-CH

A
o
O/©

2. 4bra A deltamethrin képlete



A Decis 2.5 EC hatéanyaga egy harmadik generéciOs inszekticid, a deltamethrin (vagy
decamethrin, DM, II. tipusi piretroid; (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cisz-3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilciklopropan-karboxilat, CyoH9Br,NO3) (2. dbra), amit az egyik
legbiztonsagosabb forgalomban 1év§ inszekticidnek tartanak. A Decis 2.5 EC DM
tartalma 25g/l. A DM elsGdleges hatdsa, hogy elnyijtja a Nat-ioncsatornak
becsukdddsat az idegsejtekben (Narahashi, 1984; Ghiasuddin és Soderlund, 1985).
Valészind, hogy a GABA receptorokhoz is képes hozzdkotddni, gatolva ezzel a GABA-
tiiggd kloridion aramlast (Lawrence és Casida, 1983; Costa, 1987). Mindezeken tul
szdmos egyéb hatdsa is ismert. Rose és Dewar szerint (1983) a DM-nek legalabb két jol
elkiilonithetd hatdsa van: egy rovid ideji farmakolégiai hatds a haldlos dézishoz kozeli
koncentracional, és egy joval hosszabb idejli neurotoxikus hatas, amelynek eredménye az
idegsejtek pusztuldsa. Osszességében megallapithaté, hogy a DM neuromusculdris
diszfunkciét okoz az allatokon (Rose és Dewar, 1983).

A nemzetkozi irodalomban egyre tobbet olvashatunk a DM kiilonb6z6 paraméterekre
gyakorolt hatédsair6l, mint példaul az agyi vérkeringésre és gliikk6z metabolizmusra
(Cremer és Seville, 1985), a kalmodulin stimulalta Ca2+-ATP-azra és adenildt ciklazra
(Sahib és mtsai, 1987), az allatok tanulasi folyamataira (Stein és mtsai, 1987), a teststly
és a vérszérum fehérjetartalmanak alakulidsara, valamint az AChE és ATP-4zok
aktivitasara (Shaker és mtsai, 1988). Megfigyelték tovabba, hogy a DM hat a szinapszisok
kolin transzportjdra €s foszforilaciés folyamataira (Matsumura, 1988), az egerekben
megfigyelt kromoszéma aberracidkra (Bhunya és Pati, 1990), az ACh muscarin €s nikotin
tipusi receptoraira (Eriksson és Nordberg, 1990) és a foszfoinozit/protein kindz C
aktivacidjara (Enan és Matsumura, 1993) is. Ezek ellenére kevés kutatds irdnyult a DM
halakra kifejtett toxicitdsdnak kideritésére (Zitko és mtsai, 1979; L'Hotellier és Vincent,
1986). A nemzetkozi szakirodalombdl ismert, hogy a 96-6ras DM kezelés LCsy-es értékei
halfajtol fiiggden 0.4 és 2.0pug/l kozott vannak (L'Hotellier és Vincent, 1986). A
szabadfoldi kisérletek azonban nem mutattdk ezt a nagymérvi toxicitast (WHO, 1990).
Nincs jelentds kiillonbség a toxicitdsban hideg és meleg vizet kedvelS halfajok esetén
(Stephenson, 1982). Ugy tiinik, hogy a DM alacsony és magas homérsékleten is
hasonléan hat, bar némely kutaté Osszefiiggést taldlt a hdmérséklet és bizonyos
piretroidok hatasa kozott (Kumaraguru és Beamish, 1981). Tovabbd a piretroidok
(koztik a DM) toxicitasanak mértéke nem fiigg a viz keménységétSl és pH-jatol sem
(Mauck és mtsai, 1976). A DM képes befolyasolni a halak ontogenezisét (Gorge és
Nagel, 1990): rendellenességet figyeltek meg az ikrabodl vald kikelés mértékében, a halak
egyedfejlédésében, mely tobbek kozott a testhossz csokkenésében is megnyilvanult. Mind
fiatal, mind felnGtt halakban a piretroidok képesek az agy AChE enzimet gatolni (Reddy
€és mtsai, 1991).



2.3.2 A methidation (MD)

A methidation (MD, S-2,3-dihidro-5-metoxi-2-oxo-1,3,4-tioazol-3-ilmetil-O,0-dimetil-
foszfoditionat; CH,;N,O4PS5) (3. abra) egy szerves foszforsavészter, amely 1966 6ta
kaphat6 a kereskedelmi forgalomban. Nagy mennyiségben hasznéljak gyiimolcsosok €s
sz6lGskertek rovarkartevdi ellen. Feltételes forgalmazasi névényvéddszer az Ultracid
WP40, 40%-0s methidation tartalommal.

A szerves foszforsavészterek hatdsat régéta vizsgaljadk mind gerinces, mind gerinctelen
allatokban (Williams és Sova, 1966; Moss és Fahrney, 1978; Gaines és Linder, 1986;
WHO, 1986; Moretto és Johnson, 1987; NemcsOk és mtsai, 1987; Galgani és Bocqueué,
1989; Asztalos és mtsai, 1990; Quest és mtsai, 1990; Zoppellari és mtsai, 1990; Ferrando
és mtsai, 1991; Chang és mtsai, 1992; Pavlov és mtsai, 1992). Az él6lényekben elsGsorban
az AChE bénitdsa révén hatnak (Gage, 1955; Coppage és Braidech, 1976; McLeese €s
Metcalfe, 1979) jellegzetes kolinerg szindréma kiséretében (Moretto €s Johnson, 1987).

H
CH,0, //s
P

/ N\ ]
CHO"  S-CHyN—0

N_ S
~
OCH,

3. 4bra A methidation képlete

A szerves foszforsavészterek az allati szervezetekbe keriilve an. kevert funkci6ji oxidaz
enzimek segitségével, novényekbe keriilve valésziniileg peroxiddz enzimek segitségével
oxidativ deszulfurdldson mennek keresztiil (Chopade és Deuterman, 1981). Az AChE
bénitason tdl szdmos mds hatasuk is ismert. Tobbek kozott karositjdk a kozponti
idegrendszert, a nemi szerveket, a retinit, az immunrendszert, a hormonrendszert,
valamint mutagén, karcinogén és terratogén hatasuk is van (Lotti és Johnson, 1978;
WHO, 1986; Quest és mtsai, 1990). A MD szennyezés akkumuldléddsa miatt
nagymértékd toxikus hatdst fejthet ki a természetes vizek oOkoszisztémdéjara. Az
akkumulalédas a taplalkozasi lanc tetején taldlhaté szervezeteknél a legnagyobb
mértékd, igy a vizi 6koszisztémaban a halak szervezetében dusul fel legjobban a MD
hasonl6an mas vegyiiletekhez (Salanki és mtsai, 1982).
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2.3.3 A paraquat (PQ)

A kvaterner ammoOnium-vegyiiletek toxicitdsit mar régen felismerték. A Kkutatdsok
eredményeként 1958-ban mutattdk be a bipiridilium herbicidek mindmaig legjelent&sebb
képviseldjét, a paraquatot (PQ, 1,1'-dimetil-4,4"-bispiridilium-dihidroklorid) (4. 4bra).
Hazankban a mez&gazdasag altal eddig hasznalt készitmények a Gomex (28% PQ-
dimetil-szulfat), illetve a Gramoxon (25% PQ-diklorid) voltak, ez utébbit 1991 elején
kivontdk a forgalombél. Varhaté azonban hasonlé hatéanyagi analég noévényvédSszer
megjelenése, melynek a konzisztencidja eltér6 (gélszerd) a kordbban hasznalt
készitménytdSl.

A paraquatot levélherbicidként alkalmazzak, mivel a lombozatbdl gyorsan felszivodik.
Nem szelektiv hatsd, minden névényt - melynek a feliiletére rapermetezik - par napon
beliil elpusztit. Nagyon jol oldédik vizben, majdnem teljesen ionjaira disszocidl. A pozitiv
toltési PQ-ion bejut a ndvénybe, és ott az elektrontranszport gatldsa révén fejti ki a
hatasat. A hatés elsddleges oka az, hogy a pozitiv toltésti PQ-ion elektronakceptor. Az
elektrontranszportldancban kompetitive gétolja a ferredoxin redukcidjat, mert az I.
fotoszintetikus rendszerbdl elvonja az elektronokat, igy megakadalyozza a NADPH
képzbddését (Varga, 1980).

A redukalt PQ viszonylag stabil, f6leg oxigénhiany esetén. Oxigén jelenlétében a PQ
oxidalodik, az oxigénbdl pedig szuperoxid-anion (O,°) lesz, amely azonnal redukalddik,
és hidrogénperoxid (H,0,) képzddik belble. A PQ hatasaban elsésorban a H,0, illetve a
szingulet O, képzddést tekintik fitotoxikus dgensnek.

CH:"N Q Y— Q\N’—CHS 2 ¢

4. dbra A paraquat képlete

A PQ hatasa az emldsokben is hasonld, mint a novényekben. A sejtekbe jutott PQ az
emlOsokben is a NADPH igényes oxido-redukcids folyamatokban vesz részt. A PQ
els6sorban a Haber-Weiss és Fenton reakciékban keletkezd hidroxil gyok (HO-) révén
hat. Ez inditja el a lipidperoxidaciét, ezaltal karosodik a sejtmembrén, €s a sejt
integritdsa megszinik (5. abra).

EmlGsokben a PQ 1 mg/kg szévetkoncentraciéban mar letélis (Fisher és mtsai, 1971). Az
allatokban elsdsorban a majat, de a tiid6t, a szivet, és a vesét is jelentGs mértékben
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kéarositja. Halaknal az elsGdleges célszerv a kopoltyd, melynél a kopoltytilemezek

hamrétegének a destrukcidja kovetkezik be.
oxidalt PQ " NADPH + H’
C NADP

redukalt PQ J

oxidalt PQ o, ol H,0,+ O,

l katalaz
szingulet O, H,O
lipohidro- lipid-

peroxidok szabadgyokok
|

membran szabadgyok-karosodas

5. 4abra A PQ toxicitasanak feltételezett hatdsmechanizmusa emlGsokben

2.3.4 A rézszulfat

A fémtartalmi fungicidek gombadlé hatasat a beldliik keletkezd fémkationok kelatképzo
sajatossagai biztositjadk. Fontos szerepe van a kation -elektronegativitisdnak és
méretének, ez hatdrozza meg a fém kotésének a stabilitdsat, a fémkelatok és szulfidok
allandésagat. A rézvegyiiletek (pl. a rézszulfat, CuSO,) gombadld hatdsa azon alapul,
hogy a sejt belsejébe juté Cu?*-ionok komplexet képeznek a fehérjék tiol- és
aminocsoportjaival, amelyek igy nem-specifikusan gatlédnak. Legf&bb kérosito hatésat a
membréanon fejti ki, mivel a membran szulfhidril csoportjait diszulfidokka oxidélja.
Ebben a folyamatban a réz(I) - réz(II) redox reakciénak van szerepe, amely molekularis
oxigénhez kapcsolt.

E folyamatban szintén szuperoxid gyokok szabadulnak fel. A megndvekedett mértékd
lipidperoxidacié a membran destrukciéjdhoz vezet. A vizi 6koszisztéma egyensilyat mér
2mg/l Cu2t szennyezGdés felborithatja, elsGsorban a baktériumfléra, majd az
alsébbrendii rakok szamanak a csokkenése altal (Winner és Farrell, 1976; Labat és mtsai,
1977). A vizi él6lények nagymértékben akkumulaljak szervezetiikkben a nehézfémeket.
Az él6lények szerveiben bekdvetkezd feldiisulds miatt mar a vizi kornyezet kis CuZ+

tartalma is toxikussa valhat.
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3. CELKITUZESEK

A laboratériumi vizsgilataink hdrom teriiletre tagolhatéak, amelyek eredményeit
megprobaltuk  felbomlott Okoszisztémaja vizek diagnosztizalasiara (tesztelésére)
alkalmazni. Munkink f6 «célja volt a killonbozd peszticidek biokémiai
hatdsmechanizmusénak feltdrdsa a ponty kiillonb6z6 szerveinek kolinészterdz enzimein
keresztiil; ezen enzimek molekuldris formdinak eloszlas vizsgalata; illetve a peszticidek
indukélta véltozdsok koévetése bio- és hisztokémiai modszerekkel. Az alabbi célokat
thztiik ki magunk elé:

1.A DM és a MD in vitro AChE gatlasanak jellemzése és a gatlasi 4llando
meghatarozasa klasszikus kinetikai médszerekkel.

2. A DM, MD, PQ és a CuSO, hatasanak jellemzése az AChE (és a bélben BChE)
aktivitdsdra, valamint a molekuldris formdinak megoszlasira a ponty kiillonb6z6
szerveiben.

3. A DM in vivo hatasanak tanulmanyozasa a ponty kiilonbozd szerveinek és vérének
enzimparamétereire egy viszonylag alacsony €s egy magasabb vizhGmérsékleten.

4. A DM és a MD akkumuléciéjdnak meghatdrozasa a ponty kiilonb6z6 szerveiben, €s a
MD bomléasanak nyomon kévetése csapvizben.

5. Az AChE jellemzése hisztokémiai mddszerekkel kezelt és kontroll 4llatok agyéban,
vazizmaban és bélrendszerében.

6. A DM és a MD maijdestrukciés hatasdnak kimutatdsa elektronmikroszkopos
citopatolégia segitségével.

Munkénk szorosan kapcsolédik a JATE Biokémiai Tanszékén foly6 koérnyezetbiokémiai
kutatdsokhoz, ezért bizonyos esetekben a mar meglévs adatbazis kiegészitése tortént 1j
kisérletekkel, mas esetekben pedig tovabbi paramétereket tanulmanyoztunk az egyes
novényvéds szerek hatasdnak mind részletesebb feltérképezéséhez. Kutatasaink tavlati
célja, hogy a tanszékiinkén kifejlesztett halas biomonitoring rendszerhez tjabb
enzimdiagnosztikai mddszereket dolgozzunk ki, melyek rutinszer@ien, olcsén €s gyorsan
elvégezhetdk, s tovabb finomitjak rendszeriinket, lehetdséget adva természetes vizeink
allapotanak pontos és objektiv értékelésére.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok

Az éltalanos reagensek (ahol nincs kiilon jelolve) Reanal Rt. beszerzésiek, a legtisztabb
(p.a.) jelzésiiek, és tovabbi tisztitas nélkiil lettek felhasznalva.

Enzimek: Alkalikus foszfatdz (EC 3.1.3.1), BSA (Sigma), gliik6zoxiddz (EC 1.1.3.4),
katalaz (EC 1.11.1.6), peroxidaz (EC 1.11.1.7), B-galaktoziddz (EC 3.2.1.23, Sigma)

Vegyszerek: (NH4),SO4, 2,4-dinitrofenilhidrazin, deltamethrin (Sigma), 85%-os
foszforsav, 96%-os etanol, a-oxoglutarat, acetiltiokolin-jodid (Lachema), aceton, BW
284 C51 (Sigma), Comassie-Brillant Blue, CuSO,*5H,0O, D,L-alanin, dindtrium-p-
nitrofenil-foszfat, 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav) (Sigma), Durcupan ACM gyanta
(Fluka), ethopropazin (Sigma), etil-acetat, formalin, glicin, glutaraldehid, H,0O,, hexan,
K-Na-tartarat, KI, kloroform, L-aszpartit, methidation (Sigma), metil-viologén, Na-
acetat, Na-kakodilat, Na,HPO,*12H,0, Na,S, Na,SO,, NADH, NaH,PO,, NaOH,
neosztigmin (NBS Biologicals), o-dianizidin, OsO,4, PbNOs, pirosz6lGsav, selecton B,
(EDTA), tris, triton X-100, uranil-acetat

4.2 A kolinészteraz aktivitasok mérése

4.2.1 A kolinészteraz aktivitas mérése

A kolinészterdzok aktivitdsdt Fllman és munkatarsai (1961) spektrofotometrids
eljarasaval mértiik. A 2.06 ml végtérfogata elegy Osszetétele a kovetkezS volt: 52 mM
Na-foszfat puffer (pH=7.2, 25 °C), 0.26 mM 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav) (DTNB) és
82.4 mM AThCh-I. A reakciét 0.01 ml homogenat hozzdadasaval inditottuk, és 412 nm-
en detektaltuk Cecil CE 5501 UV-VIS spektrofotométerrel. A kolinészterazok
aktivitdsat az elhidrolizdlt AThCh-jodid wmol/min/mg protein értékben adtuk meg
(U/mg protein).

4.2.2 Az AChE aktivitasanak mérése

Mivel az egyes frakcidkban az el6bb leirt mddszerrel nem detektalhaté az enzimaktivitas
az AChE kis koncentracidja miatt, ezért a kdvetkezd mddszer szerint jartunk el:

Az elkészitett, DTNB-t tartalmazé pufferhez 0.1 ml mintat vittink fel az adott
frakciobdl, s a szubsztrat hozzdadasa utan 37 °C-os vizfiirdében 15-45 percig inkubaltuk.
Az inkubalds utdn a reakciét 100 ul neosztigminnel allitottuk le dgy, hogy annak
végkoncentracidja 104 M legyen.

14



Osszehasonlit6 oldattal szemben mértitk a mintakat, mely oldat a frakciébél kivett elegy
hozzdadasakor mar tartalmazott kolinészteraz gatld neosztigmint. A Kolinészteraz
aktivitast az elhidrolizalt AThCh-jodidbél szamoltuk. Az AChE mérésekor a kiindulési
elegy specifikus BChE gitl6 ethopropazint, mig a BChE mérésekor specifikus AChE
gatld BW 284 C51 tartalmazott, melyeknek végkoncentracidja 10-5 M volt.

4.3 Az in vitro kisérletben hasznalt modszer

Az in vitro kisérletekben agy homogenizatumot hasznaltunk, mivel ez a szerv bovelkedik
AChE-ban. Kezeletlen ponty agyat kipreparaltuk, 1:4 aranyban elegyitettiik 0.5% Triton
X-100-at, 12.5 mM (pH=7.2) foszfat puffert, 67.2 mg/100 ml EDTA-t és 0.4 M NaCl-ot
tartalmazé homogenizéléval, homogenizaltuk (800 min-!), majd lecentrifugaltuk (7000
rpm, 1 6ra, K23 centrifuga). A kapott feliilisz6t hal fiziologids séoldattal (0.62% NaCl)
kétszeresére higitottuk, majd kozvetlenill AChE aktivitds meghatdrozasra hasznaltuk az
in vitro kisérletekben.

Az idofiiggések  vizsgalataikor két  szerkoncentraciét is  haszndltunk. A
reakciépufferekhez 10 ul agy homogenat feliilisz6t adtunk, majd a megfeleld gatloszer
mennyiségekkel inkubaltuk egyiitt 6ket 0-60 percig szobahdmérsékleten. A reakciot az
AChE mesterséges szubsztratjaval (acetiltiokolin-jodiddal) inditottuk és a fényelnyelést
412 nm-en kovettiikk. A homogenizatum fehérje tartalmanak meghatarozdsa utdn az
enzimaktivitasokat specifikus aktivitidsként adtuk meg.

A koncentriciofiiggés vizsgalatakor a megfeleld szerkoncentracidkat allitottuk eld a
reakcioelegyekben, €s 10 percig inkubaltuk az enzimet az inszekticidekkel.

DM-nel illetve 50uM és 100 uM koncentraciéjui MD-nal vettiik fel. A Dixon-féle
kinetikdnal mindkét szer esetén 0.05, 0.10 és 0.20 mM-os szubsztrat koncentracidt
alkalmaztunk.

4.4 A kolinészterazok molekularis formainak meghatarozasa

A kiilonb6zd névényvédo szerekkel kezelt halak (4-6) agy-, maj-, bél- és szivmintait 1:4
aranyban, a vazizmot 1:9 ardnyban elegyitettik 0.5% Triton X-100-at, 12.5 mM
(pH=7.2) foszfat puffert, 67.2 mg/100 ml EDTA-t és 0.4 M NaCl-ot tartalmazé
homogenizalé oldattal. A kotott €s szolubilis formak elkilonitésére kiilonbdzd
homogenizalokat hasznaltunk (Rakonczay és mtsai, 1981). Kiilonb6zd sékoncentraciok
(04M és 1.0 M) AChE extrakcidjara gyakorolt hatdsat is vizsgaltuk. A vérmintak
lecentrifugdlasa (Eppendorf centrifuga, 12000g) utdn a vérszérumot hasznéltuk a
tovabbiakban. A mintdkat Braun 853302/4 tipust Potterrel homogenizaltuk (800-1000
min-!). Az igy kapott homogenizdtumokat elGcentrifugaltuk 16000 rpm-en, 45 percig
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4 °C-on Heraeus Christ Cryofuge Nr. 8730 tipusd centrifugaval (26000 g). A molekularis
formék elvalasztdsa 5-20%-os lineéris szahardz gradiensen tortént, 16 6ras 36000 rpm-es
ultracentrifugalassal (160000 g), amihez Sorval Ultra PRO 80 tipusi centrifugit és TH-
641-es rotort hasznaltunk. Az ulracentrifugalas utdn 40 frakciét szedtiink, majd minden
egyes frakcioban meghatdroztuk az AChE és a marker enzimek aktivitasat, illetve a
protein tartalmat. Szedimentaciés markerként BSA-t (4.3S), alkalikus foszfatazt (6.1S,
EC 3.1.3.1), kataldzt (11.3S, EC 1.11.1.6) és B-galaktozidazt (16.0S, EC 3.2.1.23)
hasznéltunk. Az alkalikus foszfatdz, a kataldz és a B-galaktozidaz aktivitdsat Boehringer
Mannheim GmbH (1974) katalégusban leirtak alapjan hataroztuk meg.

4.5 Az in vivo deltamethrin Kisérletek sorian hasznilt médszerek

Az in vivo kisérletiinkben a halakat 1.0, 1.5 és 2.0 ug/l koncentracigji DM-es vizben
tartottuk 96 illetve 72 6raig, majd a 2.0 ug/l DM kezelést kovetden tiszta vizbe téve a
kisérleti allatokat folytattuk a kisérletet. 1.0 és 1.5 wg/l DM koncentracidknal 25 = 1 °C
(nyéri koriilmények), mig a 2.0 ug/l DM-es vizsgalatoknal 12 + 1 °C (kora tavaszi - késé
Oszi korilmények) volt a vizhOmérséklet. A kisérletek alatt adott idGpontokban a
pontyok farokvéndjabol vettiink vért. A vért lecentrifugiltuk (12000g, Eppendorf
centrifuga) €és a hemolizis mentes szérumbdl mértitk az enzimek aktivitasait az alabbi
modszerekkel:
-Az AChE aktivitasat acetiltiokolin-jodid szubsztrattal hataroztuk meg Ellman és mtsai
(1961) szerint.
-A glutamat-oxdlacetat transzamindz és a glutamdat-piruvat transzaminaz aktivitdsokat
Reitman és Frankel (1957) mddszere alapjan mértik a Reanal altal gyartott Kkitt
segitségével.
-A laktat dehidrogendz aktivitdsdnak mérésére Annon (1971) médszerét alkalmaztuk. Az
enzimek specifikus aktivitdsat U/mg fehérje mértékegységben adtuk meg. (1 U= 1 umol
atalakitott szubsztrat percenként.)
-A fehérjetartalmat Lowry és mtsai (1951) szerint hataroztuk meg.
-A  vércukorszint meghatdrozast glikézoxidaz-peroxidaz eljardssal végeztik. A
reakcidelegy 2.5 ml glikéz reagenst [2 mg peroxidazt és 12.5 mg gliikézoxidazt oldottunk
50ml 0.1 M foszfat pufferben (pH=7.0), majd ehhez 1 ml o-diazidin oldatot adtunk
(3.3 mg/ml 1 N HCI)] és 0.1 ml fehérjementesitett vérszérumot tartalmazott. SzobahGn

30 percig inkubaltuk az elegyet, majd 450 nm-en mértiik a fényelnyelést.

A kezelést kovetGen az adott szerveket eltavolitottuk, majd Braun 853302/4 tipusia
potterrel (200 mg nedves szovethez 0.8 ml homogenizadld oldatot adva) homogenizéltuk.
Ezt koévetden a homogenizatumot centrifugdltuk, és az AChE valamint a katalaz
enzimaktivitdsokat a feliilisz6b6l hataroztuk meg. A  kataldz aktivitsat
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spektrofotometridsan mértikk H,O, fogyas alapjan. A reakcidelegy 3.00 ml foszfat
pufferbdl (50 mM, pH=7.0; amely 1.2 ul 30%-0s H,0,-ot tartalmazott 1 ml pufferre
vonatkoztatva) és 200 ul mint4bdl 4llt. A reakciét 240 nm-en kovettiik.

Az eritrocita plazmamembrint Sorensen (1983) mddszere alapjan preparaltuk. Az
eritrocitakat centrifugélassal gydjtottik 0ssze, majd a csapadékot 0.16 M NaCl oldattal
mostuk. Mosés utan a sejteket djraszuszpendéltuk 0.15 M NaCl oldatban, 3 mM MgCl,
és 0.01 M Tris-HCl puffer (pH 7.2) elegyében, és Virtis 45 homogenizaloval
homogenizaltuk. A sejtmagot és a szét nem toredezett sejteket alacsony fordulatszamu
differencial centrifugalassal (500-1200g, 5 perc) tavolitottuk el. A széttort
plazmamembrant ezutan a feliilldsz6bdl Gjabb centrifugalassal (25000 g, 15 perc) nyertiik
ki, majd a membréant néhany alkalommal mostuk 0.1 M kolin kloridot tartalmazé 0.01 M
Tris-HCI pufferrel (pH 7.2). Végiil az emlitett médon mosott membranok egy részét
Ujraszuszpendaltuk a mosokozegben és igy taroltuk -60°C-on az ATP-az és a
fehérjetartalom méréséig. Az ATP-az aktivitast 40 mM Tris-HCI puffert (pH 7.2), 6 mM
MgCl,-ot, 20 mM KCl-ot és 150 mM NaCl-ot tartalmaz6 alap inkubéléelegyben mértiik,
a Mg2+-ATP-az esetében oubaint adva inhibitorként (0.7 mM) (Bourre és mtsai, 1982).
A reakciot 5 perces hémérsékleti ekvilibralas utdn 4 mM ATP (trindtrium so6)
hozzéadaséval inditottuk. Ezutdn 15 perces inkubdlds kovetkezett 22 °C-on, amit 1 ml
jéghideg 10% v/v TCA-val allitottunk le. A reakcié befejez6dése utdn a kicsapddott
fehérjéket lecentrifugaltuk és a feliiliszébdl inorganikus foszfatot hataroztunk meg Line
és Way (1984) modszerével. Az ATP-az specifikus aktivitisokat Pi/mg fehérje/6ra
egységben adtuk meg, a Nat/K+-ATP-4z aktivitast pedig a totdl ATP-az aktivitds €s a
Mg2+-ATP-4z aktivités kiilonbségébdl hatdroztuk meg.

2202

sz,

napig kezelt halak szerveit acetonnal homogenizéltuk, centrifugaltuk, majd a feliiliszot
diklormetanba raztuk at. A koncentrélt extrakt kétszeres oszlopkromatografiés tisztitdsa
utdn a DM-t elektronbefogasi detektorral gazkromatografidsan hataroztuk meg (KP
5880, HP-1 kolonna /cross-linked methyl silicone gum phase/ 12 m*0.2 mm*0.33 pm,
Tigjektor=280 °C Splitless, Splitless time: 30 s, Tyg10p=270 °C, Tgetektor=300°C ECD-
Electron Capture Detector, vivogaz: N, /T 45/, injektalt térfogat: 0.8 pl). Standardként
spektroszkOpiailag tiszta DM-t hasznaltunk.

A MD bomlisianak meghatdrozasa akvariumi korilmények kozott (a kezelésekkel

sz

Az 1 literes mintdban 40 g (NH,4),SO4-ot oldottunk fel, majd 100 ml etilacetdttal
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extrahaltuk. A szerves fazis vikuum beparldsa utan a mintat 3.5 ml etilacettban vettiik
fel.

A MD akkumulacidjdnak meghatdrozdsdnal standardként kontroll izomszovetet
hasznédltunk, aminek a homogenizdlé oldatdhoz MD-t adtunk gy, hogy a
végkoncentracidja 0.8 mg/l legyen. A 2 mg/l MD-nal 5 napig kezelt halakbdl szarmazé
szervmintdkat acetonnal elegyitettiik 1:4 ardnyban, majd homogenizaltuk Oket. A
homogenizatumokat 30 percig rdzattuk, majd 10000 g (7000 rpm, K23, 1 6ra) mellett
lecentrifugaltuk. A feliilisz6hoz (NH,),SO4-ot adva kétszer extrahdltuk 35-5ml
kloroformmal. A szerves fazis beparldsa utan a mintat 1 ml abszolut etanolban vettiik fel.
Az etanolt szintén beparoltuk, majd az igy nyert mintat 1 ml etilacetdtban oldottuk. A
MD-t GC-FPD (gézkromatograf-langfotometrias detektor) rendszer segitségével mértiik
(HP 5890 Series II) 1 ul mintabdl. Az injektor (Split-splitless) hémérséklete 200 °C volt
(split ratio: 120:1). Az A&ltalunk hasznélt kolonna (HP-17, 10 m*0.53 mm*2 pm)
hémérsékletét 160 °C-nak (izoterm), mig a detektorét 250 °C-nak valasztottuk.

4.7 Az AChE kimutatasa szovetekben Koelle-modszerével

Az AChE hisztokémiai kimutatasdra médositott Koelle és Friedenwald (1949) mdédszert
alkalmaztunk. A szovetmintakat (agy, izom, bélszegmensek) 0.05 M kakodil4t pufferben
(pH = 7.0) - mely 4% formalint és 2% glutaraldehidet tartalmazott - 6 6ran keresztiil
fixaltuk immerziés modszerrel. Ezutan a prepardtumokat izoténids mennyiségi (19.876
g/1) Na,SO4-ot tartalmazé 0.1 M cacodylat pufferben 12 éran at mostuk, 3 6ranként
valtva a moséoldatot. Az agy- és az izomdarabokbdl Vibratome-mal 60-80 wm-es
metszeteket készitettiink.

Ezt kovetSen a mintakat 4 °C-on 30 percig, majd 25 °C-on Gjabb 30 percig inkubaltuk.
200 ml izoténids Na,SO, inkubal6 elegy tartalmazott 7 mg acetiltiokolin-jodidot, 2.2 ml
0.1 M natrium-acetétot, 0.1 ml 3.8%-os glicinoldatot, 0.1 ml 0.1%-os Pb(NO3), oldatot,
0.1 ml 0.1 M CuSOy-ot. A pH-t 5.5-re allitottuk be. Az inkubalas utan izot6énids Na,SO,-
tal mostuk 3+5 percig a preparatumokat (valtogatva a mosé oldatot), majd 3-5 percre a
mintakat az el6hivo elegybe helyeztiik, mely 20 ml 1 N nétrium-acetatot, 80 ml desztillalt
vizet és 2 g Na,S-ot tartalmazott, és pH-ja 7.5 volt.

Ezt kovette haromszori mosas, eldszor izotonids Na,SO4-ban, majd csapvizben, végiil
desztillalt vizben. Az utols6 mosés utdn visszahelyeztilk a mintakat 12 érara az eredeti
osszetételd fixaldelegybe. Az ilyen médon nyert preparatumokat (bél: Whole mount)
glicerinnel lefedve Zeiss fénymikroszkép (Nomarsky optika) alatt vizsgaltuk.

18



4.8 Az elektronmikroszkopos vizsgalatok médszere

2z,

kezelt halak méjab6l 1 mm3 szovetdarabkdkat vagtunk ki, melyeket azonnal jéghideg
fixaloba helyeztiik. El6fixdloként 2.5% glutdraldehidet tartalmazé cacodylat puffert
(pH=7.3) alkalmaztunk. A 4 Oras el6fixalas utdn a mintdkat 2%-os OsO, fixdloban
tartottuk tovabbi 2 6ran keresztiil. A mintak dehidralasa emelked6 alkoholgradiensben
(30, 50, 75, 96, 100%) tortént (a 75%-os alkohol oldat a jobb kontraszt érdekében uranil-
acetatot is tartalmazott). A mintdkat Durcupan ACM gyantédba agyaztuk, majd Reichert
Ultracut S tipust ultramikrotommal 60 nm vastagsdgi metszeteket készitettiink belSliik.
Ezeket Olomcitrattal kontrasztositva Philips CM 10 tipusi elektronmikroszképpal
vizsgaltuk.

4.9 Tartasi és kezelési koriilmények

Mivel Magyarorszag haltenyésztésének legnagyobb szdzalékat a ponty teszi ki,
vizsgéalatainkhoz mindkét nembdl szdrmaz6 850-1200 g tomegl pontyokat (Cyprinus
carpio L.) hasznéltunk. Az éllatokat kettesével 100 l-es jol levegdztetett, 12 + 1 °C-os
vizhomérsékleti akvariumokban tartottuk (kivétel a DM in vivo kisérletek egy részét). A
vizsgalt hatéanyagokat (DM, MD, PQ és CuSO,) a halak egy hetes adaptacidja utin az
akvariumok vizében oldottuk fel. Minden kezelést 3-8 allaton végeztiink el.

A kolinészterazok molekuléaris formainak vizsgalatahoz 2 ug/l DM-nel 3 napig, valamint
2 mg/l MD-nal 5 napig kezelt halak agyat, majat, szivét, vazizmat és vérszérumat, tovabba
2 mg/l MD-nal, 5 mg/l PQ-tal és 5 mg/l CuSOy4-tal 7 napig kezelt halak el5-, kozép- €s
utobelét hasznaltuk.

Az in vivo DM kezeléseknél 25 +1°C-on 1.0 és 1.5ug/l, 12 +1°C-on 2.0ug/l
piretroidot hasznaltunk. A kezelés idGtartama 96, illetve 72 6ra volt. A MD bomlésat
Smg/l MD kezdeti koncentracigjia 12 = 1°C-os vizben tanulményoztuk 19 napon
keresztiill. A DM és MD akkumulaciéjat 2 wg/l DM-nel 3 napig illetve 2 mg/l MD-nal 5
napig kezelt allatok agyabdl, belébsl, majabol, szivébdl, véazizmabdl, veséjébdl,
zsirszovetébdl, és a nlstény egyedekben talalt ikrabol hataroztuk meg. Az AChE
fénymikroszk6pos kimutatésdhoz 2 ug/l DM-nel 3 napig és 2 mg/l MD-nal 5 napig kezelt
halak agyit és izmat, valamint 2 mg/l MD-nal, 5 mg/l PQ-tal és 5 mg/l CuSO,-tal 7 napig
kezelt halak elG-, kozép- és utébelét hasznaltuk. A méjdestrukcié elektronmikroszk6pos
vizsgélatahoz 2 ug/l DM-nel 3 napig és 2 mg/l MD-nal 5 napig kezelt halak majat
hasznaltuk.
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4.10 Az alkalmazott statisztikai médszerek és szamitégépes programok

A statisztikai értékelésekhez elsGsorban Student ¢ tesztet haszndltunk. Szignifikdnsnak
tekintettiik a valtozasokat, ha P értéke kisebb volt, mint 0.05. A felhasznélt programok:
Lotus 1-2-3, Quattro Pro, Harvard Graphics 2.1, 3.0 és 2.0 for Windows, MSWORD 5.5
és 2.0 for Windows.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Az in vitro Kkisérletek eredményei

5.1.1 A deltamethrin gatiaskinetikija

Ezen kisérletek célja az volt, hogy meghatdrozzuk a DM AChE gatlasdnak mértékét,
id6fiiggését, koncentraciofiiggését, a gitlas tipusit, és az Un. gitlasi allandot. Az
id6fiiggés meghatarozasakor arra voltunk kivancsiak, hogy a DM hany perc alatt €éri el
maximalis gatlasat. Eredményeinket a 6. 4bra mutatja.

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
1 -

1%
ﬁ =€ 10 uM DM
-E& 20 uM DM
0.09 -
0.08
N
0.07 4 Y% &
O~
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0.06 - T
= P
____U ________________ B
005 : | T T T 1
0 10 20 - = >0 ”

t (min)

6. abra A DM AChE gatlasanak idofiiggése 10 és 20 uM koncentraciéban
Megjegyzés. A reakcibelegy a kovetkezS volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogendt feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml DM oldat + 0.05 ml AThCh-I (0.1 mM).

Az 4brardl leolvashatd, hogy a DM igen gyorsan kifejti maximdélis gatld hatdsat. A
10 uM-o0s koncentraci6 esetén mar 5-10 perc utan jelentGs a gatlds. Nagyobb
koncentréacié (20 uM-o0s) esetén egy kicsit tobb idére volt sziikség a maximélis gétlas
kialakulasédhoz (20-40 perc).

A koncentraciofiiggés megéllapitasdra irdnyuld kisérletsorozat arrdl ad felvilagositést,
hogy a kiilonb6z6 in vitro DM koncentraciokhoz milyen gétlasi szdzalék rendelhets. A
7. abrabol megallapithatd, hogy mar 10 uM-os DM koncentréci6 is 17%-os, a 40 uM-os
koncentracié mar 42%-os, a 88 uM-os koncentracié pedig 61%-os gatlast okoz.
Mindezekbdl megallapithatd, hogy bar a DM nem specifikus AChE inhibitor, de jelentGs
mértékben képes az AChE-t gitolni.
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v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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7. abra A DM AChE gatlasdnak koncentracidfiiggése
Megjegyzés. A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml DM oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubacids id6: 10 perc

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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8. dbraAz agy AChE Michaelis-Menten kinetikaja gatloszer nélkiil, illetve 10 uM és

20 uM koncentraciéja DM esetén

Megjegyzés. A reakcielegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszoja +
2.00ml 52mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml DM oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubéciés id6: 10 perc
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A gatlasi tipus meghatdrozdsa kozelebbi informdciét tud nydjtani az enzimgatlas
mechanizmusardl. A gétlas tipusdnak meghatarozdsahoz el6szor a Michaelis-Menten
kinetikat vettiik fel (8. dbra). A kapott gérbék Lineweaver-Burk (9.4bra) illetve a Hanes-
féle lineariz4lasa utan megallapithatd, hogy a gatlas tipusa vegyes (latszélagos értékek:
KM(kont) = 0.0910 mM; Kyy10 vy = 0.0955 mM; Kiygeao vy = 0.0969 mM; Vipax(iont) =
0.067; Vax(10 umy = 0.053; Viqay(20 wvy = 0.040 [umol AThCh-I/perc/mg protein]). Ez az
eredmény j6 Osszhangban van azzal az irodalmi adattal, hogy a piretroidok (koztiik a DM
is) nem specifikus gétlészerei az AChE-nak, bar van AChE gatl6 hatasuk is (Reddy €s
mtsai, 1991).

1/v (min*mg protein/umol AThCh-I)

-~ Kontroll
5007 == 10 uM DM
-8- 20 uM DM
400 -
300
200 A
100 1
0
-100 rl‘ T T T T T |
-100 -50 0 50 100 160 200 250
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9. abra Lineweaver-Burk-féle linearizalas

Megjegyzés. A reakcidelegy a kovetkezG volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenét feliiliszéja +
2.00 ml 52mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml DM oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubécids id6: 10 perc

A géatlasi allando (K;) meghatarozasdhoz két mddszer is hasznilhaté. Az elsd abbdl éll,
hogy a koncentracié fiiggésnél mért értékek %-at logaritmizaljuk, és meghatarozzuk az
1.7-es értékhez tartozd koncentraciét. Ez a koncentracié adja a Kj értéket. Ennek a
moédszernek igen nagy hitrinya a pontatlansiga (Moretto és Johnson, 1987): a K
konnyen ald vagy folé becsiilhet. (Az igy meghatarozott értéket ICsp-nel is szoktak
jelolni.) Ezért vélasztottuk mi a masik modszert, a Dixon-féle meghatarozast (10. abra).

A K| érték 15.6 uM adddott. Ez azt jelenti, hogy valéjdban 15.6 uM-os DM koncentracio
okoz 50%-os AChE gatlast.
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Kisérleteink eredményeit Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a DM jé inhibitora az
AChE-nak. Hatésat gyorsan kifejti, kisebb koncentréacié (10 uM) mellett mar 10 perc
utdn eléri a maximalis gatlasi hatékonysagat. 15.6 uM-os koncentricié mellett 50%-os
gatlas érhetd el, de ez tovabb fokozhaté a koncentracid novelésével, bar a gatlas mértéke
a koncentraci6 novekedésével nem linedris. A gatlas tipusa vegyes, ami arra utal, hogy a
DM nem kozvetleniil (pl. az enzim aktiv centruman kiviil kotédve) befolyasolja az enzim
szubsztratkotd és katalikus helyét. Meg kell azonban emliteniink, hogy az in vitro
kisérletekben hasznalt koncentréci6 jéval magasabb az in vivo LCs, értéknél, amibdl azt
a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a természetben a DM mas mddon, valdszinileg
attételesen, az idegrendszer mas elemein keresztiil fejti ki AChE gatlasat.

o 1/v (min*mg protein/umol AThCh-Il)

-~ 0.05 mM AThCh-I
=S= 0.10 mM AThCh-i
-8- 0.20 mM AThCh-I
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10. abraK; meghatarozasa Dixon mddszerével 0.05, 0.10, 0.20 mM szubsztrat

koncentraciét alkalmazva

Megjegyzés. A reakcibelegy a kovetkezG volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszdja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml DM oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubacids idG: 10 perc

5.1.2 A methidation gatlaskinetikidja

Egy kisérletsorozaton keresztiil, a DM-hez hasonl6an, kinetikai mddszerekkel
jellemeztik a MD AChE gatl6 hatdsat. A 11. dbra mutatja a gatlas idSfiiggését.
Megéllapithatd, hogy a MD gyorsan blokkolta az agyban talalhat6 AChE-t. Az 50 uM-os
koncentraci6 esetén mar 5 perc utdn 47%-os, 20 perc utdn pedig 80%-os volt a gétlas. A
100 uM-os koncentracié gatlasanak idofiiggése is hasonld lefutdsi gorbét adott, am
meredekebb kezdeti lefutdssal (5 perc utdn 82%-os, 20 perc utdn pedig 91%-os a volt a
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gatlas). A koncentraciofiiggésbdl megallapithaté (12. dbra), hogy 10 perces inkubalas
utan, az 50 uM-os MD koncentracié 60%-os, a 100 uM-os 79%-os, mig a 200 uM-0s mar
95%-0s gatlast okoz.

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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11. abra A MD AChE gatlasanak id6fiiggése 50 és 100 uM koncentracional
Megjegyzés. A reakcibelegy a kovetkezG volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml MD oldat + 0.05 ml AThCh-I (0.1 mM).

v (umol AThCh-I/min/mg protein)

0.0505,
0.040 -
0.030
0.020 -

0.010 A

O-OOO T T T T
0 50 100 160 200
(1] (uM MD)

12. 4bra A MD ACHhE gatlasanak koncentraciofiiggése
Megjegyzés. A reakciGelegy a kovetkezS volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml MD oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubécids idS: 10 perc
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A gatlas tipusanak megéllapitdsdhoz ugyanazt a moédszert alkalmaztuk, mint a DM
esetén (13.abra: Michaelis-Menten  kinetika; 14.dbra  Lineweaver-Burk-féle
linearizalas). A gatlas tipusa vegyes (latszolagos ért€kek: Kpyont) = 0.152 mM;
Kmes0 uny = 0.225 mM; Kyy100 uvy = 0-308 MM Viayixont) = 0-100; Vipagiso vy = 0.041;
Vimax(100 M) = 0.025 [umol AThCh-I/perc/mg protein]). Tehat a MD az enzim-szubsztrat
komplex disszociacids allandojat noveli €s az enzimreakci® maximalis sebességének
értékét csokkenti. Ez Osszhangban van a szerves foszforsavészterek ismert
hatdsmechanizmusaval, mely szerint ezen vegyiiletek az AChE anionkotS €s észterdz
helyéhez is kapcsolddnak, és az enzim reaktiv szeril oldallaincédnak foszforilacidjat
okozzak (Moretto €s Johnson, 1987).

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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13. 4bra Az agy AChE Michaelis-Menten kinetikaja gatlészer nélkiil illetve 50 és 100 uM

sz

Megjegyzés. A reakcitelegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml MD oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubaciés idé: 10 perc

A Kkisérletsorozat eredményeit Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a MD nagy
hatékonysdgi AChE-t gitld szer. Rovid id6n belill jelentdsen csokkenti az enzim
aktivitasat. Nagyobb (200 uM feletti) koncentracidval kozel 100%-os gatlés is elérhetd,
de mar alacsony koncentraciéndl is jelentGsen blokkolja az enzim aktivitdsat. A kimért
gatlasi tipus Gsszhangban van azzal az irodalmi adattal, hogy a MD specifikus gatloszere
az AChE-nak (Gage, 1955; Coppage és Braidech, 1976).
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s 1/v (min*mg protein/umol AThCh-I)
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14. abra Lineweaver-Burk-féle linearizalas

Megjegyzés. A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybdl késziilt homogenat feliiliszdja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml MD oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkubdciés idé: 10 perc

A gétlasi allandot ez esetben is Dixon médszerével hataroztuk meg (15.4bra).

1/v (min*mg protein/umol AThCh-l)
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15. dbra A K; meghatarozdsa Dixon moédszerével 0.05, 0.10 és 0.20 mM szubsztrat

koncentraciot alkalmazva

Megjegyzés. A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybdl készillt homogenat feliiliszéja +
2.00 ml 52 mM foszfat puffer (pH=7.2) + 0.44 ml MD oldat + 0.05ml AThCh-I (0.1 mM).
Inkub4ciés idé: 10 perc
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A K értéke 5.97 uM-nak adédott. Tehat ebben a koncentraciéban okoz 50%-os gétlést a
MD. Ez az alacsony érték jol mutatja a MD gatlasanak hatékonysagat.

Az altalunk végzett kisérletekbdl egyértelmien 1atszik, hogy mindkét inszekticid alacsony
koncentraciéban (uM tartoményban) 50%-os szubsztrat gatlast okoz. Hatékonysagukat a
kinetikai vizsgélatok megerdsitették, a DM és a MD idGbeni lefutdsa egy gyors lefutasa
gorbével volt jellemezhets. A két szer gatlasi tipusa egyarant vegyes volt, bar
hatasmechanizmusuk valdszintileg eltérd (Moretto és Johnson, 1987). Hatékonysagbeli
kiilonbséget a K értékek meghatdrozasaval tudtunk kimutatni, amit Dixon-médszerével
adtunk meg. Nagyobb hatékonysag volt jellemzé a MD-ra, ezt a kisebb K| érték jelezte.
Az eltérd hatés a két inszekticid kiillonbozs szerkezetébdl fakadhat.
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5.2 AChE és BChE biokémiai jellemzése ponty szerveiben

Az AChE aktivitds az agyban 79.460 *+ 2.590, a szivben 47.840 + 21.390, a vazizomban
25.290 = 7.440, a majban 8.826 = 0.704, a szérumban pedig 1.960 + 0.190 mU/mg
fehérjének adddott. A membrankotott és a séval leoldhatd (szolubilis) AChE forméak
mennyisége kozott nem volt kiillonbség a 04M és 1.0M NaCl-ot tartalmazé
homogenizalok esetében (1. tdblazat). Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ponty
esetében mar a kisebb NaCl koncentracié is elégséges ionerdsséget tud biztositani a
kiilénbozd formak extrakcidjadhoz, ezért a tovabbiakban a 0.4 M NaCl-ot tartalmazo
homogenizalé oldatokat haszniltuk. A ponty izom tipusi szévet kolinészterdzainak
extrakcios tulajdonsdgai nagymértékben hasonlitottak az emlGsOkben talaltakhoz
(Munoz-Delgado és Vidal, 1987). A membrankotott (detergenssel oldhaté) AChE
aranya a szolubilis AChE-hoz (periférids fehérjék) képest a sziv, vazizom, méj és agy
sorrendjében emelkedett (16. dbra). Ez megerdsiti azt, hogy az AChE kiilénb6zo
formainak eltérd az eloszldsa a ponty egyes szerveiben (Nemcsok és mtsai, 1990; Szabd
és mtsai, 1992), ami utalhat funkcibeli kiilonbségekre is, ez azonban még nem
bizonyitott. Az AChE egyes tipusainak extrakcids sajatsdgaihoz két tényt még meg kell
emliteni. Egyrészt az aszimmetrikus formaknak is két tipusa van (Ramirez és mitsai,
1991). Az I. tipus (a konvenciondlis A-formdk) gyakorlatilag teljesen leoldhaté az
ionerdsség fokozasaval (0.4-1.0 M NaCl), mig a II. tipus extrakcidjahoz kationkotd
kelatok (EDTA, EGTA) jelenléte sziikséges, mivel ezek az aszimmetrikus formak egy
Ca2*-hidon keresztiil kapcsolédnak a membrén felszinéhez (Ramirez és mtsai, 1991).
Eppen ezért hasznaltunk kisérleteink sordn olyan homogenizal6t, mely EDTA-t
tartalmazott, habar nem tettiink kiilonbséget az aszimmetrikus formak két tipusa kozott,
csak arra torekedtiink, hogy lehetSleg minél tobbet kiextrahdljunk a szévetekbdl.
Maisrészt meg kell emliteni, hogy bizonyos amfifil karakterd globularis AChE formak,
legalabbis részben, detergens nélkiil is kinyerhetSk, holott ezek szorosan beépiiltek a
membranok struktir4jdba (Massoulié és mtsai, 1991). Igy ezek a membrankotott formak
a soval oldhato frakcidban jelentkeznek, ami befolyasolja a kapott eredményiinket. Ezért
az a modszer (Rakonczay €és mtsai, 1981), amelyet a kotott és a soval oldhaté6 AChE
arany meghatarozasara hasznaltunk, csak bizonyos kozelitést tud adni. Kisérletiinknek ez
a része azt a fO célt szolgilta, hogy meghatdrozzuk, milyen homogenizilé oldatot
hasznaljunk tovabbi vizsgilatainkhoz, amivel a lehetd legtobb AChE kinyerhet6 az adott
szovetbdl.

Az el6-, kozép- és utdbélbdl készitett homogenatok kolinészteraz tartalma csékkend
tendenciat mutatott, ami ismerve a tadpcsatorna beidegzését nem meglepd. Az
Osszkolinészterdz mennyisége a bél kezdeti részét6l az andlis nyilds felé fokozatosan
csokkent (17. abra). Természetesen a szfinkterek kornyéke ez aldl kivételt képez, mivel
erds paraszimpatikus beidegzés alatt all.
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AChE AKTIVITASOK A HOMOGENATOK FELULUSZOIBAN

(U/ml)
I. hom. II. hom. II1. hom. IV. hom.
AGY 2013 £0.276  1.633 =£0.070  0.352 =£0.004  0.384 = 0.035
MAJ 0.265 = 0.044  0.251 £ 0.064 0.178 £ 0.050 0.174 + 0.026
SZiv 1.045 £ 0.242 0940 £ 0.182  0.840 = 0.057  0.827 = 0.179
VAZIZOM 0.483 = 0.029  0.455 =0.064 0388 +£0.112  0.319 = 0.052

1. tdblazat Kiilénb6zé homogenizal6 oldatokkal nyert AChE aktivitasok kontroll ponty

szoveteiben. I. és II. homogenizdl6 az Osszes AChE-ra (detergens- €s so-

oldhato) utal, a III. és IV. azonban csak a s6-oldhatéra.

Megjegyzés. 1. hom.: 12.5 mM foszfat puffer (pH = 7.2) amely tartalmazott 0.67 mg/ml EDTA-
t, 0.5% Triton X-100-at és 1 M NaCl-ot; IL hom.: 12.5 mM foszfat puffer (pH = 7.2) amely
tartalmazott 0.67 mg/ml EDTA-t, 0.5% Triton X-100-at és 0.4 M NaCl-ot; IIL hom.: 12.5 mM
foszfat puffer (pH = 7.2) amely tartalmazott 0.67 mg/ml EDTA-t és 1 M NaCl-ot; IV. hom.:
12.5 mM foszfat puffer (pH = 7.2) amely tartalmazott 0.67 mg/ml EDTA-t és 0.4 M NaCl-ot.

Ossz ChE (U/l) AChE(U/1)  BChE(U/)  BChE/Ossz ChE
(%)
ELOBEL 2054 +156 1554 +181  50.0 =89 24.4
KOZEPBEL 1672+ 114 1128 9.7 544 = 6.7 32.5
UTOBEL 1373 £315 1078112 295+79 21.5

2. tablazat

Kolinészteraz aktivitdsok megoszlasa az el§-, kdzép- és utobélben

Megjegyzés. A halakat a mérés el6tt 5 illetve 7 napig 12 = 1 °C-os csapvizben tartottuk. Az
AChHE és BChE aktivitdsokat U/l homogenatban (+S.D.) adtuk meg. Az AChE mérésénél
105 M ethopropazint, BChE mérésnél 105 M BW 284 C51 specifikus AChE gatlészert
hasznaltunk. Osszkolinészterdz mérésnél nem alkalmaztunk semmiféle inhibitort. A BChE
mennyiségét egyrészt kiszdmoltuk az Osszkolinészterdz és az AChE aktivitisok
kiillonbségeként (lasd tdblazat), masrészt kozvetlenil BW 284 C51-t alkalmazva. A kapott
eredmények kozott nem volt szignifikdns kiilonbség, igy a tdbldzat csak az el6bbi médon
megadott BChE aktivitasértékeket tartalmazza. Szubsztratként minden esetben acetiltiokolin-
jodidot hasznaltunk Ellman és mtsai (1961) szerint.
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16. dbra Szolubilis és membrankotott AChE megoszlasa ponty kiilonbozd szerveiben
Megjegyzés. Az adatok 4-6 egyedbdl szarmazd mérések atlagait (+ S.D.) tartalmazzak.
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17. abraAz AChE specifikus aktivitdsai (U/mg fehérje) a tapcsatorna kiilénb6zo

szegmenseiben
Megjegyzés. Az adatok 4-6 egyedbdl szarmaz6 mérések atlagait (+ S.D.) tartalmazzak.

Korédbbi irodalmi adatok eléggé ellentmonddsosak a kolinészterdzok milyenségét
illetéen. Hazai halakbdl tortént mérésekbdl tudjuk, hogy a ponty egyes szerveiben nem,
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vagy csak minimalis mennyiségben taldlhatunk butirilkolin-észterazt (Szab6 és mitsai,
1992).

Annak eldontésére, hogy a tdpcsatorna BChE vagy AChE enzimeket tartalmaz,
specifikus gatloszereket hasznaltunk (Ethopropazint és BW 284 C51-et). Méréseink
szerint a specifikus BChE gatloként ismert ethopropazin hatasara mintegy 20-30%-kal
csokkent az Osszkolinészteraz aktivitds (2. tablazat). (10-> M koncentracidban alkalmazva
az ethopropazint a BChE enzim aktivitdsit gatolja, mig az AChE aktivitdsat
gyakorlatilag nem csOkkenti.) Ebbsl arra kovetkeztethetiink, hogy ponty belében a
BChE szint meglehet6sen dallandé érték az egyes szegmensekben (21.5-32.5%).
Legkevesebb az utébélben, mig legtobb a k6zépbélben talalhato.

Ponty belében (el6-, kozép-, utd-) Triton X-100-zal készitett homogenatban a mérhetd
soval oldhaté kolinészteraz szignifikdnsan kisebb volt, mint a kotott enzim mennyisége
(18. abra). A tapcsatorndban elére haladva, a kozép- és utdbélben a membrankotott
AChE mennyisége nétt. Ez magyarazhat6 azzal, hogy ennek az enzimnek az élettani
szerepe, jelentdsége valtozik a kiilonbozd szakaszokban.
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18. abra Ko6tott és szolubilis kolinészterazok aranya a tdpcsatorna mentén
Megjegyzés. Az adatok 4-6 egyedbdl szarmazé mérések atlagait (+ S.D.) tartalmazzak.

5.3 A kolinészterazok molekularis formainak eloszlasa ponty szerveiben

Az ismert AChE molekularis formék koziil a Gy (4S), G4 és A4 (10S) és Ay, (16S)
tipusokat tudtuk kimutatni a ponty agydban, mdjaban, szivében, tdpcsatorndjaban,
vazizméban és a vérében. Ezek koziil a G; és a szérum Gy citoplazmatikusan szabad, az
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aszimmetrikus formék séval (és EDTA-val) oldhaték, mig a G4-es forma (a szérum
kivételével) a membrankotott enzimet reprezentalja.

Nagymennyiségii Aj,-es format (9-58%) talaltunk az Osszes vizsgalt szovetben (19-26.
abra, 3-4. tablazat), kivéve a vérszérumot (23. abra), ahol nem fordult eld detektalhatd
mennyiségben. Ez magas ardny az emlss agy 1-2%-os tartalmahoz képest (Nyquist-Battie
€s mtsai, 1989). A sziv valésziniileg Ay-es formét is tartalmazott, hiszen a sziv AChE
elsGsorban s6-oldhat6 (1. tdblazat, 16. abra), igy a 10S cstics kevésbé reprezentalja a G4-
es format. Az aszimmetrikus formak magas el6fordulasi ardnya egyrészt magyarazhat6
azzal, hogy 4ltalaban az izom tipusi szovetekben fordulnak el nagy mennyiségben
(Chatonnet és Lockridge, 1989); masrészrdl ismert, hogy a filogenetikailag koran
megjelend fajokban nagy mennyiségben mutathaté ki az Aj,-es szerkezetli enzim
(Rodriquez-Borrajo és mtsai, 1982).

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY A, Ky

AGY 71+44 83.7 £5.9 9.2 3.8
MAJ 123 3.1 773 = 4.5 10.4 + 3.7
SZiv i 42.0 £2.0 58.0 £2.5
VAZIZOM - 84.5 £ 2.7 155+2.8
SZERUM 179 £ 4.5 82.1 £3.9 -

ELOBEL 32350 51.1 = 8.6 16.6 = 3.1
KOZEPBEL 19.1 £33 64.0 = 10.4 16.9 + 2.1
UTOBEL 127 £ 1.7 74.1 £ 9.3 132 %12

3. tdblazat AChE molekularis formdinak megoszldsa kontroll ponty kiilonbdzd

szerveiben

Megjegyzés. A halakat a mérés el6tt 5 illetve 7 napig 12 + 1 °C-os csapvizben tartottuk. Az
értékeket az 6ssz AChE mennyiség szdzalékdban adtuk meg, és 4-6 halbél szdrmazé mérés
atlagit mutatjik (=S.D.).

Mivel a halak a gerinces allatok egyik legalacsonyabb torzsfejlddési szintjén all6 osztalya,
ennek kovetkezménye lehet az A;,-es molekularis forma relative magas aranya a tobbi,
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fejlettebb szinten all6 gerinceshez viszonyitva (Nemcsok és mtsai, 1990). Ennek oka
azonban mindeddig még nem ismert.

Az agyban, a méjban €s a szérumban dominansan a G4-es forma mutathato ki (19., 22. és
23. abra), mig a G; tartalom kevesebb (7.1-20%, 3. tablazat). Sem a szivben, sem az
izomban monomer AChE-t nem mutattunk ki (20. és 21. 4bra).

A tapcsatorndban legnagyobb mennyiségben szintén a G4-es tipus fordul €l6, mely 51.1-
74.1%-4t adja az AChE enzim Osszaktivitdsanak (3. tablazat). Ardnya az analis irdnyban
novekszik, mig a Gq-es formaé csokken. Feltiing itt is az A;,-es forma magas ardnya
(13.2-16.9%; 3. tablazat, 24-26. abra).

Kisérleteink szerint a ponty belében taldlhaté magas BChE szint eltérd a tobbi
szervekétdl. (Feltind ellentmondds a kordbbi adatokhoz képest az, hogy a BChE
termelésért elsdsorban felel6s maj az eddigi vizsgalatok szerint nem, vagy csak minimaélis
mennyiségben tartalmaz BChE-t, ugyanakkor a bélben az enzim magas aktivitasat
mértiik.)

BChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY A, Aqp
ELOBEL 33.8+59 49.7 +11.2 16.5 + 3.4
KOZEPBEL 27.6 + 4.1 492 + 7.3 232 + 6.1
UTOBEL 9.9 + 1.6 68.4 + 7.6 232 +23

4. tablazat BChE molekularis formdinak megoszlasa kontroll ponty tdpcsatornajaban
Megjegyzés. A halakat a mérés elGtt 1 hétig 12 + 1 °C-os csapvizben tartottuk. Az értékeket az
0ssz BChE mennyiség szazalékiban adtuk meg, €s 4-6 halbdl szdrmazé mérés atlagat
mutatjék (£S.D.).

A BChE molekuldris formdinak megoszldsa nem tér el jelentésen az AChE-t6l
(3., 4. tablazat). Legnagyobb a BChE aktivitasa a 10 S-hez kozeli frakcidkban, azonban
ez - eltéréen az AChE Gy-es formajatdl - nem valtozik szignifikdnsan a tapcsatorna
kezdetétsl a végbélnyilas felé haladva, hanem j6 kozelitéssel adllandénak mondhat6. (24-
26. abra; 3., 4. tdblazat) A magas BChE szint magyarazhat$ azzal, hogy ez az enzim a
szabad kolin regulatora (Chatonnet és Lockridge, 1989).

Mas feltevés szerint f6 szerepe a hidrolizalhat6 kolinerg dgensek alacsony szinten tartasa.
Ezt aldtamasztja, hogy igen gyorsan bontja a BCh-t (sokkal nagyobb hatasfokkal, mint az
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ACh-t), mely példaul a zsiranyagcserében keletkezhet €s toxikus hatasd. Ezen elmélet
szerint évszakos valtozés kovethetd a BChE enzim aktivitidsaban is, mely nyar végére éri
el tet6fokat, amikor a zsiranyagcsere a legnagyobb intenzitasa.
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19. abra AChE molekularis formadk szedimentacidés sebességi profilja kontroll ponty
agyban
Megjegyzés. A szovetmintdkat 12.5 mM nétrium foszfat pufferben (pH = 7.2; 1:4 aranyu elegy)
homogenizaltuk (Braun 853302/4 tipusi potter, 800-1000 min-1, 5 perc, 4 °C), amely 0.4 M NaCl-
ot, 0.67 mg/ml EDTA-t és 0.5% Triton X-100-at tartalmazott. Centrifuglds utdn (16000 rpm, 45
perc, 4°C, Heraeus Christ Cryofuge Nr. 8730) 200ul feliliszoban oldottuk fel a marker
enzimeket és a BSA-t, 5-20% szahar6z gradiensre rétegeztilk, majd 160000 g-vel 16 6rdn
keresztiil 4 °C-on valasztottuk szét az egyes molekuladris formakat (Sorval Ultra Pro 80
ultracentrifuga, TH 641 rotor, 36000 rpm). Minden frakciéban vizsgaltuk a kolinészterazok, a
marker enzimek (B-galaktoziddz /EC 3.2.1.23/ 16.0S, kataldz /EC 1.11.1.6/ 11.3S és alkalikus
foszfataz /EC 3.1.3.1/ 6.1S/) aktivitasat és az Gsszfehérje mennyiséget (BSA 4.3S). A molekuldris
formak aranyat gy hatiroztuk meg, hogy az adott cstcs teriiletét viszonyitottuk az AChE gorbe
alatti teljes teriilethez.
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20. abra AChE molekularis formdk szedimentdciés sebességi profilja kontroll ponty

szivében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. dbréan.
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21. 4bra AChE molekuldris formak szedimentaciés sebességi profilja kontroll ponty

izomban
Megjegyzés. A

kisérleti koriilményeket lasd a 19. abran.
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22. abra AChE molekularis formak szedimentacids sebességi profilja kontroll ponty

majaban
Megjegyzés. A

kisérleti koriilményeket 14sd a 19. abrén.
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23. dbra AChE molekularis formdk szedimentacids sebességi profilja kontroll ponty

szérumban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. dbran.
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24. dbra AChE és BChE molekuldris formadk szedimentaciés sebességi profilja kontroll

ponty elébelében

Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1dsd a 19. dbran. Az AChE és a BChE mérésekor

specifikus gatlészereket hasznaltunk.
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25. abra AChE és BChE molekularis formak szedimentéciés sebességi profilja kontroll
ponty kézépbelében
Megjegyzés. A kisérleti korilményeket ldsd a 19. abran. Az AChE és a BChE mérésekor
specifikus gatldszereket hasznaltunk.
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26. dbra AChE és BChE molekularis formak szedimentacids sebességi profilja kontroll

ponty utébelében
Megjegyzés. A Kkisérleti koriilményeket lasd a 19. dbran. Az AChE és a BChE mérésekor
specifikus gatlészereket hasznaltunk.

38



54 A kolinészterazok molekuldris formdinak megoszldsa Kkiilonbozd peszticidek

hatasara ponty szerveiben

Kisérleteinkkel vizsgaltuk az els6dlegesen a Nat-csatornidk miikodésére hatd6 DM, az
acetilkolin-észterazt bénit6 MD (inszekticidek), a potencidlisan stresszornak tekinthetd
és szdveti nekrozist kivaltd CuSO, (fungicid) és PQ (herbicid) hatdsat a ponty agy, maj,
sziv, tdpcsatorna, vazizom és a vérszérum kolinészterazaira, azok peszticidek indukalta
aktivitas €s molekularis forma eloszlas valtozasaira.

5.4.1 In vivo deltamethrin kezelés hatiasa az AChE molekularis formainak megoszlasara

A kovetkezd kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy in vivo rendszerben 3 napos 2 ug/l-es
DM kezelés milyen hatéssal van a kiilonb6zé szervek AChE tartalmédnak aktivitdsara
12 = 1 °C-on. Megallapitottuk, hogy a DM kezelés nem befolydsolta az agyban (20.
abra), az izomban és a méjban (21. és 22. abra) talalhaté6 AChE aktivitasat. A szivben a
kontroll érték 83%-4ra, mig a vérplazmaban 78.6 %-ara csokkent az AChE aktivitds
értéke (5. tablazat).

AChE AKTIVITAS A HOMOGENATOKBAN

mU/mg fehérje
KONTROLL DM KEZELT
AGY 79.460 = 2.590 79.190 + 7.570
Sziv 47.840 + 21.390 40.150 = 19.550
VAZIZOM 25.290 + 7.440 28.300 + 4.330
MAJ 8.826 + 0.704 8.535 + 0.491
VERSZERUM 1.960 =+ 0.190 1.541 + 0.105*

5. tdblazat AChE aktivitasok kontroll és 2 ug/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt halak
kiilénbozd szerveiben
Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbdl szdrmazé mérés atlagat (+ S.D.) tiikrozik
(mU/mg fehérje). A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltél (Student ¢
teszt, P < 0.05), amit a kévetkezd szimbélummal jeldltiink: *.
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Ismert, hogy a DM, mint minden més II. tipusd piretroid, az idegsejtek membranjanak
ingerelt allapotédban jelentGsen meghosszabbitja a Nat-csatornak nyitvatartasat, s ezzel
ismétl6d6 impulzusok hosszan elnyilé sorozatit eredményezi a célszervekben, valamint
az idegimpulzusok frekvencia fiiggd hanyatlasat az idegkotegekben (WHO, 1990). Mivel
az idegimpulzus keletkezése €s tovdbbhaladdsa azonos mechanizmussal torténik az egész
idegrendszerben, a piretroidok valészinileg hasonld hatést valtanak ki mind a kdzponti,
mind a periférids idegrendszerben.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY A, Agy

KONTROLL PONTY AGY 71+ 44 83.7+59 9.2 + 3.8
DM KEZELT PONTY AGY 77 £ 1.1 83.0% 1.0 93 +2.1
KONTROLL PONTY SZIV - 42.0 2.0 58.0 £ 2.5
DM KEZELT PONTY SZiV - 429 +3.8 571 +28
KONTROLL PONTY IZOM - 84.5 + 2.7 155+ 3.6
DM KEZELT PONTY IZOM - 772 %59 228 £5.0
KONTROLL PONTY MAJ 123 + 3.1 773 45 10.4 3.7
DM KEZELT PONTY MAJ 70£52 86.9 + 4.7* 6.1 +2.18
KONTROLL PONTY SZERUM 179 + 4.5 82.1 =39 -

DM KEZELT PONTY SZERUM  12.7 £ 3.4 873 £5.8 -

6. tdblazat AChE molekulédris formak megoszlasa kontroll és 2 ug/l DM-nel 12 + 1 °C-

on 3 napig kezelt halak kiilonb6z6 szerveiben

Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbdl szdrmaz6 mérések atlagat (+ S.D.) tiikrozik az
0ssz AChE molekuldris formak szazalékaban. A kezelt halak értékei szignifikdnsan
kiilonboznek a kontrolltél (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a kovetkezs szimbSlummal
jeloltiink: *.

A natrium ionok dramldsaban bekovetkez§ valtozasok (illetve II. tipusi piretroidoknal a
klorid ionok &ramlasdban is) kapcsolédnak egyéb, az idegrendszer més elemeinek a
miikodésével is. A szekretorikus és az enzimatikus tulajdonsagokat is befolyasolja a DM.
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Tgy fordulhat el6, hogy a szérum AChE aktivitisaban szignifikins csokkenést tudtunk
kimérni. (A hal szérum AChE-t tartalmaz, szemben az emlGsok BChE-val, Szabé és
mtsai, 1992.) Ez a gatldss azonban nem olyan kifejezett, kiilonosen alacsony
hémérsékleten, mint néhdny mds rovarirté szer esetén. Azt azonban meg kell
jegyezniink, hogy a DM LCs, koncentricidja ponty esetében mintegy 1000-szer kisebb,
mint a szerves foszforsavésztereké, az altalunk valasztott labératériumi korilmények
kozott (Szegletes és Nemcsok, 1992).

A tovéabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a DM kezelés vajon megvaltoztatja-e az
AChE molekularis formainak mint4zatat (6. tdblazat). Azt tapasztaltuk, hogy a DM
nincs hatassal az AChE megoszldsara az agyban (27. dbra) és a szivben (28. dbra).
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27. &bra AChE molekularis formak szedimentéciés sebességi profilja 2 ug/l DM-nel
12 = 1 °C-on 3 napig kezelt ponty agydban
Megjegyzés. A kisérleti korilményeket lasd a 19. dbran.

A maéjban némileg megnoveli a G4 forma ardnyat a G, és A, formék rovaséra (30. abra).
Az izomban egy kicsit az A, forma irdnyaba tolddik el az ardny a G4/A, rovaséra (29.
abra), mig a vérszérumban a G4-esbdl lesz tobb egy kicsivel (31. abra), bar ez a két utébbi
valtozds nem szignifikdns. A mdjban tortént kismértékid valtozas oka feltehetGen
visszavezethetd a DM sejtroncsold tulajdonsdgéara (Catinot és mtsai, 1989) és az egyes
molekularis formak eltéré lokalizacijara (Berninsone és mtsai, 1989; Volpe és mtsai,
1990). Mindemellett lehetséges, hogy a piretroidok befolyasoljdk az AChE negyedleges
szerkezetében az asszocidcids-disszociaciés folyamatokat is. Mivel a nagyobb formak
levezethetSk a Gq-es egységbdl, ha a DM felboritja a monomerek Osszekapcsolodasa
illetve a nehezebb tipusok lebomlasa kozti egyensilyt, akkor a megoszlasi aranyokban
eltolédasok figyelhetSk meg.
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Val6szind, hogy a mijnak a méregtelenits folyamatokban betdltott kzponti szerepe is
kozrejatszik abban, hogy sem az agyban, a szivben, a vazizomban, s6t még a szérumban
sem figyeltink meg szignifikins véltozdst az AChE molekuldris formainak
megoszlasaban, holott a vérben AChE aktivitas csokkenést is detektaltunk, mig a majban

nem.
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28. abra AChE molekularis formdk szedimentaciés sebességi profilja 2 ug/l DM-nel
12 * 1 °C-on 3 napig kezelt ponty szivében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. 4bran.
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29. abra AChE molekuldris formdk szedimentacidés sebességi profilja 2 ug/l DM-nel
12 %= 1 °C-on 3 napig kezelt ponty vazizméban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. abran.
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30. abra AChE molekuléris formak szedimentaciés sebességi profilja 2 ug/l DM-nel
12 = 1 °C-on 3 napig kezelt ponty méjdban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 14sd a 19. abran.
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31. abra AChE molekuldris formdk szedimenticiés sebességi profilja 2 ug/l DM-nel
12 + 1 °C-on 3 napig kezelt ponty vérszéruméaban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. dbran.

5.4.2 In vivo methidation kezelés hatiasa az AChE molekularis formainak megoszlasara

2mg/l 5 napos MD-os kezelés (12 +£1°C) a kiilonbozd szervek AChE aktivitdsat
jelentdsen gatolta. Az agyban, a szivben és a vérplazméaban a kontroll értéknek csak a
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7.7%-4t, a vazizomban és a majban a 23.5 illetve 25.6%-at talaltuk (7. tablazat). A 2 mg/l
7 napos kezelés a bélben is szignifikansan csokkentette az AChE aktivitasat (8. tablazat).

AChE AKTIVITAS A HOMOGENATOKBAN

mU/mg fehérje
KONTROLL MD KEZELT
AGY 79.460 = 2.590 6.170 = 0.910*
SZIiv 47.840 + 21.390 3.720 + 0.500*
VAZIZOM 25.290 + 7.440 5.970 + 0.670*
MAJ 8.826 + 0.704 2.260 + 0.445*
VERSZERUM 1.960 + 0.190 0.149 = 0.041*

7. tablazat AChE aktivitdsok kontroll és 2 mg/l MD-nal 12 = 1 °C-on 5 napig kezelt
halak kiilonb6z6 szerveiben
Megjegyzés. Az AChE aktivitisok 4-6 halbdl szdrmazé mérés atlagat (+ S.D.) tiikrozik
(mU/mg fehérje). A kezelt halak értékei szignifikinsan kiilonb6znek a kontrolltél (Student ¢
teszt, P < 0.01), amit a kdvetkezd szimbolummal jeloltiink: *.

AChE AKTIVITAS A BChE AKTIVITAS A
HOMOGENATOKBAN (U/1) HOMOGENATOKBAN (U/)

KONTROLL MD KEZELT KONTROLL MD KEZELT

ELOBEL 155.4 + 18.1 68.9 + 5.4* 50.0 = 8.9 427 + 6.8
KOZEPBEL 112.8 £ 9.7 50.6 + 9.3* 54.4 + 6.7 46.8 + 13.5
UTOBEL 107.8 = 11.2 76.3 = 12.5* 295+ 7.9 23.1 +4.8

8. tdblazat AChE és BChE aktivitdsok kontroll és 2 mg/l MD-nal 12 * 1 °C-on 7 napig

kezelt halak kiilonb6z6 bélszakaszaiban

Megjegyzés. Az AChE és BChE aktivitdsok 4-6 halb6l szirmazé mérés atlagit (+ S.D.)
tiikkrozik (U/1). A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilénbdznek a kontrolltél (Student ¢
teszt, P < 0.05), amit a kdvetkezd szimbélummal jelltiink: *. Az AChE mérésekor 105M
ethopropazint, a BChE mérésekor 10-> M BW 284 C51 inhibitort hasznaltunk.
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Ezek az adatok is azt igazoljak, hogy a szerves foszforsavészterek elsddleges hatdsa a
halakban is az AChE bénitasa (Gage, 1955; O'Brien, 1960; Coppage és Braidech, 1976;
Habig és mtsai, 1986). Kiilonosen veszélyes az AChE gatldsa a halak szivében, mivel
annak beidegzésében a kolinerg rendszernek jelentds szerepe van (Pennec és Le Bras,
1984). Az AChE gatlas a vagus hatas fokozodasdhoz vezethet, mely silyos zavarokat
okozhat a keringéssel Osszefiiggd élettani folyamatokban. Csokkenhet az O, felvétel, ami
szoveti szinten anoxidhoz, végsd soron tomeges halpusztulashoz vezethet (Hughes, 1976).
Ezen elvaltozasok azonban az llatok tiszta vizbe valé keriilésével megfordithatoak, s igy
a vérkeringés idében normadlissd valik elegendd oxigénhez és tdpanyaghoz juttatva a
sejteket (Asztalos és mtsai, 1988). Masrészt az AChE gatlasa a halak egyéb szoveteiben
(agy, izom) csokkent mozgésaktivitast eredményez, mind a tapldlék megszerzésére
irdnyul6 mind a menekiilési reakcidk soran (Post és Leasure, 1974).

Ismert, hogy a methidation in vivo korilmények kozott 1ényegesen erGsebben gatolja az
AChE-t, mint in vitro (Nemcsék és mtsai, 1988b). Ennek oka az lehet, hogy a
metabolizmus sordn, amint azt ndévényekben mar kimutattak, a vegyiiletek oxigén
analdgja képzddik, melynek gatlé hatasa sokkal nagyobb, mint az eredeti vegyiileté. A
szerves foszforsavészterek gatld hatdsdnak oka az, hogy ezen anyagok kovalens kotésbe
lépnek az enzim szeril-OH csoportjaval.

Osszehasonlitva korabbi adatokkal (Nemcsok és mtsai, 1990), kisérleteink soran
viszonylag magas, 2 ppm-es MD koncentracié mellett kovetkezett be az AChE gatlasa.
Ez azzal magyardzhatd, hogy a halakban el6fordulé AChE lassabban reagil a
gatloszerekkel az emlGsokénél (Moss és Fahrney, 1978). A természetes vizekben €16
okozhat (Williams és Sova, 1966), mivel a halakban a peszticidek akkumuldl6édhatnak
(Reichenbach-Klinke, 1972). Régcsalokkal ellentétben, a halak megszakitott vagy
folyamatos kezelése letalis koncentracid alatti antikolinészteraz vegyiiletekkel kumulativ
toxicitast eredményez, mégpedig az AChE gatlas viszonylagos irreverzibilitisa miatt
(Wallace és Herzberg, 1988).

A MD kezelés némileg megnévelte a G; forma aranyat az agyban (32. abra), mig a
szivben (33. abra) és az izomban (34. dbra) a monomer detektalhatéva valt (9. tablazat).
A szivben az A, ardnya szignifikdnsan csokkent (9. tdblazat). A MD nem hatott a
szérum AChE molekuldris formainak mintdzatara (36. 4dbra). Igen komoly valtozast
okozott a majban és a bélben (35. és 37-39 abrak)! A G; formdk mennyisége a méjban
mintegy 4-szeresére nétt, mig a G, mennyisége t6bb mint felére csokkent (35. abra, 9.
tablazat). Minden bélszegmentben a G, és A, relative mennyisége nétt, mig a G, aranya
szignifikdnsan (P < 0.01) csokkent.
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32. abra AChE molekuldris formadk szedimentacids sebességi profilja 2 mg/l MD-nal
12 = 1 °C-on 5 napig kezelt ponty agyaban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. dbran.

A tapcsatorndban a G; forma egyediil az el6bélben nem valtozott szignifikansan (9.
tablazat). A megoszlasbeli kiilonbségek tobb okra is visszavezethetdk. A valtozdsokért
egyrészt felelosek lehetnek a MD mdj és izom tipusi szoveteket kérosité hatasai
(Asztalos €s mtsai, 1990; Sket és-mtsai, 1991). A morfoldgiailag kimutathaté 1€zidk
sulyossagat az izmok inaktivitdsa mérsékelheti, amit megerdsit, hogy hasonlé jelenséget
figyeltek meg acetilkolin receptor gatlasanal, vagy izom denervaciénal. Az eloszlasban
mutatkoz6 kiilonbség mdasik oka az lehet, hogy az egyes AChE forméknak eltéré a
hozzaférhetdsége, ami a killonbozd szubcellularis elhelyezkedés kovetkezménye, €s nem
valamiféle egyedi érzékenységbd! fakad (Volpe és mtsai, 1990). Korabbi vizsgilatok
szerint a méjsejtek plazmamembranja és a Golgi frakci6 AChE-ban kiilénésen gazdag,
igy ez alapjan azt mondhatjuk, hogy az AChE a méjban ink4bb integrélis fehérjeként
funkcional (Berninsone €s mtsai, 1989). Ezt méréseink is megerdsitették, mert a csak
detergenssel oldaté G4 forma ardnya magas. ValGszind, hogy a szovetkarosodas egyiitt
jar a membréanhoz szorosan k6todé enzimformak bomlédsaval. Fontos megemliteni, hogy
in vitro korilmények kozott nem talaltak kiillonbséget az egyes formak szerves
foszforsavészterekkel vald reaktivitasai kozott (Busker és Zijlstra, 1991). Mivel, mint
ahogy mar emlitettiik, a G; formabdl levezethetdk az Osszetettebb formak, ez utébbiak
bomldsa a monomer frakcid novekedéséhez vezet. Tovabba valdszind, hogy a MD az
AChE de novo szintézisét is képes gatolni (Cisson és Wilson, 1977, 1981; Fleming €s
Grue, 1981; Nemcsok és mtsai, 1990), kezdve a Gy-bdl felépiilé nagyobb formak
létrejottével. Tehat a MD képes befolyasolni a Gi-es forma 4talakuldsdt magasabb
asszocialtsagua formakka (Busker és Zijlstra, 1991).
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33. &bra AChE molekulédris formak szedimentaciés sebességi profilja 2 mg/l MD-nal
12 *= 1 °C-on 5 napig kezelt ponty szivében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. dbran.
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34. sbra AChE molekuldris formék szedimentéciGs sebességi profilja 2 mg/l MD-nal
12 = 1 °C-on 5 napig kezelt ponty vazizméban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. dbran.
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35. abra AChE molekularis formak szedimentédciés sebességi profilja 2 mg/l MD-nal
12 %= 1 °C-on 5 napig kezelt ponty majaban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. abran.

A MD BChE-ra gyakorolt hatasa eltér az AChE-t6l. Ezen enzim aktivitdsa nem véltozott
jelentdsen a kezelt allatok belében a kontrollokban mértekhez képest (8. tdblazat), bar a
molekuléris formak eloszlasa kismértékid valtozast mutat (10. tdblazat). A 4S-hez kozeli
frakciok BChE aktivitasa emelkedett a 10S-es és a 16S-es frakciokhoz képest, bar ez nem
olyan kifejezett, mint az AChE estében. Ez adddhat az aktiv centrumok eltérd
felépitésébdl, hiszen a BChE az ACh-t alacsonyabb hatékonysaggal hidrolizdlja, mint az
AChE, ugyanakkor képes a BCh hasitdséra.

Ez a kulcs-zar tedria érteimében jelentheti azt, hogy a nagyobb térkitoltésd butiril
csoport is elfér az aktiv centrumban, vagyis az enzim képes sztérikusan egy 4 szénatomos
oldallanc " befogadasara " is. Ismert, hogy a szerves foszforsavészterek azért képesek oly
nagy hatékonysaggal blokkolni az AChE aktivitasit, mert pontosan beilleszkednek, €s
irreverzibilisen bekotddnek az enzim aktiv centruménak ko6td és katalitikus helyére. Ez a
sztérikus megfelelés a BChE esetében azonban mar nem feltételezhetd. Valoszind, hogy
a nem azonos téralkattal és a szeril-OH csoportok szamaval fiigg 0ssze a MD eltérd
hatasa.

Kisérleteinket 12 + 1 °C-os vizii akviriumokban tartott halakkal végeztiik. Ismert, hogy
magasabb hémérsékleten a halak - poikiloterm &llatok révén - alapanyagcseréje, igy
vizbdl torténd peszticid akkumulacija és az ezt kovet6 metabolizmusa is intenzivebb
(NemcsOk és mitsai, 1990). Az, hogy viszonylag alacsonyabb hdmérsékleten végzett
kisérleteinkben is jelentGs gatlds volt tapasztalhaté (7.és 8. tablazat), jelzi ezen
inszekticid veszélyességét.
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AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY Aog
Ay

KONTROLL PONTY AGY 71 %44 83.7%59 92 +3.8
MD KEZELT PONTY AGY 13.8 + 1.3* 80.0 = 1.1 62+ 13
KONTROLL PONTY SZIV - 42.0 2.0 58.0 =25
MD-KEZELT PONTY SZIV 8.7 %04 46.7 = 6.7 44.6 = 4.8*
KONTROLL PONTY I1ZOM - 84.5 + 2.7 155 £ 3.6
MD-KEZELT PONTY IZOM 42+1.0 82.7 +2.3 13.1 £ 0.7
KONTROLL PONTY MAJ 12.3 3.1 773 £ 4.5 104 = 3.7
MD KEZELT PONTY MAJ 46.9 + 6.0* 33.6 = 3.1** 19.5 + 2.9*
KONTROLL PONTY SZERUM 17.9 £ 4.5 82.1+3.9 -

MD KEZELT PONTY SZERUM 154 + 73 84.6 = 7.1 -
KONTROLL PONTY ELOBEL 323+5.0 51.1 = 8.6 16.6 + 3.1
MD KEZELT PONTY ELOBEL 433 + 6.3 33.4 + 9.6* 233 + 0.7*
KONTROLL PONTY KOZEPBEL  19.1 + 3.3 64.0 + 10.4 16.9 + 2.1
MD KEZELT PONTY KOZEPBEL ~ 25.8 + 2.6* 31.0 £ 3.6** 432 = 58**
KONTROLL PONTY UTOBEL 127 £ 1.7 741 £93 132 1.2
MD KEZELT PONTY UTOBEL 35.5 £ 3.5% 287 x6.1** 358+ 32*

9. tablazat AChE molekularis form4k megoszlasa kontroll és 2 mg/l MD-nal 12 + 1 °C-
on 5 (bélnél 7) napig kezelt halak kiilénb6z6 szerveiben
Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbdl szdrmazé mérések atlagat (+ S.D.) tiikrozik az
6ssz AChE molekuldris formadk szazalékdban. A kezelt halak értékei szignifikdnsan
kiillénboznek a kontrolltél (Student ¢ teszt, *P < 0.05, **P < 0.01), amit a kovetkezd
szimbdlumokkal jel6ltiink:* és **.
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BChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY A, Ays
KONTROLL PONTY ELOBEL 33.8 £5.9 49.7 + 11.2 16.5 = 3.4
MD KEZELT PONTY ELOBEL 46.6 + 6.4* 41556 11.9 3.5
KONTROLL PONTY KOZEPBEL  27.6 + 4.1 492 +73 232 % 6.1
MD KEZELT PONTY KOZEPBEL 122 +5.6 64.5 + 9.4 233 +2.6
KONTROLL PONTY UTOBEL 9.9 + 1.6 68.4 = 7.6 232+ 23

MD KEZELT PONTY UTOBEL 17.5 = 4.4* 41.5 = 6.5* 41.0 = 8.2*

10. tablazat BChE molekuléris formak megoszldsa kontroll és 2 mg/l MD-nal 12 + 1 °C-

on 7 napig kezelt halak tdpcsatornajaban

Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbdl szirmazé mérés atlagat (= S.D.) tiikrozik az
0ssz AChE molekularis formak szizalékdban. A kezelt halak értékei szignifikdnsan
kiilénboznek a kontrolltél (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a koévetkezd szimbSlummal
jeloltink: *. Az AChE aktivitas mérésekor 10-5 M ethopropazint, mig a BChE mérésekor
105 M BW 284 C51 oldatot alkalmaztunk.

E(412) S
0.14 1
- AChE L 18
01279 | =8 szed. markersk
0.10 1 X
- 14
16.0S
— 433 618
0.06 1 10
0.04 -
-6
0.02 A
O~OO%ll]l}[l[l%[l]l!llll{llll%lIllillllllllilllll2
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Frakcioszam

36. abra AChE molekuldris formdk szedimentaciés sebességi profilja 2 mg/l MD-nal
12 + 1 °C-on 5 napig kezelt ponty vérszéruméban
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd 19. dbran.
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37. abra AChE és BChE molekuldris formak szedimentédcids sebességi profilja 2 mg/l

MD-nal 12 *+ 1 °C-on 7 napig kezelt ponty el6belében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. és 24. abran.
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38. dbra AChE és BChE molekuléris formik szedimentécids sebességi profilja 2 mg/l
MD-nal 12 *+ 1 °C-on 7 napig kezelt ponty kozépbelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. és 24. dbran.
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39. 4bra AChE és BChE molekuldris formak szedimenticids sebességi profilja 2 mg/l

MD-nal 12 + 1 °C-on 7 napig kezelt ponty utébelében
Megjegyzés. A kisérleti kériilményeket lasd a 19. és 24. abran.
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5.4.3 In vivo PQ és CuSO, kezelés hatasa a kolinészterazok molekularis formaira

5ppm-s 1hetes kezelést kovetden PQ esetében nem figyeltink meg szignifikdns
véltozést a kolinészterdzok aktivitdsdban, CuSOy4-0s kezelésnél viszont j6l érzékelhetd
emelkedést tapasztaltunk a kozép- és az utdbélben. (11. és 12. tablazat)

AChE AKTIVITAS A BChE AKTIVITAS A
HOMOGENATOKBAN (U/) ~ HOMOGENATOKBAN (U/1)

KONTROLL PQ KEZELT KONTROLL PQ KEZELT

ELOBEL 155.4 + 18.1 149.3 + 10.1 50.0 + 8.9 414 +4.9
KOZEPBEL 112.8 £ 9.7 99.2 + 23.6 54.4 + 6.7 48.4 + 8.4
UTOBEL 107.8 = 11.2 109.1 = 14.6 295 +7.9 36.8 + 6.7

11. tablazat AChE és BChE aktivitdsok kontroll és 5 mg/l PQ-tal 12 = 1 °C-on 7 napig

kezelt halak kiilonb6z6 bélszakaszaiban

Megjegyzés. Az AChE €s BChE aktivitasok 4-6 halbdl szirmazé mérés atlagit (+ S.D.)
tiikkrozik (U/1). Az AChE mérésekor 10-5 M ethopropazint, a BChE mérésekor 10> M BW
284 (C51 inhibitort hasznaltunk.

AChE AKTIVITAS A BChE AKTIWTAS A
HOMOGENATOKBAN (U/1) HOMOGENATOKBAN (U/)

KONTROLL CuSO4,KEZELT KONTROLL CuSO4KEZELT

ELOBEL 155.4 + 18.1 148.1 = 21.2 50.0 = 8.9 60.9 + 4.3
KOZEPBEL 112.8 £ 9.7 137.1 = 8.0* 544 + 6.7 93.5 + 21.2*
UTOBEL 107.8 + 11.2 172.8 + 23.5* 295+ 179 49.4 + 9.1*

12. tablazat AChE és BChE aktivitasok kontroll és 2 mg/l CuSOy-tal 12 + 1 °C-on 7

napig kezelt halak kiilonb6z6 bélszakaszaiban

Megjegyzés. Az AChE és BChE aktivitisok 4-6 halbdl szarmazé mérés atlagat (* S.D.)
tiikrozik (U/1). A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilénboznek a kontrolltél (Student ¢
teszt, P < 0.05), amit a kdvetkezd szimbSlummal jeloltiink: *. Az AChE mérésekor 10°5M
ethopropazint, a BChE mérésekor 10-> M BW 284 C51 inhibitort hasznéltunk.
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AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

G, G, ES/VAGY A, A
KONTROLL PONTY ELOBEL 323 5.0 51.1 £ 8.6 16.6 = 3.1
PQ KEZELT PONTY ELOBEL 18.8 = 0.3* 64.0 = 15.6 172 0.7
CuSO, KEZELT PONTY ELOBEL 22.9 = 6.3 64.3 £ 9.6 12.8 £ 0.7
KONTROLL PONTY KOZEPBEL 19.1 = 3.3 64.0 = 10.4 169 + 2.1
PQ KEZELT PONTY KOZEPBEL 220 %26 43.7 £ 3.6* 343 + 2.8%*
CuSO, KEZELT PONTY KOZEPBEL 1.3 + 0.2** 89.9 + 14.6* 8.8 £ 1.8**
KONTROLL PONTY UTOBEL 127 1.7 74193 13212
PQ KEZELT PONTY UTOBEL 14.6 = 0.5 69.0 £10.1 16.4 =32
CuSO, KEZELT PONTY UTOBEL 73 + 1.5* 76.2 £ 10.3 16.5 + 1.2*

13. tablazat AChE molekuldris formdk megoszldsa kontroll 5 mg/l PQ-tal és 5 mg/l

CuSOy-tal 12 = 1 °C-on 7 napig kezelt halak tdpcsatornajaban

Megjegyzés. Az AChE aktivitdsok 4-6 halbdl szarmazd mérések atlagat (+ S.D.) tiikrozik az
0ssz AChE molekularis formak szazalékdban. A kezelt halak értékei szignifikdnsan
kiilonboznek a kontroiitél (Student ¢ teszt, *P < 0.05, **P < 0.03), amit a kdvetkezd
szimbélumokkal jeloltink: * ** Az AChE aktivitdis mérésekor 105 M ethopropazint
alkalmaztunk.

Mivel a paraquat elsGsorban a halak b6rében és emésztGcsatornajaban halmozédik fel,
hatasa itt érvényesiil, amit citopatoldgids mddszerekkel Benedeczky és mtsai (1986)
kimutattak. Jelen esetben AChE illetve BChE gatlast nem mértink. Ezt a
kovetkez6képpen lehet magyardzni. Rovidebb idGtartamu (24 6ra) kezelések erdsen
csOkkentik az AChE aktivitast (kompetitiv gatlas révén), hosszabb expoziciot kovetGen
azonban a kolinészterazok aktivitdsa nd, gyakorlatilag visszadll az eredeti szintre (Szabd
€és mtsai, 1992). Az aktivitds novekedése a CuSO, esetén még kifejezettebb (kiilondsen
kozép- és utdbélnél), és korabban jelentkezik, mint a paraquatnal. Ez annak a
kovetkezménye lehet, hogy a CuSO, és a PQ elsdsorban a mar megszintetizalt AChE (és
BChE) aktivitast csokkenti, de serkentheti a de novo szintézisiikket (Nemcsék és mitsai,
1986; Szabé és mtsai, 1992). Ugy tiinik az enzimaktivitas regeneraléd4sa inkabb az enzim
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Ujraszintézisétdl fiigg, nem a mar gatolt enzim reaktivaci6jatdl (Cisson és Wilson, 1977,

1981).
BChE MOLEKULARIS FORMAK (%)
G, G, ES/VAGY A, Ay

KONTROLL PONTY ELOBEL 33.8+59 49.7 +11.2 16.5 + 3.4
PQ KEZELT PONTY ELOBEL 221+ 6.1 62.6 + 4.8 153 + 4.0
CuSO, KEZELT PONTY ELOBEL 359 +3.9 46.7 + 5.1 17.4 + 2.8
KONTROLL PONTY KOZEPBEL 27.6 £ 4.1 492 + 7.3 232 + 6.1
PQ KEZELT PONTY KOZEPBEL 345+ 6.5 39.4 + 7.1 26.1 + 6.6
CuSO, KEZELT PONTY KOZEPBEL  15.1 * 4.0* 64.6 + 8.2* 203 £5.4
KONTROLL PONTY UTOBEL 9.9 +2.6 68.4 + 7.6 232 +23
PQ KEZELT PONTY UTOBEL 122 +2.7 64.5 + 3.3 233 +24
CuSO, KEZELT PONTY UTOBEL 5.6 2.4 73.9 = 4.1 20.5 + 3.6

14. tablazat BChE molekuldris formdk megoszidsa kontroil 5 mg/l PQ-tal és 5 mg/l

CuSOy-tal 12 = 1 °C-on 7 napig kezelt halak tdpcsatornijidban

Megjegyzés. A BChE aktivitdsok 4-6 halbdl szdrmaz6 mérés atlagat (+ S.D.) tiikkrozik az Ossz
BChE molekuléris forméak szdzalékdban. A kezelt halak értékei szignifikansan kiillonbdznek
a kontrolltdl (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a kovetkez$ szimbélummal jeloltiink: *. A
BChE mérésekor 10-> M BW 284 C51 oldatot alkalmaztunk.

A molekuléris formik megoszlasa PQ-tal tortént kezelés hatdsara hasonlé a kontroll

allatokéhoz. A tdpcsatorna elsd szakaszdban a G4 forma ardnya kismértékben (de nem

szignifikdnsan) nétt, a G; pedig csokkent, mig a kozépbélnél a G, csdkkent valamelyest

az Ay, forma rovasira. Az utébélben valtozast gyakorlatilag nem figyeltiink meg.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a PQ kezelés sem a kolinészterdz aktivitdsokat, sem

azok molekularis formainak megoszlasat nem befolyasolta jelentSsen az adott kezelést
kovetSen (40-42. 4bra, 11-13. tablazat). Ugy tiinik, hogy a kiilénbz6 molekulatémeg és
felépitést alegységekre nem specifikusan hat a PQ, mely - ismerve hatdsmechanizmusat -
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egyezik korabbi eredményeinkkel. A BChE molekularis formainak eloszlasa hasonlit a
kontrollhoz.
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40. abra AChE és BChE molekularis formak szedimentacios sebességi profilja S mg/l PQ-

tal 12 = 1 °C-on 7 napig kezelt ponty el6belében
Megjegyzés. A kisérleti korillményeket lasd a 19. abran.
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41. 4bra AChE és BChE molekuléris formak szedimentaciés sebességi profilja 5 mg/l PQ-

tal 12 = 1 °C-on 7 napig kezelt ponty k6zépbelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. dbran.
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42. abra AChE és BChE molekularis formék szedimentaciés sebességi profilja 5 mg/l PQ-

tal 12 = 1 °C-on 7 napig kezelt ponty utébelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. dbran.

A CuSOy kezelés hatdséra jelentdsen megnovekedett AChE aktivitds (elsGsorban kozép-
€s ut6bélnél) elsésorban a G4-es forma magas szintjébsl eredt. A bélszakaszokban a G4
tipus ardnyanak csokkenését mértiik, mely a k6zépbélben a legdrasztikusabb (91.5%-os a
kontrollhoz képest) (13. tablazat, 43-45. 4bra).

Az enzimaktivitds novekedése egyértelmien a Gy-es forma aranyanak novekedésébol
ered, emellett a Gq-es akar csokkenhet is. A CuSO, serkenti az enzimszintézis fokozasa
révén a G-es monomerek képzddését. Mivel a monomerbdl vezethets le a tobbi forma -
elsésorban membranlokalizdltan elhelyezkedd Gy-es tetramer a bél izomzatdnak a
felszinén - a szervezetben, ezért feltételezhetjiik a Gy-es "pool" feltoltodését, mely
jelentds mértékben felemészti a fokozatosan djraképz6d6 monomereket. Eredményeink
alapjan feltételezziik a membrankotott forma stabilitdsat, és gyors képzGdését a
monomerekbdl a bélben.

A CuSOy, felszivddasa és transzportdldsa a méj felé mindharom bélszakaszb6l nyomon
kovethets. A két folyamat mértéke azonban eltérd, és elsGsorban a kozép- és utdbél
régidibol zajlik. Ezzel parhuzamosan a kolinészterazok aktivitdsa csokken a tapcsatorna
kezdeti nyilasatél a végbélnyilas felé haladva. Ez a két tényezd eredményezheti a
viszonylag kismértékd eltéréseket a ponty belének egyes szakaszai kozott CuSOy-tal €s
PQ-tal tortént kezelést kovetGen.
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43. abra AChE és BChE molekularis formak szedimenticids sebességi profilja 5 mg/l

CuSOy-tal 12 + 1 °C-on 7 napig kezelt ponty elébelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. abran.
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44. dbra AChE és BChE molekularis formak szedimentdcios sebességi profilja 5 mg/l

CuSOy-tal 12 + 1 °C-on 7 napig kezelt ponty k6zépbelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket lasd a 19. dbran.
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45. abra AChE és BChE molekularis formak szedimentaciés sebességi profilja 5 mg/l

CuSOy-tal 12 *= 1 °C-on 7 napig kezelt ponty utébelében
Megjegyzés. A kisérleti koriilményeket 1asd a 19. dbran.
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3.5 In vivo deltamethrin kezelés hatasa ponty kiillonb6zd enzimparamétereire

Ezen kisérletekben néhdny enzim biokémiai vizsgélatat végeztiik el ponty szdveteiben 4
napig tartd, 1 és 1.5 ug/l DM expozicié alatt, 24 6rds mintavételekkel. A kezelt és
kontroll 4llatokban AChE, LDH, GOT, GPT aktivitdsokat hataroztunk meg
vérszérumbdl, mely értékek a halakat ért szoveti karosodasokat jelzik (Kristoffersson és
mtsai, 1974; Nemcsok és Boross, 1982b; Asztalos és Nemcsok, 1985; Wrobelski és La
Due, 1985). Az enzimparaméterek mellett vizsgaltuk a stresszillapotot jelzd
vércukorszint véltozast is (Wedemeyer, 1970; Nemcsok és mtsai, 1982b). Tovabba
mértilk a maj kataldz aktivitdsat, ami a szervezetben folyd szabadgyok elimindld
folyamatok érzékeny indikatora, valamint az eritrocita membran ATP-4z aktivitasait, ami
az altalanos membrandestrukcié mértékére ad felvilagositast. Ezt a kisérletsorozatot
25 °C-on, nyéri korillmények kozott hajtottuk végre. Az alacsonyabb hémérsékleten vald
valtozdsok kovetése, valamint az enzimek regeneracidjanak tanulményozisa céljabol
12 °C-on is végeztiink vizsgdlatokat. Ennek sordn a halakat 3 napig tartottuk 2 ug/l DM
tartalmi vizben (mintavétel 6 6ranként tortént), majd tiszta vizbe attéve Gket vizsgaltuk
azok regenerécidjat diagnosztikai enzimek segitségével (mintavétel 24 éranként tortént).
Meghataroztuk a vérszérum AChE, LDH, GOT aktivitasat, illetve a vércukorszintet a
kezelt allatokban.

5.5.1 Az acetilkolin-észteraz

A 25°C-on végzett kisérletek sordn az AChE specifikus aktivitisa a szivben és a
kozépbélben erdsen gétolt volt a DM kezelés hatdsira, mig a majban hasonl6 hatdst nem
észleltiink. A gatldas mértéke 50-60%-0s volt 96 Ords kezelést kovetGen az emlitett
szervekben (46. dbra). A vérszérum AChE aktivitisa a kontrollhoz hasonld szinten
maradt, bar nem szignifikdnsan csékkend trendet figyeltiink meg; 96 6ra utan 1.5 ug/l
DM 27%-os szignifikdns (P < 0.05) gétlast okozott (47. abra). A két koncentracié hatésa
kozott kiilonbséget még 72 6ra utan sem tudtunk kimutatni.

A DM pontyra vonatkozé LCs, értéke 96 oras kezelés esetén 1.84 ug/l (L'Hotellier és
Vincent, 1986). Korébbi kisérleteinkben mi is hasonlé értéket mértiink, annak ellenére,
hogy egy kisérletben alacsonyabb koncentracional elpusztult az Osszes hal. J6l ismert,
hogy az a-cianopiretroidok, igy a DM is az idegsejt membranok - normélis esetben rovid
ideig tart6 - Nat permeabilitdsinak elnyidldsat okozzdk (5.3.4 fejezet). Valdszinid a
szoros kapcsolat a DM Na*-csatorna permedbilitdsara tett hatdsa és az AChE enzim
gatlasa kozott. A gitlds mértéke az alkalmazott koncentraciokndl abszolit mértékben
nem olyan nagymérvii, mint az a szerves foszforsavészterek esetében észlelhetd, de nem
szabad elfelejteni, hogy a halak érzékenysége miatt a piretroidokat ezerszer kisebb
koncentracidban alkalmaztuk més inszekticidekhez képest (Szegletes és Nemcsok, 1992).
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A DM LCsy-hez kozeli értékben alkalmazva olyan biokémiai valtozdsokat indit el a

periférids idegsejtekben, amelyek kapcsolatban vannak szérvanyos axon degenericiéval
(WHO, 1990).
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46. abra A sziv, a maj és a bél specifikus AChE aktivitasainak viltozasa DM kezelés
hatéasara
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 + 1 °C-on. A sziv, m4j
€s bélminta AChE értékeit mU/mg fehérjében adtuk meg, és 6-8 pontybdl szdrmazd mérések
atlagat (=S.D.) tiikrozik. A kezelt halak értékei szignifikinsan kiilénboznek a kontrollt6l
(Student ¢ teszt, P <0.05), amit a koévetkezG szimbdlummal jelSltiink: *. A kisérleti
koriilményeket 1asd az "Anyagok és midszerek" fejezetben.
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47. dbra A vérszérum specifikus AChE aktivitdsainak valtozasa DM kezelés hatdsara
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltik 96 6ran keresztiill 25 = 1°C-on. A
vérszérum AChE értékeit mU/mg fehérjében adtuk meg, és 6-8 pontybdl szirmazé mérések
atlagat (+S.D.) tiikrozik. A kezelt halak értékei szignifikdnsan killonboznek a kontrolltél
(Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a kovetkezd szimbOlummal jeloltink: *. A kisérleti
koriilményeket lasd az "Anyagok és médszerek" cimi fejezetben.
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Ezek a destruktiv jelenségek feltehetGen sok més egyéb hatds mellett a szivizom és a
tdpcsatorna AChE aktivitdsdnak csokkenésére vezethetdk vissza. A két szévet AChE
lokalizécidja €s az enzim molekularis formdinak megoszlasa is eltér a mas szévetekben
(pl. a majban) talaltaktdl (5.3 fejezet), ami magyardzza, hogy a 25°C-on végzett
kisérletekben eltéré mértékad gatlast, illetve a majban semmilyen valtozast nem mértiink.

5.5.2 A transzaminazok

A GOT aktivitdsok a vérszérumban lényegesen magasabbak voltak a kezelt allatokban,
mint a kontrollokban 72 és 96 6ra utan (72 6ra 1 ug/l: P < 0.01; 72 6ra 1.5 ug/l és 96 Ora
1 és 1.5 ug/l: P < 0.05; 15. tablazat). A GPT enzimnél nem figyeltiink meg szignifikans
eltérést a kontrolltol egyik koncentraciéban sem, kivéve 96 6ra utdn az 1.5 ug/l DM
kezelést, ahol az aktivitdsa kismértékben emelkedett (16. tablazat).

A KEZELES IDEJE (6ra)
24 48 72 96
1 ug/l DM 460 269  8.68+1.56 9.07+2.83** 10.80 + 5.62*

1.5 ng/l DM 8.59 = 4.56 10.40 £4.99 11.20 = 6.84* 13.10 = 5.25*

KONTROLL 256 = 1.64 443 +2.95 3.68 = 1.85 375 & 2.51

15. tabldzat DM hatésa ponty vérplazma GOT specifikus aktivitasaira
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 + 1 °C-on. A
GOT aktivitasokat »10-4 U/mg fehérjében adtuk meg 6-8 halb6l szirmazé mérés atlagaként
(£S.D., *P < 0.05, **P < 0.01, Student ¢ teszt). A kisérleti koriilményeket 14sd az "Anyagok
és mddszerek" cimi fejezetben.

Jol detektdlhatd azoknak a szoveteknek a sériilése, amelyek jelentGs mennyiségben
tartalmaznak GOT vagy GPT enzimeket, mivel ilyen esetekben az adott szovet sejtjeinek
szétesése kovetkeztében megnovekszik a vérszérum GOT és/vagy GPT aktivitdsa
(Karmen és mtsai, 1955). A GOT és GPT enzimek megoszldsa a halak kiilonb6zd
szerveiben valtozé (Nemcsdk és mtsai, 1981), igy a két enzim megnovekedett értékeinek
detektalasa a vérszérumban lehetdséget nyajt arra, hogy a megfeleld szervek
karosodasara kovetkeztessiink. A kisérleteinkben tapasztalt GOT és GPT aktivitdsok
novekedése a vérszérumban elsdsorban méjkarosodasra utal, de mas szervek (vese, sziv,
€s kopoltyt) karosodasit is jelzi.
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A KEZELES IDEIJE (6ra)

24 48 72 96

1 ug/l DM 2.72 =043 3.47 = 1.02 3.08 = 0.72 3.93 + 1.68
1.5 ng/l DM 2.64 + 1.86 4.59 + 1.54 509 + 1.71 5.57 % 0.90°

KONTROLL 235 *1.31 2.81 = 1.54 3.63 = 1.74 3.60 = 2.47

16. tdbldzat DM hatésa ponty vérplazma GPT specifikus aktivitasaira
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6rian keresztiil 25 + 1 °C-on. A
GPT aktivitasokat »10-4 U/mg fehérjében adtuk meg 6-8 halbdl szirmazé mérés atlagaként
(+S.D., *P <0.05, Student ¢ teszt). A kisérleti koriilményeket ldsd az "Anyagok és
modszerek" cimi fejezetben.

5.5.3 A katalaz

A katalaz enzim aktivitdsa a kezelt halaknél a kontroll egyedekhez viszonyitva szintén
ndtt, ez a névekedés azonban nem szignifikans (48. abra).

U/mg fehérje

20.0

16.0

12.0 H =b

8.0 ol

4.0

0.0
Kontroll 1.0 ug/h DM 1.5 ug/ DM
48. abra A maj specifikus katalaz aktivitdsainak valtozdsa DM kezelés hatdsira
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 + 1 °C-on. A mdj
katalaz értékeit U/mg fehérjében adtuk meg, és 6-8 pontybdl szirmazé mérés atlagit (£S.D.)
tiikrozik. A kisérleti koriilményeket 1asd az "Anyagok és médszerek" fejezetben.
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Halakban a DM metabolizmusa sordn - ellentétben mas allatokkal (egér, fiirj és mas
melegvériiek) - az észterkotés hasitdsa nagyon lassan megy végbe. A metabolizmus 3
utja 4-hidroxi-fenoxi szdrmazékot eredményez, ami azutin az epében mint gliikuronid
kivalasztodik (Edwards és Millburn, 1985). Ezeknek a szdrmazékoknak a jelenléte
kapcsolatban allhat a megndvekedett katalaz aktivitdssal, ami esetiinkben nem jelentds,
feltehetGen a DM viszonylag gyors eliminécidja (de nem az észterkotés hasitdsa révén),
masrészt a hasznélt inszekticid alacsony koncentracidja miatt. A kataldz enzimnek a
szerepe a megnovekedett szoveti H,O, bontasa, mivel kisebb mennyiségeit a peroxidazok
képesek eliminalni. Ez Osszefiiggésben lehet a szabadgyokok megemelkedett szamaval,
melyek kiilonb6z6 idegen vegyiiletek metabolizmusa sordn szabadulnak fel. A maj
ultrastruktarija is jellemz§ valtozdsokat mutat ilyen metabolizmusok hataséra,
kiilonosen a kozépsd lebenyben. DM hatdsidra megnovekszik a mitokondriumok szidma,
megvaltozik alakjuk is, rendellenes szerkezetiivé valnak (Catinot és mtsai, 1989).

5.5.4 A vércukorszint és a laktat dehidrogenaz

mg/100 ml szérum

180.0 — O Kontroll B8 1.0 ug/ DM N 1.5 ugn DM
120.0 N e
TN HEN
60.0 — T N \
N\

30.0 - N \%

\ \

48 72 96
Kezelés ideje (6ra)

49. abra A vérszérum gliikézszintjének alakuldasa DM kezelés hatdsira
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 + 1°C-on. A
vércukorszint értékeit mg/100 ml szérumban adtuk meg, és 6-8 pontybdl szairmazé mérés atlagat
(£S8.D.) tiikkrozik. A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltél (Student ¢
teszt, P < 0.05), amit a kovetkezd szimbélummal jeloltiink: *. A kisérleti koriilményeket lasd az
"Anyagok és mddszerek" cimi fejezetben.

A DM-mérgezett halaknal a kovetkezd szindromdkat figyeltik meg: remegés, a

kopoltytfedd abnormalis mozgdsa (kiillonosen a magasabb dozis esetében 25 °C-on),
ataxia €s hiperaktivitds. A kezelt allatok a kisérlet soran rendkiviil idegesek voltak,
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kiszdmithatatlanul dsztak fol-ald az akvariumban, sokszor oldalra fordulva, gyakran
nekiiitkdzve a falnak, ami aztan him- és izomszoveti sériiléseket okozott. Ezt a stresszelt
allapotot jol jellemezte a magas vércukorszint is a 48, 72 és 96 oras 1.5 ug/l DM
kezelések esetében (49. dbra). Alacsony koncentracidja kezelésnél (1 pg/l DM) mar 24
ora elteltével megndtt a vércukorszint, de ez a valtozds nem volt szignifikdns. A 48 6rés
mintadk értékei ndvekedést mutattak, de a késGbbiekben ez a magasabb gliikdzszint
visszaesett a kontrollhoz kozeli értékre. Ezzel szemben az 1.5 ug/l DM-nek Kkitett
halakban csak 48 oOra utdn mértiink szignifikins emelkedést, ez azonban végig
megmaradt a 72 és a 96 Ords mintdkban is. A megnovekedett vércukorszint
megnovekedett LDH szinttel kapcsolodott a kezelés soran (17. tablazat), ezzel is jelezve
a biokémiai metabolizmus valtozasait a stresszelt halak esetében, kiilonOsen az
izomszovetben. 24 6ras 1 ug/l DM kezelést kovetden az LDH aktivitas emelkedett, s ez
fennallt 48 6ra utén is. A kezelést kovets 72 és 96 6ras mintakban a halak LDH értékei a
nagy szOrds miatt nem mutattak szignifikdns eltérést a kontrolitél. A 1.5ug/l DM
hatdsdra az LDH szintén emelkedett, azonban ez a novekedés nem szignifikans.
Osszegezve elmondhatjuk, hogy nem volt korrelaci6 az LDH aktivitisok és az
alkalmazott DM koncentraciéja kozott.

A KEZELES IDEIJE (6ra)
24 48 72 96
1 ug/l DM 6.01 = 1.66*  6.79 + 1.46* 549 +330 590 +298

1.5 ng/l DM 3.62 +2.05 4.09 = 2.97 4.08 = 2.15 4.52 = 1.80

Kontroll 354 £ 1.75 3.43 = 0.98 209 075 3.30 = 1.63

17. tablazat DM hatésa ponty vérplazma LDH specifikus aktivitisaira
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 = 1 °C-on. Az
LDH aktivitisokat mU/mg fehérjében adtuk meg 6-8 halbdl szirmazé mérés atlagaként
(xS.D., *P <0.05, Student ¢ teszt). A kisérleti koriilményeket lasd az "Anyagok és
moddszerek" cimi fejezetben.

A stressz a halakban primer hatdsként a kortikoszteroidok és katekolaminok szintjének
emelkedésében nyilvanul meg. Ezt kovetik a masodlagos hatasok: a fehérvérsejtek
szama, az izom fehérje- és a m4j glilkogénszintje csokken, a vér gliikkdz- és tejsavszintje,
valamint a sziv frekvencidja emelkedik (Mazeaud és Mazeaud, 1981). Az iddleges
vérgliikoz érték emelkedés esetiinkben azonban maradandé karosodast valdszintileg nem
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okozott, a szervezet még ki tudta védeni a DM karos hatésat, legalabbis e paramétereket
tekintve.

Indukalt "nem motoros" szimptomdk, pl. a vércukorszint névekedése, illetve az ezzel
kapcsolatos folyamatos stresszhatds a y-globulinok létrejottét is gatolja (Bradbury és
mtsai, 1983), valamint elnyomja az interferon termelést is. Mivel az utobbi anyagok
fontos szerepet jatszanak a kiillonb6zé fertd6zésekkel szembeni ellenalloképesség
létrejottében és fenntartdsdban a halaknal is (Wedemeyer, 1970; Nemcsok és mitsai,
1982), ezért a szérum gliik6zszint novekedése jol jellemezte a karosodast.

A gliikogén és a gliikoz katabolizmusa magas vércukorszint esetén tejsav képzddésének
az iranyaban tolodhat el, ami akar halalos kimeneteld is lehet a halakra (Nakono és
Tomlinson, 1967; Simon és mtsai, 1983).

5.5.5 A vorosvérsejt ATP-azok

Mig az eritrocita plazmamembran Mg2+-fiigg ATP-4z aktivitisa mar 48 6ra utén
szignifikdnsan cs6kkent a DM magasabb koncentraciéinal, addig 1 ug/l DM-nél csak 72
Ora utdn mutatott hasonld tendenciat (50. abra). A Na+/K+-ATP-iz aktivitisa DM
koncentraciotol fiiggden csokkent a kisérlet soran (51. dbra).

nmol Pi/mg fehérie/hr

12.0
N1.5 ugn o™

B1.0 ugn DM
10.0 9 OKontroll

8.0
X X X X

6.0 [ _

u
LIS

N\
2.0 \
0.0

24 48 72 96

Kezelés ideje (6ra)

50. dbra A Mg2+-fiiggd ATP-azok aktivitdsainak valtozdsa DM Kkezelés hatésira a
vOrdsvérsejtek plazmamembrénjaban
Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 6ran keresztiil 25 + 1 °C-on. Az ATP-az
aktivitdsok értékeit nmol Pi/mg fehérje/6raban adtuk meg, és 6-8 pontybdl szirmazdé mérés
atlagat (*£S.D.) tiikrozik. A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltél
(Student ¢ teszt, P <0.05), amit a koévetkezG szimbOlummal jelSltiink: *. A kisérleti
koriilményeket 1asd az "Anyagok és mddszerek" cimi fejezetben.
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nmol Pi/mg fehérje/hr

8.0 4
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O Kontroll
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3.0
2.0 1

1.0 1

0.0
24 48 72

Kezelés ideje (6ra)

51. abraA Nat/K+-fiiggd ATP-azok aktivitdsainak valtozisa DM kezelés hatasara a

vorosvérsejtek plazmamembranjaban

Megjegyzés. A halakat 1.0 és 1.5 ug/l DM-nel kezeltiik 96 éran keresztiil 25 + 1 °C-on. Az ATP-az
aktivitdsok értékeit nmol Pi/mg fehérje/6raban adtuk meg, és 6-8 pontybdl szarmazd mérés
atlagat (+S.D.) tikrozik. A kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrollt6l
(Student ¢ teszt, *P < 0.05, *P < 0.005), amit a kévetkez6 szimbélumokkal jeloltiink: * és +. A
kisérleti koriilményeket lasd az "Anyagok és mddszerek" cimii fejezetben.

A piretroid tipusd inszekticideket nemcsak a Nat-csatorndk zarédasat befolyasold
vegyiiletekként tartjdk szdmon, de mint neurotranszmitterek, receptorok és ATP-az
enzimek ionofor komplexeire haté anyagokként is ismertek (Dorman és Beasley, 1991).
Arr6l szintén beszamoltak mdar, hogy az ATP-azok aktivitisa erOsen fiigg a
hémérséklettsl, a pH-tdl és a viznyomadstdl is (Zaugg és McLain, 1976; Gibbs és Somero,
1989). Mindezek a kornyezeti tényezdk valtozdsokat okozhatnak a membrénlipidek
Osszetételében és a plazmamembran fluiditdsdban is. Mivel az emlitett kornyezeti
hatasok kisérleteinkben véltozatlanok voltak, valészindsithetd, hogy vizsgalataink sordn a
DM volt az, ami kozvetve vagy kozvetleniil zavart okozott az ATP-azok funkcidjaban.
Feltételezhets, hogy a DM-nek ez a hatdsa kapcsolatban all a sejtben bekovetkezd
iondsszetétel valtozassal.

5.5.6 A halak regeneracidja deltamethrin kezelést kovetden

Egy kisérletsorozatban a halak kiilonb6z6 vérparamétereinek a regeneracidjat vizsgaltuk
12 °C-on 2 g/l DM hatasara. A kivalasztott koncentracié nagyobb volt mint a 96 6rés
LCsy érték, igy csak 3 napig kondicionédltuk a pontyokat az inszekticidet tartalmazé
vizben.
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Célunk a magas koncentracié kivalasztasaval az volt, hogy jelentds fiziologiai és
biokémiai véltozisokat okozzunk az allatokban, hogy azutdn a regeneracié jol
vizsgalhat6 legyen. A pontyok szamdra a legoptimdlisabb hdmérsékletet (12 +1°C) és
magas oldott oxigén tartalmat biztositottunk, hogy ezzel ne befolyasoljuk, illetve ne
rontsuk a szervezet felépiilését. A GOT aktivitdsa a kezelés idGtartama alatt
folyamatosan emelkedett, és a 3. nap végére a kontroll érték 2.5-szeresére ndtt. Az enzim
aktivitdsa a kezelés megsziintetése utdn 24 6ran beliil visszaallt az eredeti értékre (52.
abra). Ezzel szemben az LDH aktivitisa a kezelést kovetd 6. draban volt a legnagyobb (a
kontroll érték 3-szorosa), majd fokozatosan csokkent (a 72. érdban a kontroll érték 1.4-
szerese). A kezelés megsziintetése utan az enzim aktivitasa az eredeti szintre esett vissza
(53. abra). A vércukorszint a kezelés elején jelentGsen megemelkedett (a 6. 6rdban a
kontroll érték 1.7-szerese), de ez a paraméter is csOkkent a kezelés sordn. A kezelés
végeztével a vércukorszint az eredeti érték koriil ingadozott (54. &bra). A kisérlet
folyaman az AChE aktivitdsa - némi ingadozéssal - csokkent a vérben. Ez a paraméter
azonban csak 48 6ra miulva tért vissza a kontroll értékre (55. abra).

Eredményeink azt mutattdk, hogy a DM mar nagyon kis koncentraciéban is erdsen
mérgezd volt a halak ATP-4z enzimeire, mig az dltalunk vizsgélt egyéb paraméterekre -
elsésorban kisebb koncentraciéban - kevésbé hatott. Koncentraci6 fiiggd trendet tisztan
csak a Nat/K+-ATP-az aktivitdsokndl figyeltink meg. A DM 25 °C-on gétolta a sziv €és
bél AChE-t, mig a majban a szintje valtozatlan maradt. (Erdekes, hogy 12 °C-on egyik
vizsgalt szervben sem volt AChE gétlas kimutathatd, 14sd az 5.3.1 fejezetet). A vérben az
AChE kismértékd csOkkenését detektaltuk 12 és 25°C-on egyarant. A szdvetek
karosodasa, a halak stresszelt allapota a GOT, az LDH és a vércukorszint
emelkedésében nyilvanult meg.

A regeneracios kisérletek soran az LDH és a vércukorszint a kezelés elsé oOrdiban
jelentSsen megemelkedett, majd késGbb csokkent, de a kontroll értékre nem tért vissza.
A GOT érték folyamatos emelkedése viszont az egyre novekvé majkarosodasra utalt. A
kezelést kovetSen meglehetGsen gyorsan (1-2 nap alatt) regenerdlédtak a halak,
paramétereik a kontroll koril ingadoztak. A vizsgalt biokémiai paraméterek
meghatarozésa alkalmas volt biomonitoring jellegii vizsgélatok elvégzésére, ami gyorsan
jelzi a viz elszennyezGdésének kovetkezményeit a halak szervezetére. Ilyen mddon
pontosabban elemezhetSk és jobban megérthetok a halak megvaltozott fizioldgiai €s
biokémiai mechanizmusai mar a nagyon alacsony koncentracidban jelenlévo
inszekticidek hatéasara is.

68



mU/mg fehérje
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52. abra DM kezelés €s regenerécio hatasa a GOT aktivitidsara
Megjegyzés. A halakat 2.0 ug/l DM-nel kezeltiik 3 napig 12 + 1 °C-on. A GOT aktivitasok értékeit
mU/mg fehérjében adtuk meg 6-8 pontybdl szadrmazé mérés atlagaként (£S.D.). A kezelt halak
értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrollt6l (Student ¢ teszt, *P < 0.05, *P < 0.01), amit a
kovetkezd szimbdélumokkal jeloltiink: * és +. A kisérleti koriilményeket 1asd az "Anyagok és
moddszerek" cimd fejezetben.
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53. dbra DM kezelés és regeneracié hatasa az LDH aktivitasara
Megjegyzés. A halakat 2.0 ug/l DM-nel kezeltiik 3 napig 12 + 1°C-on. Az LDH aktivitdsok
értékeit mU/mg fehérjében adtuk meg 6-8 pontybdl szarmazd mérés atlagaként (+S.D.). A
kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltdl (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a
kovetkezd szimbolummal jeloltiink: *. A kisérleti koriilményeket 1asd az "Anyagok és mddszerek"
cimi fejezetben.
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54. abra DM kezelés €s regenerécid hatasa a vércukorszint alakulasara
Megjegyzés. A halakat 2.0 ug/l DM-nel kezeltiik 3 napig 12 + 1 °C-on. A vércukorszint értékeit
mg gliik6z/100 ml szérumban adtuk meg 6-8 pontybdl szirmazé mérés atlagaként (£S.D.). A
kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltdl (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a
kovetkezd szimbélummal jeloltiink: *. A kisérleti koriilményeket 1dsd az "Anyagok és modszerek"
cimi fejezetben.
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55. abra DM kezelés és regeneracio hatasa az AChE aktivitasira
Megjegyzés. A halakat 2.0 ug/l DM-nel kezeltik 3 napig 12 + 1 °C-on. Az AChE aktivitdsok
értékeit mU/mg proteinben adtuk meg 6-8 pontybdl szirmazd mérés atlagaként (+£S.D.). A
kezelt halak értékei szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltél (Student ¢ teszt, P < 0.05), amit a
kovetkezd szimbolummal jelSltiink: *. A kisérleti koriilményeket 1asd az "Anyagok és mddszerek”
cim fejezetben.
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5.6 A methidation bomlasanak, illetve a deltamethrin és a methidation

2202

.« s 0,

Vizsgéaltuk ponty szoveteiben a DM és MD akkumuléci6jat, valamint a MD boml4sét
csapvizben. 2 ug/l 3 napos DM kezelés utin DM-t nem tudtunk kimutatni a pontyok
szoveteiben, holott mérésiink érzékenysége 0.002 mg/1000 g nedves szdvet volt az agy és
a sziv esetében, mig a tobbi szovetnél 0.0005 mg/1000g nedves szovet. DM

sz 2

lipofil karakterti vegyiiletek leginkabb felhalmozddnak.

A DM szarmazékok gyors eltlinése a természetes vizekbdl jOl ismert jelenség. Ez egy
kétfazisa folyamat, melyben a kezdeti fazis csak kb. 5 percet vesz igénybe labératériumi
korilmények kozott (Caquet €s mtsai, 1992). Természetes korilmények kozott a DM
féléletideje 2-4 6rdnak adddott halastavakban, és 7 nap miltdn mar egyaltalin nem is
lehetett kimutatni (Muir és mtsai, 1985). Maguire és mtsai (1989) szerint a féléletidd
még kisebb, kb. 1 6ra, és csak 1%-at taldlta 24 Ora utdn az eredeti mennyiségnek
szabadfoldi kisérleti tavakban. A DM akkumulacidja a vizi szervezetekben csak dtmeneti
jellegii és nagyon kismérvii (Caquet és mtsai, 1992). A WHO megbizdsabol végeztek
kisérleteket torpeharcséval: egy olyan eldrasztott teriiletre helyezték Gket, ahol kordbban
a normalis DM doézis tizszeresét hasznaltak (WHO, 1990). Habar a DM koncentracidjat
a toban 2.19 pg/l-nek mérték (hdromszorosa az akut 96 6ras LCs, értéknek (0.63 ug/l
torpeharcsa esetén)), egyetlen hal sem pusztult el. Mas vizsgalatok szerint (Muir és
mtsai, 1985), a DM ugyan akkumuladlédott a halakban, de a kezelés befejezése utdn a
szOvetek DM tartalma nagyon gyorsan csOkkent, s lathatdé mérgezési tiinetek nem
kisérték az akkumuldciét. Ezen kisérletek s a mi méréseink is azt erdsitik meg, hogy a
DM akkumuliciéja elhanyagolhaté a halakban, valGsziniileg a gyors lebontdsuk miatt
(Schimmel és mtsai, 1983), ami azonban eltérd az eml6s6kétsl (Edwards és Millburn,
1985). Lathat6, hogy a DM szabadfoldi hasznilatban nem annyira toxikus, mint az pl. a
mi labératériumi eredményeinkbdl is varhaté lenne.

Megvizsgéltuk a MD csapvizben t6rténé bomldsat (56. dbra). Megallapitottuk, hogy a
MD kezdetben viszonylag gyorsan bomlik, hiszen 24 6ra utdn az eredeti mennyiség 60%-
at talaltuk. Kés6bb azonban a bomlasi folyamat lelassult (96 6ra utédn 32%); 1 hét utén is
még 31%-nyi MD-t tartalmazott a viz. A bomlés elhtiz6d6 voltét jelezte, hogy 19 nap

s 2827

utdn is még az eredeti mennyiség negyedét mértiik. Megvizsgédlva a MD akkumulacidjat

s 202

hogy elsGsorban a zsirban gazdagabb szovetekben halmozddott fel (57. 4bra). Ilyen a
majszévet (2.34 mg MD/1000 g nedves szévet), ahol nagyobb koncentraciéban taldltunk
MD-t a kezelés koncentracidjahoz képest. Jelentés MD mennyiség halmozddott fel az
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ikrdban is (1.94mg MD/1000 g nedves szovet). Ezzel szemben a szivizomban
kismértékben halmozdédott fel (0.30 mg MD/1000 g nedves szdvet), mig a vdzizomban
detektalhatatlan volt (<0.005 mg/1000g nedves szovet). A kiilonbség egyrészt a
vazizomban lezajl6é gyors anyagcsere folyamatokra vezethets vissza. A MD a vazizomban
nem tud felhalmozédni, f6leg a gyorsmozgésia folyami halakban, de kisérleteink szerint a
pontyban sem. M4srészt a sziv lipidtartalma magasabb, ami elGsegitheti a MD
raktdrozésat, beépiilését a szovetbe.
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56. 4bra MD bomlasa csapvizben akvariumi koriilmények kozott 12 + 1 °C-on
Megjegyzés. A MD kezdeti koncentrécidja 5 mg/l (ppm) volt, amit 100%-nak vettiink. Az értékek
(#S.D.) négy mérés atlagat tiikrozik. Az akvariumot folyamatosan levegsztettiik, és a mintdkat 1
liter vizb4l hataroztuk meg az "Anyagok és modszerek" fejezetben leirtak szerint.

Az altalunk is mért gyors és nagymértékd akkumulaci6 jOl egyezik irodalmi adatokkal
(Habig és mtsai, 1986). A legnagyobb mennyiséget Gk is a madjban talaltdk, a
legkevesebbet az izomban. A foszforsavészterek kiiiriillése a szervezetbdl kétfazisa: a
gyors kezdeti csokkenés a kezelés végét kovetd 7. nap Kkoril jelentdsen lelassul
(Cleveland és Hamilton, 1983). A foszforsavészterek féléletideje eltérd a kiilonbozé
szovetekben: leggyorsabban a majbdl, leglassabban az izombdl tiinik el (Habig és mtsai,
1986). Ez valdsziniileg a metabolizmus mértékének eltérd aktivitasat mutatja.

C)sszegezve elmondhatjuk, hogy a MD-t, szemben a DM-nel, magasabb koncentracioban
mutattuk ki a halak szoveteiben. Ennek egyrészt a MD nagymértékd és gyors
akkumuléci6ja, masrészt viszonylag lassibb eliminécidja az oka.
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57. dbra A kiilénb6zd ponty szovetek MD tartalma 5 napos kezelést kovetGen
Megjegyzés. A halakat (n=4) 2mgl MD-nal kezeltik 12 = 1°C-on. Az akvariumot
folyamatosan levegdztettiik, és a mintdkat 1 g nedves szGvetbdl prepardltuk az "Anyagok és
modszerek" fejezetben leirtak szerint. Az értékeket (£S.D.) mg MD/1000 g nedves szovetben
adtuk meg (N.D. = nem detektalhaté mennyiség: <0.005 mg MD/1000 g nedves szovet).
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5.7 Az AChE gatlasianak nyomon kovetése Koelle médszerével

Az acetilkolin igen elterjedt neurotranszmitter mind a kozponti, mind a periférids
idegrendszerben (pl. a neuromuscularis junkciékban). Ennek az ingeriiletatvivs
anyagnak a bontasat végzi az AChE. Ez az enzim az idegsejtek perikarionjdban
termelddik €és axondlis transzporttal szallitodik a szinapszisok felszinéhez, igy
gyakorlatilag az idegsejtek kozponti része és nyulvanyai is festGdtek a halak
agyszovetében (1. kép). Arra a kérdésre Kkerestilk a valaszt, hogy a kinetikai
vizsgélatokban kimutatott AChE gatlds vajon hogyan fejezGdik ki szoveti szinten. Ezért
AChE hisztokémiai festést végeztiink el a kontroll, 2 ug/l DM-nel 3 napig és 2 mg/l MD-
nal 5 napig kezelt halak agy- és vazizom szovetében, valamint 2 mg/l MD-nal 7 napig és
5 mg/l PQ-tal és CuSO,-tal szintén 7 napig kezelt ponty bélszovetében. igy vizsgalni
tudtuk a kolinerg rendszerben a peszticidek hatasara bekoévetkezd véltozasokat. A
kontroll vizsgalattal szemben a DM-nel kezelt allatok agyszoveteiben a kolinerg
idegsejtek egy része, mig a MD-nal kezelt allatok idegsejtjeinek jelentds része nem
mutatott festddést, jelezvén az ott 1év6 AChE gatlodasat (2. és 3. kép.). Az acetilkolin
azonban nemcsak az idegsejtek egymas kozotti kapcsolataiban vesz részt, hanem fontos
szerepet jatszik az idegsejt-izomsejt koOzotti kapcsolatokban, a neuromuscularis
junkciokban. A kontroll izomszovetrdl késziilt felvételen jol lathatdk a pozitiv reakciot
jelzd sotét reakcidtermék-foltok az izomsejtek szarkolemméjan (4. kép). A DM-nel
kezelt allatok izomszovetei kissé gyengébb reakciot adtak (5. kép). A MD-os kezelés
azonban jelentds AChE gatlast okozott a neuromuscularis junkcidban is, amit az igen
gyenge fest6dés jelez (6. kép). Vagyis a MD detektdlhatéan csokkenti az AChE
aktivitdsat mind az idegszovetben, mind az ideg-izom ingeriiletatvivé sejtkapcsolatokban,
és zavart okoz az idegrendszerben, illetve a mozgas szervrendszer miikodésében.

A pontybél AChE tartalmdnak dontS hanyada a bélfal simaizomzatanak a felszinén, a
neuronhdlézat alapvet6 hidrolizdl6 enzimeként fordul elS. Fontos szerepet jatszik a
paraszimpatikus, kolinerg tipusi idegvégzddések mikodésében, kiilondsen a
szinapszisoknal, ahol lazdn kapcsolddik a posztszinaptikus membranhoz.

A ponty tdpcsatornajanak kolinerg beidegzése eltéré mads, tobb haradntcsikolt elemet
tartalmazé halfajét6l. Harantcsikolt fibrillumokat a nagyon révid nyelGesGben
talalhatunk, bélcsatornajanak tobbi részét hosszanti és korkoros lefutdsa simaizomsejtek
alkotjak (Halasy és mtsai, 1989). A fénymikroszkopos felvételeken egy idegrostokbdl és
perikarionokbdl all6 hélézat rajzolédik ki. A {6 ideghédlézat parhuzamos lefutdsd a
tdpcsatorna hosszanti tengelyével. A vastagabb longitudindlis kotegeket vékony
transzverzalis idegek kotik Ossze (7.kép), amelyek kozill néhany attorve a bél
szOvetrétegeit eléri a mikrovillusok végét az epithel réteg alatt. A festett sejtek nagy
része a longitudindlis izomrétegen kiviil, vagy a longitudindlis és a cirkularis izomréteg
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kozott talalhat6. Ezek szétszortan, egyesével vagy kisebb csoportokban helyezkednek el
(8. kép).

A CuSOy-tal tortént kezelés nem valtoztatta meg jelentGsen a metszetek fest6dését, az
enzimaktivitas kismértékd valtozasai ezzel a modszerrel nem jelezhetSk (9. kép). A PQ
expozicionak kitett halakb6l szdrmazé prepardtum festGdése nagyon hasonld volt a
kontrollhoz, legaldbbis az attekint6 képen, kis nagyitdsban (10. kép). Nagyobb
nagyitasban azonban valamivel gyengébb a festGdés, kevesebb reakciterméket
figyelhetiink meg a sejttesten beliil €s korilotte egyarant (11. kép).

Jol észlelhet6 a MD hatésa: a metszeteken AChE-ra specifikus fest6dést nem lattunk
(12. kép), utalva az AChE aktivitdsdnak jelentds csokkenésére. Nagy felbontdsban
halvanyan lathaté a sejttest, az idegek lefutdsa azonban nem (13. kép). Kiilonbségeket az
egyes bélszakaszok k6z6tt nem tudtunk észlelni a felvételeken.

1. kép Kontroll hal agyszovete Koelle-féle festés utan. 1000-szeres nagyits. (Nyilak: a
metszési sik ald buké nyilvanyok) )
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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2.kép DM-nel kezelt hal agyszovete Koelle-féle festés utan. 1000-szeres nagyitas.
(Nyilak: nem fest6dott sejtek, iires nyil: fest6dott sejt)
Megjegyzés. A pontyokat 2 ug/l DM-nel 3 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

3.kép MD-nal kezelt hal agyszovete Koelle-féle festés utdn. 1000-szeres nagyitas.

(Nyilak: nem fest6dott sejtek)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 * 1°C-on kezeltik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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4. kép Kontroll hal vazizomszovete Koelle-féle festés utan. 500-szoros nagyitas. A képen

jol kivehetbek a reakciotermékek a szarkolemman.
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

5. kép DM-nel kezelt hal vazizomszovete Koelle festés utdn. 1000-szeres nagyités. (Nyil:
reakciétermék a szarkolemmaén) '
Megjegyzés. A pontyokat 2 ugl DM-nel 5 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.



6. kép MD-nal kezelt hal vazizomszovete Koelle-féle festés utan. 1000-szeres nagyitas.
(Nyil: minimalis reakciétermék a szarkolemman)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 + 1 °C-on kezeltiikk. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

7. kép Kisnagyitasa attekintd kép pontybél izomrétegeinek AChE-pozitiv idegelemeirdl.
200-szoros nagyitas.
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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8. kép Erésen AChE-pozitiv sejttestek csoportja (nyilak) ponty mienterikus plexusadban

gyengébben festddott idegek (iires nyilak) mentén. 1280-szoros nagyitas.
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

9.kép CuSOy,-tal tortént kezelést kovetéen a metszeten az AChE-pozitiv elemek

festddésében nincs szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest. 200-szoros nagyitas.
Megjegyzés. A pontyokat 5 mg/l CuSOy-tal 7 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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10. kép A kontrollhoz hasonlé sejtcsoport PQ-os expozicié utdni festddése nem
kiilonbozik szembetiinden a nem kezelt mintakétdl az attekintd képen. 200-
SZOTOSs nagyitas.

Megjegyzés. A pontyokat 5 mg/l PQ-tal 7 napig 12 + 1°C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

11. kép PQ-tal kezelt allatok tdpcsatorndjabdl készitett Whole-mount preparatum nagy
felbontésa képe AChE pozitiv idegsejttel. 1280-szoros nagyitas.

Megjegyzés. A pontyokat 5 mg/l PQ-tal 7 napig 12 * 1°C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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12. kép A methidationnal kezelt 4llatok mienterikus plexusabdl eltiint az AChE-pozitiv
festddés. 200-szoros nagyités.
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 7 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

13. kép MD-os Whole-mount preparitumon nagy felbontdsban halvdnyan lathat6 a

sejttest (nyil). 1280-szoros nagyitas.
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 7 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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5.8 Majszovet kiarosodas kimutatasa elektronmikroszkoppal

Az elektronmikroszkOpos felvételeken a kontroll szovetekben jol lathatok a poligonalis
hepatocitdk, centrélis helyzeti maggal, benne a nucleolusszal. A sejtorganellumoknal
szembetiné a mitokondriumok és a durvafelszinii endoplazmatikus retikulum (rEr)
szoros kapcsolata. A citoplazméban nagyszdmu glikogénszemcse, kevés epepigment és
lipidcsepp figyelhetd meg (14. és 15. kép). Az epekapillarisok lumen felé esd felszinén jol
kivehetSen rajzolédnak ki a mikrovillusok (16. kép). A kontroll dllat maéjsejtjeinek a
szinuszoid felé nézd felszine rendezetten mikrovillidlis membrankitiiremkedéseket képez.
A Disse-térben kollagén rostnyalabok is megfigyelhetSk (17. kép).

Deltamethrinnel kezelt hal méjszovetében tn. sotét és vilagos sejteket kiilonitettiink el.
Mindkét sejttipusban a mitokondriumok 1n. vilagos duzzadasat figyeltiik meg (18. kép).
A kontrollhoz képest a mag alakja lebenyezetté valt, tobb heterokromatin jelent meg
margindlisan és a magvacska koril (19. kép). Az epekapillarisok lumen felé nézd
sejtmembran-mikrovillusai ritkabbak és rendezetlenebbek, mint a kontrollban (20. kép).

Methidation kezelést kovetSen a citoplazmatikus sejtalkotok dezorganizicidja mellett
legszembetlin6bb a magok zsugoroddsa (21. és 22. kép), a lipid és epepigment
felszaporodasa (21. és 24. kép) volt. A mitokondriumok vildgos duzzadésat és a glikogén
csokkent mennyiségét itt is megfigyeltiik (23. és 24. kép).

A magok karosodasa utalhat a nukleinsav metabolizmusban bekovetkezs véltozasokra,
ami Osszefiigghet a MD-nak az AChE de novo szintézisére kifejtett gatlasaval (Lapis és
Benedeczky, 1966; Stenram, 1969; Cisson és Wilson, 1981). A mitokondrium
szerkezetében, illetve a rEr-mal valé szoros kapcsolatiban észlelhets elvaltozasok
kapcsolatba hozhaték a csokkent energiaellatissal, igy zavar keletkezik a rEr-
(Benedeczky és mtsai, 1986). A pigment akkumuldciénak az inszekticidek okozta lipd
peroxidacio fokozddasa lehet az okozdja. A korabban leirt (5.5.4 fejezet) - novényvédo
szerek altal kivéltott - gliikéz novekedés a hal majban (hepatopankredsz) bekovetkezd
elzsirosodas egyik kovetkezménye lehet. Ennek feltehetGen a "pankredsz" rész sériilése
(lipid felszaporodds a pankredsz sejtekben) az eredeti oka. Azt mondhatjuk, hogy a
stressz reakcio egy altalanos, a méj elzsirosodédsat kovets reakcid, ami a testnedvekben
kimutathatova valik.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az elektronmikroszképos citopatolégids moddszer
segitségével mind a DM, mind a MD okozta korai celluléris €s szubcellularis elvaltozasok
kimutathat6k a méajban. A jelzett valtozasok kétségteleniil utalnak a fehérjeszintetizald
€s az energia-ellato sejtorganellumok kiterjedt karosodasara.
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14. kép Kisnagyitasi kép kontroll majszovetr6l. 12000-szeres nagyitas. (N: nucleus, Nu:
nucleolus, Mi: mitokondrium, rEr: durvafelszini endoplazmatikus retikulum,
Gli: glikogénszemcse, Pi: epepigment, Li: lipidesep, Ep: intercelluléris
epekapillaris) ;
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tansz€k) készitette.
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15. kép Kezeletlen hepatocita magkozeli régidja. 26400-szoros nagyités. (N: nucleus, Nu:
nucleolus, rEr: durvafelszini endoplazmatikus retikulum, Mi: mitokondrium,
Gli: glikogén, Pi: epepigment) )
Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tansz€k) készitette.
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16. kép Intercelluldris epekapillaris kontroll méjban. 60000-szeres nagyitds. (Mv:
mikrovillusok, Gli: glikogén, Go: Golgi appardtus, rEr: durvafelszind
endoplazmatikus retikulum) ;

Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.

85



17. kép Majsejtek szinuszoid felé néz6 felszine. 20800-szoros nagyitds. (Mv:
mikrovillusok, Co: kollagén, Er: eritrocita, D: dezmoszémadlis sejtkapcsolat, Nyil:
endothel pérusa) )

Megjegyzés. A felvételt Dr. Halasy Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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18. kép Atnézeti kép DM-nel kezelt ponty majsejtjeirl. 12000-szeres nagyitas.(S: sotét
sejt, V: vilagos sejt, Mi: mitokondriumok)
Megjegyzés. A pontyokat 2 ug/l DM-nel 3 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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19. kép DM-nel kezelt ponty hepatocitajanak karosodott sejtmagja. 36000-szeres
nagyitds. (N: nucleus, Nu: nucleolus, Mi: mitokondrium, Nyilak:

heterokromatin)
Megjegyzés. A pontyokat 2 ug/l DM-nel 3 napig 12 * 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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20.kép DM-nel kezelt ponty maéjanak intercelluldris epekapillarisa. 46000-szeres
nagyitas. (Mv: mikrovillusok, My: myelin figurak)
Megjegyzés. A pontyokat 2 ug/l DM-nel 3 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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21. kép MD-nal kezelt ponty majanak atnézeti képe. 12000-szeres nagyitéds. (N: nucleus,
Li: lipid, Pi: pigment)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 = 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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22. kép Két eltéré mértékben karosodott sejt MD kezelés utan. 36000-szeres nagyitas.

(N1 és N2: nucleusok)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 £ 1 °C-on kezeltik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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23. kép Kozepesen karosodott hepatocita MD kezelés utan. 22400-szoros nagyitas. (N:
nucleus, Mi: mitokondrium, Gli: glikogén)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 + 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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24. kép Karosodott hepatocita MD kezelés utan. 26400-szoros nagyitas. (N: nucleus, Gli:
glikogén, Pi: pigment, Li: lipid)
Megjegyzés. A pontyokat 2 mg/l MD-nal 5 napig 12 = 1 °C-on kezeltiik. A felvételt Dr. Halasy
Katalin (JATE Allattani Tanszék) készitette.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a ponty szerveiben a kolinerg rendszer fontos katalizdlé enzimeinek, a
kolinészterdzoknak az eloszlasat, aktivitasat, tipusait, negyedleges felépitését
tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk két inszekticid, egy herbicid és egy fungicid hatdsét
kiilénbozd szovetek kolinészterdz molekuldris formainak eloszldsara. A deltamethrin in
vivo hatasat is értékeltiik vér- és szovetbiokémiai paraméterekre, tovabba vizsgaltuk a két
inszekticid felhalmozddasat a ponty (Cyprinus carpio L.) kiilonboz8 szdveteiben. A
biokémiai méréseket citopatoldgiai vizsgalatokkal egészitettiik ki.

Eredményeinket a kdvetkezékben foglalhatjuk dssze:

1. Mind a deltamethrin mind a methidation in vitro korilmények kozott jelentdsen
gatolja az AChE-t a ponty agyban. Mindkét szer viszonylag gyorsan (5-15 perc)
csokkenti az AChE aktivitasat (40-80%). Klasszikus enzimkinetikai vizsgalatok
(Michaelis-Menten kinetika, Lineweaver-Burk vagy Hanes-féle linearizalds) szerint
az AChE gitldsa vegyes tipusi volt, ami utal arra hogy a vizsgalt inszekticidek
egyarant befolyasoltdk az AChE anionos €s katalitikus helyét is. Dixon moédszerével
meghataroztuk a K értékeket (Kypnp = 15.60uM, Kywmpy = 5.97uM), amely
értékek mutatjdk a mar relative kis koncentrdciéban bekoévetkezd gétlast, masrészt
arra utalnak, hogy a MD esetében az in vitro gatlas Osszevethetd nagysagrendi az in
vivo hatéssal, mig DM esetében ugyanakkora koncentraciét mar nem viselnek el a
halak a Na*-csatornak mikodésének befolyasoldsa miatt.

2. A detergenssel illetve a séval oldhaté AChE aranya szervenként valtozo, amely
minden bizonnyal Osszefiiggésben van az AChE szervenként valtozé molekularis
formdinak megoszlasaval, és valdszinii mikodésével is. Az aszimmetrikus formék
mennyisége relative magas az izomban és a szivben, mig a globularis formak tulstlya
(elsésorban G,) dominal a tobbi szovetben. Az emldsokhoz képest minden szdvetben
magas az A;, forma ardnya. Bélben, a tobbi szervhez képest, relative nagy a BChE
aranya, aminek molekularis forma megoszlasa hasonl6 az AChE-hoz. A bél BChE
tartalmanak pontos funkciéja még nem tisztazott.

3. A n6vényvéds szerek indukilta valtozasok eltéré mértékben jelentkeztek a kiilonb6zo
szervek AChE és BChE enzimaktivitds véltozasaban és molekularis formainak
megoszlasaban. A kolinerg rendszer kiilondsen  érzékeny a  szerves
foszforsavészterekre, melyek karosité hatasa biokémiailag j6l kovetheté volt. A
novényvédo szerek elsdsorban a G; forma aranyanak novekedését idézték elS, ami az
egyes tipusok eltérd lokalizacidjabol fakadhat. Masrészt vizsgédlataink megerdsitették
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azt, hogy a szerves foszforsavészterek AChE gatlasa nemcsak enzimszintd folyamat,
hanem valamely 1épésében az enzim de novo szintézisét is érintheti. Ugyanakkor a
BChE gatléasa a tdpcsatornaban nem jelentSs. A tobbi peszticid okozta valtozas sokkal
kisebb mértékdi az AChE és a BChE aktivitdsiara és formdinak megoszlasara.
Figyelemre méltd, hogy a CuSO, emelte az AChE aktivitasat, és befolyasolta a
molekuléris formdk egymashoz viszonyitott ardnyat is.

. A DM in vivo laboratériumi korilmények kozott mar 1-2 ppb-s koncentrécioban
befolyasolta a vizsgalt enzimek aktivitasat. 25 °C-on koncentracié fiiggden gatlolta a
Nat/K+-ATP-az aktivitasat. A tobbi enzim esetében dézis fiiggés nem volt
kimutathatd. A DM kezelés a kiilonbozé szervek AChE tartalméat eltérGen
befolydsolta. A halak stresszelt allapotdit a megemelkedett LDH aktivitds €s
vércukorszint jelezte. A méjkarosodasra a GOT enzim aktivitisdban bekovetkezett
véltozasbol kovetkeztettiink. 12 °C-on még nagyobb koncentricioban sem olyan
erdteljes a vizsgélt piretroid hatdsa, mint magasabb hdmérsékleten. A vérszérum
enzimeinek szintje viszonylag gyors regeneraciora utal. Mindezekbdl megéllapithato,
hogy a DM t6bb biokémiai folyamatot megvaltoztatott a halak szervezetében, €s igy
lehet6ség adddott enzimdiagnosztika segitségével a természetes vizekben
szennyezésként megjelend DM hatédsidnak kovetésére.

. A DM az alkalmazott kezelés sordn nem halmozédott fel kimutathaté mennyiségben a
halak szoveteiben. Ennek az oka az, hogy a halak szervezete elég nagy sebességgel
képes lebontani a DM-t, de az eml&sokétdl eltérd médon. A MD, szemben a DM-nel,
nagymértékben akkumulalodott, elsGsorban a magas zsirtartalmi szdévetekben.
Legnagyobb mennyiséget a maj és az ikra tartalmazta, ami Osszefiiggésben allhat
azzal, hogy a MD befolyasolja a halak egyedfejlédését is. Az alkalmazott moddszer
lehetdvé tette, hogy kimutassuk a halak szervezetére karos mennyiségli MD-t, amit a
vazizomban kimutatni nem lehetett. A MD vegyiilet bomlasa vizben egy kétfazisu
folyamatként zajlott le: kb. 3-5 nap alatt elbomlott az eredeti mennyiség 70%-a,
ezutdn azonban a bomlés lelassult, s harom hét milva is még 20-25%-ban volt jelen az
akvarium vizében. Ehhez képest a majban 5 napos kezelés utdn nagyobb volt a MD
koncentracidja, mint a kiindulasi érték a vizben.

. Koelle moédszerével a ponty agyaban, vazizmaban és a belében tudtunk AChE
aktivitast detektalni. A kiilonbozd peszticid kezelések koziil a MD hatédsa volt a
leginkdbb észlelhetd. Mindkét inszekticid jelentds elvaltozasokat okozott a maj
finomstruktdrajaban: a mitokondriumok vildgosan megduzzadtak, a lipidcseppek €s az
epepigmentek felszaporodtak, a sejtmag és a heterokromatin szerkezete megbomlott.
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Ezek jelezték az energiatermeld és a fehérjeszintetizald, transzportalé rendszerben
bekovetkezett elvaltozasokat.

A halakban bekovetkezett fizioldgiai elvaltozdsokat az 4ltalunk mért biokémiai
paraméterek aldtamasztottdk. Mivel a szervezet leromldsat gyorsan tudjuk kévetni az
egyes szervekben, szOvetekben €s a vérben, ez bizonyitja, hogy a tanszékiinkon
kifejlesztett modszerek gyors, pontos és alapos vizsgalati bizonyitékot szolgaltatnak az
€lovizek tisztasdgira vonatkozdéan. A halak pillanatnyi egészségi éllapotat teszteld
biomonitoring rendszeriink tovabbi fejlesztésére nyilik lehetdség a dolgozatban leirtak
alapjan.
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ACh
AChE
AThCh-I
BCh
BChE
BSA
ChE

DM

DTNB
ECD
FPD
GOT
GPT
LDH

MD

NADP
NADPH
ppb
ppm

PQ

rEr
SOD

7. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Acetilkolin

Acetilkolin-észteraz

Acetiltiokolin-jodid

Butirilkolin

Butirilkolin-észteraz

Marha sz€rum albumin (Bovine serum albumin)

Kolinészteraz (AChE és BChE)

Deltamethrin  ((S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cisz-3-(2,2-dibromovinil)-
2,2-dimetilciklopropan-karboxilat, Cy,HoBr,NO3)
5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav)

Elektronbefogasos detektor

Langfotometrias detektor

Glutamat-oxalecetsav transzaminaz

Glutamat-pirosz6l6sav transzaminaz

Laktat dehidrogenéz

Molos oldat (1 mol anyag/l oldat)

Methidation (S-2,3-dihidro-5-metoxi-2-oxo-1,3,4-tiodiazol-3-ilmetil-O,0O-
dimetil-foszfoditionat; CcH;1N,O4PS5)

Normal oldat

Nikotinsavamid adenin-dinukleotid foszfat

NADP redukalt alakja
1ppb =1 pg/l
1ppm = 1 mg/l

Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bispiridilium-dihidroklorid)
Durvafelszini endoplazmatikus retikulum
Szuperoxid-dizmutaz
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