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1. Bevezetés

Az oxigén gyökök felismerése és szerepének kezdeti vizsgálata 

elsősorban fizikusok és kémikusok nevéhez fűződik. A biokémiai je
lentőségüket McCord és Fridovich ismerték fel 1969-ben a szuper- 

oxid (0,) ) dizmutálását végző enzim a szuperoxid dizmutáz (SÓD) 
szerepének kimutatásával. A biológiai és orvostudományi alkalma
zás és a szabadgyökök különböző normál és kóros folyamatok létre
hozásában betöltött szerepének bizonyítása lassan halad, bár nap
jainkban egyre szélesedik azon tudományterületek száma, ahol egy
re nagyobb teret szentelnek a szabadgyökök élettani biokémiai fo
lyamatokban betöltött szerepének vizsgálatára.

A szabadgyök-reakciók jelentőségének felismerését a biológiá
ban a DNS szerkezetéhez, vagy a genetikai kód megimeréséhez fogha
tó jelentőségűnek tartják. Az a vélemény, hogy az aerob élőlé
nyekben általánosan meglévő 

alkalmazkodás feltételeit biztosító vedekező mechanizmus az im
munrendszerhez hasonló jelentőségű lehet.

Az élű és környezete alkotta szoros és dinamikus kölcsönhatás
ban a környezet változása, szennyeződése egyre nagyobb kihívást 
jelent az emberiség, így a kutatók számára is. Napjainkban egyre 

gyarapszik azon közlemények száma amelyek a környezetszennyező 

anyagoknak az élő szervezetekre kifejtett károsító hatásairól szá
molnak be (Clark és mtsai. 1966, Wedemeyer 1970, Nemcsók ás mtsai 
1985/a), közöttük azoké amelyek kutatási eredményei bebizonyítot
ták, hogy a kedvezőtlen környezet befolyással van az élőlények 

oxidativ anyagcseréjére, és patológiás szabadgyök reakciókat vált
hat ki (Allen és mtsai. 1983, Matkovics és mtsai. 1980, 1983,
Gibson és Cagen 1977, McCay és mtsai. 1983, Kendall és mtsai. 
1987).

az aerob környezethez való
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Közismert, hogy vizeink szennyeződéséhez komoly mértékben hoz
zájárulnak a mezőgazdaságban intenzív felhasználásra kerülő kemi
káliák (Molnár ás Szakolcai 1973), amelyek esőzések során bemosód
va a vizekbe legdrasztikusabban a vizi ökoszisztémák stabilitását 
fenyegetik. Napjaink kutatási feladatai közé tartoznak azok a 

vizsgálatok, amelyek a környezetszennyezésnek a vízi élővilágra s 

nem utolsó sorban a táplálkozás szempontjából fontos halállomány
ra kifejtett hatásait vizsgálják.

Tanszékünkön 9 éve folynak környezetvédelmi jellegű biokémiai 
kutatások halakon. Ennek alapján célkitűzésünk volt:

Az általunk korábbi biokémiai vizsgálatok kiterjesztése a ha
lakban, eddig kevéssé vizsgált antioxidativ enzimrendszerre.
Az antioxidativ védekezőmechanizmusban a szuperoxid dizmutáz 

(SOD), a kataláz,valamint a glutation peroxidáz (GP-áz) enzimek 

kulcsfontosságú szerepet játszanak. Ezek az enzimek felelősek el
sősorban a szabadgyökök károsító hatásának kivédéséért. Mindezek 

figyelembevételével vizsgáltuk ezen enzimek előfordulását, a ha
lak antioxidativ enzimrendszerében betöltött szerepét, (fiziológi
ás körülmények között) valamint olyan káros környezeti tényezők 

hatását, amelyek potenciális veszélyt jelentenek napjainkban a 

természetes ás mesterséges környezetben élő halak számára.

1. Összehasonlítottuk a halak SÓD enzimének biokémiai jellemző
it, más fajokból eddig megismert SÓD enzimek tulajsonságaival.

2. Meghatároztuk különböző halfajok antioxidáns enzimeinek 

szervenkénti megoszlását, valamint az egyes enzimek aktivitásának 

kortól, valamint évszaktól függő változását.

3. A szervezetben végbemenő szabadgyök reakciók következménye, 
hogy lipid peroxidációt (LPO) okoznak, veszélyeztetve ezzel a bio
lógiai membránok és egyéb létfontosságú sejtalkotók normális mű-
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ködöséhez szükséges integritását. Ezért minden esetben vizsgáltuk 

a LPO mértékét.

4. Néhány a mezőgazdasági termelésben intenzív felhasználásra 

kerülő kemikáliáról bebizonyosodott, hogy a szervezetbe jutva sza
badgyökök keletkezése révén károsító hatást fejt ki. Ezt figyelem- 

bevéve vizsgáltuk a herbicidként ismert paraquat (PQ), az inszek- 

ticidként alkalmazott metidation (MD), és a fungicidként használt 
réz-szulfát (CuSo^) hatását a halak antioxidáns enzimeire in vivo 

és in vitro körülmények között. A természetben ezen hatóanyagok 

együttes előfordulását modellezve kombinált kezeléseket is végez
tünk.

5. A mérsékelt éghajlati övbe tartozó folyókban és tavakban - 

a vízhőmérséklet tavaszi és nyári felmelegedésekor és környezet
szennyeződések hatására - gyakran nagymértékben csökken a víz ol
dott oxigén tartalma, ami hipoxiás állapotot okozhat az ott élő 

vizi szervezetek, és így a halak számára is. A halastavak 

esetében sem ritka, hogy túlnépesedés következtében kevés oxigén 

áll a halak rendelkezésére. A szabaggyök-reakciók fiziológiás 

szinten tartásának alapfeltétele a környezet koncentrációjának 

optimális szintje. Minden ettől eltérő esetben nem kívánatos 

élettani biokémiai változások léphetnek fel. A hiperoxia 

szabadgyök-reakciókat fokozó hatásáról számos irodalmi adat áll 
rendelkezésünkre (Gregory és mtsai. 1974, Nerurkar és mtsai. 
1978, Freeman és Crapo 1981, Guarnieri és mtsai. 1982). Ennek 

figyelembevételével vizsgáltuk a hipoxia hatását a halak oxidativ 

anyagcséréjére, valamint azt, hogyan fejti ki károsító hatását a 

PQioxigén szegény környezetben tartott halakban.
6. Egyre gyakoribb előfordulást mutat hazai vizeinkben élő ha

lak esetében is az úszóhólyag gyulladás az Aerocystitis nevű be
tegség. A betegség kialakulására vonatkozóan a kutatók különböző 

állásponton vannak. A gyulladásos megbetegedésekben egyes szerzők
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szerepet tulajdonítanak a gyulladás helyén felszaporodó fagociták 

működésekor felszabaduló szabadgyököknek, valamint a h^C^-nak 

(Fantone és Ward 1982, Petrone és mtsai. 1900). Ezért 
megvizsgáltuk, hogy a halak ezen gyulladásos megbetegedése 

kapcsolatba hozható e bizonyos szabad gyökös folyamatok 

fokozódásával a szervezetben, elsősorban az úszóhólyagban.

7.Az élű szervezetek az antioxidáns enzimeken kívül nem enzi
mes védekezőmechanizmussal un. scavenger vegyületekkel is rendel
keznek. Ilyen antioxidáns tulajdonsággal rendelkezik néhány vita
min, de ide sorolják a szelént (Se), is mivel a Se-dependens GP-áz 

működéséhez nélkülözhetetlen. Ezért végezetül megvizsgáltuk, hogy 

Se adással mérsékelhető e a halak szervezetében a patológiás eset
ben fokozodó szabadgyök felszabadulás mértéke.
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2. Irodalmi áttekintés

2.1. Az oxigén szerepe az élő szervezetben

Az oxigén kettős szerepet játszik az élő szervezetben, misze
rint az aerob szervezetek anyagcserefolyamatainak zavartalan lefo
lyásához nélkülözhetetlen elem, ugyanakkor azonban káros hatással 
is rendelkezik, mert a belőle keletkező gyökök intenzív károsító 

hatást fejtenek ki a biológiai rendszerekben.
A fejlődés során az aerob szervezetekben kialakult egy védeke

ző mechanizmus, melynek elsődleges szerepe ezen szabad gyökök ká
rosító hatásának kivédése, mely biztosítja a fiziológiás körülmé
nyek között keletkező reaktív oxigén intermedierek (ROI) hatásta
lanítását, s bizonyos mértékig védelmet nyújt a patológiás körül
mények között fokozodó gyök felszabadulás esetén is.

2.2. Az oxigénből származtatható szabadgyökök

A szabadgyökök olyan molekulák, amelyek külső orbitáljukon egy 

egyedül álló, párosítatlan elektront tartalmaznak. Ez a párosítat- 

lan elektron okozza a gyökök fokozott reaktivitását, s ezzel ma
gyarázható rövid élettartamuk.

Az oxigén molekula kettős szabadgyöknek tekinthető ún. biradi- 

kális, mivel két párosítatlan elektront tartalmaz a külső elek - 

tronpályáján. Alap állapotban az oxigén gyenge oxidáns, mivel 
paralel spinű szabad elektronokat tartalmaz, belőle redukcióval 
ill. gerjesztéssel ROI-k keletkeznek. Az oxigén egy elektronos re
dukciója során szuperoxid aniongyök (O^-) keletkezik. Energiaab
szorpcióval a molekuláris oxigén két párosítatlan elektronja kö
zül az egyik nagyobb energiaszintre kerül, az így kialakult ener-
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giával feltöltött oxigén molekulát Szinglett oxigénnek nevezzük. 
Igen reaktiv intermedier a hidroxil gyök (* OH), amely a hidrogén- 

-peroxidban lévő oxigén atomok kötéshasadásával keletke
zik. Az oxigénből származtatható ROI-eket az 1. ábra foglalja ösz- 

sze.

(tetőd) ro2
szigmaszingtett

oxigén

A 'G,(o6‘i)
deltaszinglett

oxigén -Q

u
QJ

cz (! О ОI)
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szuperoxiá 

e- anion

(H-O0-) H02 
perhidroxi- 
gyök

H202 (H-0:0:H )
hidrogénperoxid

7°JJ
■3

■OH (-OiH)

hidroxilgyök
Ш

e

H20 (H:0: H )
viz

1. ábra Az oxigén molekulából kelet
kező reaktív oxigén intermedierek 

(Klebanoff 1980)

Az oxigénből származtatható termékek közül, mint látható, nem 

mindegyik felel meg a gyök definíciójának ( pl. szinglett oxigén, 
H2O2), azonban a szabad gyökökéhez mért reaktivitással rendelkez
nek ezért szokás a szabadgyökökkel együtt reaktív oxigén interme
dierek néven összefoglalni őket.
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2.3. A sejtekben felszabaduló szabadgyökök és reakcióik

Oxigénből eredő szabadgyökök minden aerob anyagcseréjű szerve
zetben keletkeznek fiziológiás, valamint patológiás folyamatokban 

egyaránt. Számos enzim által katalizált folyamatban: xantin oxi- 

dáz, aldehid oxidázok, triptofán dioxigenáz, indolamin dioxige-
náz, flavoprotein dehidrogenáz stb., autoxidációs folyamatokban: 
redukált -> oxidált ferredoxin, adrenalin -> adrenochrom, hemoglo
bin -> methemoglobin átalakulások során valamint a flavinok, tio- 

lok, hidrokinonok autoxidációjakor, csak a legfontosabb reakció
kat kiemelve (Lewis és mtsai. 1980, Freeman és mtsai 1982, Frido- 

vich 1976,1978, McCord és Fridovich 1978).
Jelentős szuperoxid felszabadulás történik a mitokondriális, 

mikroszómális elektrontranszportláncban, valamint a peroxiszómák- 
ban. Kimutatták, hogy a mitokondriumokban az oxigén redukciója 

- ök szabadulnak fel, a mitokondrium belső membránjá-során 0‘2
ban elhelyezkedő elektrontranszportlánc komponensek ha redukálód
nak az oxigénnel reagálva O^-öt képezhetnek. Kísérleti adatok 

szerint a képződés fő helye az ubikinon-citokrom b régió, az 

ubiszemikinon autoxidációja következtében. A mitokondriumban lét-
ti Кrejövő un. univalens szivárgás során a citokrom-oxidázra átvitt 

elektronok 1-2%-a használódik fel 0£- képzésre. Az így képződött 
80%-a h^C^-dá alakul, mintegy 20%-a azonban kikerül a cito- 

plazmába (Nohl és mtsai.1978).
A mikroszómális elektrontranszportlánc citokróm P450 rendszerben 

a képződő 0;,
ill. a citokróm P450 reduktáz flavoprotein, amely elektron átadás
sal O-Iet képez (Freeman 1982).
A peroxiszómák jelentős oxidáz aktivitással rendelkeznek (D-amino- 
savoxidáz, urát-oxidáz, L-alfa-hidroxisav-oxidáz, zsírsav-koenzim-

°2

forrása P450Fe-szubsztrát-02 komplex bomlása,

-A-oxidáz), amelynek következményeképpen jelentős a képződés
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bennük (Freeman és mtsi. 1982, Hornsby és mtsai. 1983).
Jelentős szabadgyök reakciók játszódnak le a fagocita sejtekben, 
ahol ROI-ek vesznek részt a fagociták oxigéndependens killing 

mechanizmusában. A fagocitákban inger hatására egy "respiratory 

burst"-nek nevezett reakciómechanizmus megy végbe, amely ROI-eket
szolgáltat a fagociták target sejtjeinek elpusztításához (Babior 

1978 Badwey ésKarnovsky 1980, Fantone és Ward 1982, Klebanoff
1980).
A trombociták működésekor is keletkeznek ROI-ek, amelyek azonban 

nem a trombociták működéséhez szükségesek,hanem a bennük végbeme
nő arachidonsav-metabolizmus melléktermékei (Porter 1980, Panaga- 
mala és Cornwell 1982).
A 0;, , savas közegben igen könnyen protonálódik perhidroxi gyök
ké: H+ + -}■ H0;,. A HO^ erősebb oxidáns mint a 0^ és citotoxi- 

kus (Fridovich 1983). A 0^ H2Ü2-al is képes reakcióba lépni:
+ H2O2 4 O2 +0H + 'OH. Ezt az • OH képződési folyamatot Haber- 
-Weiss-reakciónak nevezzük. Az élő szervezetben igen lassan megy 

végbe, fém katalízis hatására azonban a reakció felgyorsul.
A szabadgyök-reakciók általában láncreakciók, iniciációs lépésben 

keletkeznek, un. propagációs lépések során reagálnak, majd végül 
valamilyen terminációs lépésen keresztül semmisülnek meg. A sza
badgyökök egyik legkiterjedtebb károsító mechanizmusa a lipidek 

peroxidációs folyamata. Peroxidációra elsősorban a többszörösen 

telítettlen zsírsavak hajlamosak, mivel alfa-metilén szénatomjuk 

kötése meggyengült, de végbemegy telített zsírsavakon is. A lipid 

peroxidáció folyamatát valamilyen szabadgyök (0;,-;0H) indítja el, 
amely a zsirsavláncról elvon egy hidrogént, s a lipidből alkil 
gyök (• R) keletkezik, amely oxigénnel reagálva peroxigyökké oxi
dálódik (R00). A peroxigyök hidrogént von el a közeli molekulák
ról s metastabil lipid-hidroperoxidok (R00H) keletkeznek. A hidro- 

peroxid spontán elbomlásakor hidroxilgyökök (*0H), ill. alkoxigyö- 

kök ( • R0) keletkeznek, melyek további láncreakciót indítanak el 
(Aust és Svingen 1982, Gutteridge és Kerry 1982).

°2
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A lipid peroxidációnak kitett fehérjék, enzimek polimerizációt 
szenvedhetnek, polipeptidlánc elhasadása s egyes aminósavak kémi
ai szerkezetének megváltozása mehet végbe. Különösen a gyűrűs 

ill. kéntartalmú aminósavak (triptofán, tirozin, fenilalanin, 
hisztidin, metionin, cisztein) érzékenyek (Freeman és Crapo 

1982). A proteinek ill. lipidek károsodása súlyos membrán károso
dáshoz vezethet, másrészt bizonyos enzimek aktivitásának elveszté
se szintén súlyos következményekkel járhat (Tappel 1973).

2.4. A molekuláris oxigéngyökök elleni védekező mechanizumsok

A molekuláris oxigéngyökök ellen kiterjedt védekező mechaniz
mussal rendelkezik a szervezet. Ebbe a védekező mechanizmusba egy
részt antioxidáns enzimeket, másrészt scavenger vegyületeket soro
lunk, ill. fontos szerepe van a membrán és a molekuláris struktú
ra
általi kontrollnak. Az ROI-ek semlegesítésében elsődlegesen szere
pet játszó enzimek a szuperoxid-dizmutáz (SOD), a kataláz, vala
mint a glutation peroxidáz (GP-áz).
A SÓD elsősorban a O2 semlegesítéséért felelős, a kataláz és a GP- 
-áz pedig a H2O2 ill. a GP-áz a szerves hidroperoxidok bontásá
ért .

2.4.1.A szuperoxid-dizmutáz

A szuperoxid-dizmutázok (ЕС 1.15.1.1.) 0^ gyökök semlegesíté 

sét végzik az alábbi reakció séma szerint:

2 O2 + 2H+ -» FLO + O22 2

1939-ben izolálták az első réz tartalmú proteint szarvasmarha vö- 
rösvérsejeiből melyet lokalizációja alapján eritrokupreinnek ne
veztek el. Az enzim biokémiai természetének felfedezésére azonban 

csak 30 évvel később került sor, McCord és Fridovich munkássága 

jóvoltából (McCord és Fridovich 1969).
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Az eddig megismert SOD-okat három csoportba sorolhatjuk 

Fe-, Cu,Zn-S0D-ok. A Fe-SOD a prokariotákban és primitív eukarió- 

tákban (protozoák, eukariota algák)a Mn-SOD prokariotákban és eu- 
kariotákban, a Cu,Zn-S0D pedig csak eukariotákban fordul elő. Az 

eukariota sejtekben különös módon a citoplazmában Cu,Zn-S0D, míg 

a mitochondriumban Mn-SOD található (Weisiger és Fridovich 1973, 
Markiund 1978, Salin és mtsai. 1978, McCord és mtsi. 1977).
A Cu,Zn-S0D-ok kivétel nélkül dimer enzimek, 30.000 körüli mól. 
súllyal. Molekulánként 2-2g Cu ill, Zn atomot tartalmaznak (Frido
vich 1974,1975). A Mn- és Fe-dizmutázok nem ilyen egységesek. 
Dimerek és tetramerek lehetnek, 40.000 ill. 80.000 körüli mól. 
súllyal. Ismerünk trimer enzimet is (Micobacterium Mn-SOD) mely
nek mól.súlya 61.500. A Mn- ill. FeS0D-ok fémtartalma 0.5-1.0g 

atom/alegység (Fridovich 1975, Kusunose és mtsi., Oberley 1982).
A Cu,Zn-S0D-ok izoelektromospontja néhány kivételtől eltekintve 

(Salin 1981) savas tartományba esik pH:4-6 közötti érték (Bannis
ter és mtsai 1971, Keele és mtsi 1971, Albergoni és Cassini 1974, 
Hartz és Deutsch 1969).
Aminosavtartalmukra általában nagyon alacsony tirozin és tripto- 

fán valamint magas glicin tartalom jellemző. Ez utóbbi az enzim 

szerkezeti felépítésében domináló (50-60%) 3 lemez struktúrával 
függ össze (Richardson 1975).
A Mn/Fe-S0D-ok esetében viszont alacsony glicin és magas tirozin 

ill. triptofán tartalom figyelhető meg, a legtöbb enzim izoelekfc-

Mn-

tromos pontja szintén savas pH:4-5 tartományba esik, néhány eset-
Mark-ben közel semleges értéket találtak (Asayama és Burr 1983 

lund 1978, Dougherty és mtsai 1978, Salin és mtsi 1978).
A Mn/Fe-S0D másodlagos szerkezetében a p struktúra csupán 20-30%- 
-ot tesz ki, szemben a 45-60% <* hélix struktúrával (Walker 1980).
A Cu,Zn-S0D-ok alegységeit diszulfid hidak kapcsolják össze ill. 

fontos szerepük van a glicin oldalláncoknak is. Az enzim aktivitá
sáért elsősorban a Cu a felelős:

2+ 1+ECu °2 + 0—> ECu
+ 0^ + 2H+ —» ECuZ+ + H„0

\1+ECu 2 2
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A Zn atomnak stabilizáló szerepe van (McCord és Fridovich 1969, 
Formán és Fridovich 1973). A Cu ill. Zn atomok kötésében imidazol 
és karboxil csoportok vesznek részt. A Zn atom 3 db. hisztidin és 

ldb. aszparagin oldallánchoz (His 61,69,78, Asp 81) a Cu atom pe
dig 4 db. hisztidin oldallánchoz kapcsolódik (HiS 44,46,61,118), 
melyek közül 3 egy síkban helyezkedik el míg a 4. a Cu és a Zn 

atom között hoz létre kapcsolatot.

2. ábra. A Cu,Zn-S0D szerkezete. 
A:háromdimenziós,
Вrkétdimenziós ábrázolásmód 

(Richardson 1975)
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A Мп-SOD-ban az alegységek kapcsolódásában a fém atom fontos 

szerepet játszik, ui. a fém atom elvonásával az enzim alegysége
ire disszociál. Aktívcentrumában hisztidin és triptofán oldallán
cok találhatók (Brock és Harris 1977, Brock, Puget és Michelson 

1974).
A Cu,Zn SÓD alacsony pH-n EDTA-val szemben dializálva rezet ve
szít és inaktiválódik, az apoenzim azonban Cu hozzáadásával visz- 

szanyeri aktivitását. Az apoenzim foto-szenzitiv oxidációra és 

diazoszulfonsavas kezelésre érzékeny, mig a holoenzim ellenálló 

az említett reagensekkel szemben (Formán és mtsi 1973). CN hatá
sára inaktiválódik, ezzel szemben a Mn/Fe SOD CN -al szemben el
lenálló (Fridovich 1975).
A SÓD enzimek H2O2 érzékenységét kiterjedten vizsgálták, mivel az 

enzim reakciójának végterméke maga a H2O2. Alapállapotban a réz 

állapotban van, magas H2O2 koncentráció esetén azonban 

alakul, ennek következtében az enzim elveszti aktivitását. 
In vivo ez az eset azonban nem áll fennt, mivel a kataláz ill. 

peroxidáz enzimek működése révén a H2O2 koncentráció alacsony a 

szervezetben (Hodgson és Fridovich 1975).

2+Cu
Cu3+-á

2.4.2. A Kataláz (ЕС 1.11.1.6.)

A szuperoxid dizmutáz mellett a kataláznak és a peroxidázoknak 

ezen belül elsősorban a glutation peroxidáznak van jelentős sze
repe a ROI-ek semlegesítésében.

A kataláz kb. 240.000 mól.súlyú tetramer hemin-enzim, amelyben 

a Fe tartósan ferri állapotban van jelen. Megtalálható minden ae
rob mikroorganizmusban, növényi állati sejtekben egyaránt. A kata
láz aktivitás mértéke igen eltérő az emlős állatok különböző szö
veteiben, legmagasabb a májban és a vesében, igen alacsony a kötő
szövetekben. A szöveti kataláz aktivitás a mitokondriumokban ill.
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a peroxiszómákban lokalizálódik, míg a vörösvérsejtekben oldott 
állapotban van jelen (Deisseroth és Dounce 1970, Chance 1979).
A szervezetben betöltött fiziológiai szerepe többoldalú, egyrészt 
szerepet játszik a H2O2 szint szabályzásában, miszerint a H2O2 

bomlását katalizálja az alábbi reakció szerint:

2H202 ->2 H20 + 02

Rendelkezik un. peroxidatív aktivitással is, miszerint H donorok 

(metanol, etanol, hangyasav, fenolok, aszkorbinsav, ferrocianid, 
pyrogallol) oxidációjára képes (Chance és Herbert 1950):

R00H + AH2 H20 + ROH +A

Mindkét esetben aktív kataláz-H2Ü2-I komplex képződik amely a
H2O2 bomlásához egy újabb H2O2 molekulából nyeri a H-t.

Kat(0H)4 + H202 Kat(0H)300H + H20
( I komplex)

Kat(0H)300H + H202 Kat(0H)4 + H20 + 02 

( I komplex)
Kat(0H)300H + C2H50H --> Cat(0H)4 + CH3CH0 + H20 

( I komplex)
Kat(OH)3OOH —» Kat(0H)300H 

( I komplex) ( II komplex)

Az enzim nem telíthető szubsztrátjával, bizonyos H2O2 koncentrá
ció felett (0.1mol/l) az enzim-H2Ü2-I komplex átalakul inaktiv II
komplexé (Chance 1947).
A vörösvértestekben a kataláz a GP-ázzal együtt védi a hemoglo
bint és más -SH proteineket az oxidációval szemben.

2.4.3. A glutation peroxidáz (ЕС 1.11.1.7.)

A glutation peroxidáz kb. 80.000 mól.súlyú 4 alegységből álló en
zim, a következő reakciót katalizálja:
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2 GSH + ROOH —* GSSG + ROH + Hß

Működéséhez szelénre van szükség ezért Se dependens glutation pe- 
roxidáznak nevezik. Az utóbbi időben izoláltak egy szelén indepen- 
dens glutation peroxidázt is (SeiGP), ami azonban csak az organi
kus peroxidokat képes metabolizálni, a H^-t nem. Valószínű, 
hogy a Se dependens GP-áz szerepe fontosabb a LPO elleni 
védelemben (Holland és mtsai. 1982). A GP-áz enzim specifitást 

mutat de а Н2О2-ОП kívül lipid-hidroperoxidokat is bont. Alacsony 

koncentrációnál a GP-áz bontja a H202-t, 

koncentrációnál viszont a kataláz lép működésbe. Az enzim 

mindenkori szubsztrátja a redukált glutation (GSH). Kinetikai 
viselkedése ping-pong mechanizmushoz hasonlítható, az enzim
először redukálja a lipid-peroxidot majd a GSH redukálásával 
nyeri vissza natív formáját (Chiu és mtsai 1976). Cohen és 

Hochstein (1963) szerint a H2O2 károsító hatásával szemben a 

GP-áz jelenti az elsődleges védelmet a katalázzal szemben.
A GP-áznak a lipidperoxidációval szemben a szervezetben betöltött 
védekező szerepét a 3. ábra foglalja össze.

H„0 magasabb H2O22 2

toxikus lipidperoxidok 
vagy Н,Ог redukált GSH NADP

GSH-peroxidáz GSH-reduktáz G-6-PD

nem toxikus hidroxi- 
zsirsavak vagy Hp oxidált GSH NADPH

3. ábra A glutation peroxidáz rendszer működése (Chow és Tap- 
pel 1973)

2.4.4. A molekuláris oxigéngyökök elleni egyéb védelem (scaven- 

gerek, antioxidánsok)
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A szervezetet a ROI-ekkel szemben természetes antioxidánsok, 
gyökfogók (scavengerek) is védik. Gyökfogók közé tartoznak a vita
minok közül az A-, E-, C-, К-vitamin, különböző tiol tartalmú ve- 
gyületek (cisztein, glutation, metionin) és nem utolsó sorban a 

glükóz. A vitaminok közül elsősorban az E-vitamin antioxidáns ha
tása emelendő ki. Fontos szerepe van az LPO gátlásában és a sza
badgyökök megkötésében (Barboriak és mtsai 1982, Bartosiewicz és 

mtsai 1983). A C-vitamin igen erős redukálószer. Peroxigyökökkel 
reagálva stabil monodehidro-aszkorbinsav keletkezik belőle. Di
rekt 0£ és-OH scavenger hatása van (Halliwell és Foyer 1976). A 

tiol vegyületek közül a glutationnak jelentős szerepe van az enzi
mek -SH csoportjainak védelmében ill. a gyökreakciók gátlásában.
A redukált glutationról feltételezik*0H, 0^ scavenger hatását is 

(Freeman és Crapo 1982).
A glukóz gyenge*0H scavenger hatású, de mivel fiziológiás koncent
rációja magas így hatása nem elhanyagolható (Sagone és mtsi 1983).

2.5. A szabadgyökök kimutatása

A szabadgyökök kimutatatására számos módszert ismerünk. A tel
jesség igénye nélkül sorolunk fel néhányat a leginkább elterjedt 
módszerek közül.

A szuperoxid gyök: Kimutatására több kémiai reakcó ismert. Leg
elterjedtebbek a ferri-citokrom c, az NBT (nitro-tetrazoliumkék) 

a tetranitrometán redukcióján valamint az adrenalin oxidációján 

alapuló meghatározási módok (McCord és Fridovich 1969, Misra és 

Fridovich 1972, Bors és mtsai. 1978). Kimutatható kemilumineszcen- 
ciásan (Vorhaben és Steele 1967). A szabadgyökök párosítatlan 

elektronjuk miatt gyenge mágneses erővel rendelkeznek igy ESR (e- 

lektron spin rezonancia) spektroszkópiával kimutathatók (Knowles 

és mtsai. 1969, Jansen 1980).
A szuperoxid gyökök jelenléte kimutatható a SÓD enzim aktivitás 

mérésén keresztül is.
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A hidroxil gyök: A leggyakoribb OH kimutatási módok a követke
zők. Metionálból'OH gyökök hatására etilén felszabadulás mérhető. 
P-nitro-dimetil anilin (NDA)*0H gyökök általi színreakciójával. 
Az alkoholok (etanol, mannitol, tere. butanol) jó*0H scavengerek, 
így a ‘OH gyökös reakciók alkohollal gátolhatok. Az ESR technika

•OH
gyökök kimutatására is alkalmas (Singh 1982).

A szinglett oxigén: Az egyik legelterjedtebb kémiai reakció a
^2 kimutatására a DPBF (1,3-dfenilizobenzofurán)-DBB (dibenzoil 
benzén) átalakulás, ami O2 hatására megy végbe. Általában a ^ 

reakciói nátrium aziddal gátolhatok (Foot 1978) továbbá kimutat
hatók koleszterollal 33-hidroxi-5-koleszt-6-én-5-hidroperoxid kép
ződésén keresztül (Singh 1982).

A hidrogén peroxid: Egyik kimutathatósági lehetőség, hogy a 

savas közegben kálium jodidból jódot szabadít fel (SiigiaH„02 2
1966). Kimutatható továbbá kataláz enzimmel mivel az enzim a H„02 2
bomlását katalizálja (Beauchamp és Fridovich 1970, Heikkila és
Cabbat 1980).

2.6. Patológiás szabadgyök reakciók

Az utóbbi idők kutatási eredményei alapján a szabadgyökök káro
sító hatásának egyre nagyobb szerepet tulajdonit az orvostudo
mány. Számos olyan betegség ismert már, amelyben a szabadgyökök 

káros szerepe bizonyított. Szerepük van bizonyos gyulladásos meg
betegedésekben, immunrendszeri elváltozásokban, tüdő-, máj-károso
dásokban, szívbetegségekben, a gasztrointesztinális megbetegedé
sekben, diabetes kialakulásában, számos neurológiai elváltozások- 

szerepük lehet ateroszklerózis karcinogenezis, mutagenezis 

kialakulásában stb. (Fehér és Vereckei 1985).
Patológiás szabadgyök betegséget kiválthatnak káros környezeti té- 

hipo- ill. hiperoxia (Bruce és mtsai 1981 ,Guarnieri és 

mtsai 1982), bizonyos vegyszerek. Az utóbbi évek kutatási eredmé
nyei által ismert, hogy számos a mezőgazdasági termelésben fel- 

használásra kerülő növényvédőszer patológiás szabadgyök reakció
kat vált ki (Matkovics és mtsi 1980,1983, Aldrich és mtsai 1983, 
Bus és Gibson 1982).

ban

nyezők
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Nem utolsó sorban meg kell említeni a szabadgyököknek az öregedés 

folyamatában betöltött szerepét, amelyek jelentősége nem hagyható 

figyelmen kívül sem a genetikailag determinált öregedési folyamat
ban, sem a patológiás folyamatokban szerepet játszó szabadgyök re
akciókkal kapcsolatban (Harman 1977,1980).

2.7 A felhasznált növényvédőszerek jellemzése

2.7.1. A paraquat

A kvaterner ammonium vegyületek toxicitását régen felismer
ték, a csoport néhány tagját -így például a cetil-trimetilammonium- 

-bromidot- baktericid tulajdonságuk miatt fertőtlenítőszerként 
használták. Később észrevették, hogy a gombákra is erősen toxiku- 

sak,ilyen irányú gyakorlati felhasználásukat azonban lehetetlenné 

tette az a tény, hogy rövid idő alatt kiszárították a gazdanö
vényt (Metcalf 1971).
E felfedezés nyomán indult meg a kutatómunka az ICI-ban 

eredményeként 1958-ban bemutatták a bipiridilium herbicidek mind
máig legjelentősebb képviselőjét a paraquatot (PQ) (4. ábra).

melynek

2 CfN—CHjH3C—N

4.ábra Paraquat-diklorid
(1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilium-
-diklorid)
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Mezőgazdasági felhasználása

A paraquat széleskörben alkalmazott növényi desszikáns. Hatás
módját tekintve átmenetet képez a kontakt és szisztémikus szerek 

között. Posztemergensen, levélherbicidként alkalmazzák, mivel a 

lombozatból gyorsan transzlokálódik. Nem szelektív hatású, minden 

növényt -amelynek felületére rápermetezik- pár napon belül elpusz
tít.
Hazánkban az alábbi PQ-tartalmú készítményeket forgalmazzák:

GRAMOXONE 25% PQ-diklorid
28% PQ-dimetil- szulfátGQMEX

Ajánlott felhasználási mennyiségek GRAMOXONE-permetezés esetén 

10.000 m -re:
vetés előtti gyomirtásra 3.5-5.2 1 (87.5-130 mg PQ/m2) 
sík legelők felújításánál 7.8-12 1 (195-300 mg PQ/m2)

Hatásmechanizmusa

A PQ vizben nagyon jól oldódik, majdnem teljesen ionokra disz- 

szociál. A pozitív töltésű PQ-ion a növénybe bejutva a fotoszinte
tikus elektrontranszport gátlása révén fejti ki toxikus hatását. 
Mivel erős elektron akceptor, kompetitive gátolja a ferredoxin re
dukcióját az által, hogy elvonja az elektronokat az I. fotoszinte
tikus rendszerből, s így megakadályozza a NADPH képződését (Varga 

1980). A fenti folyamatban a PQ-ion viszonylag stabil , vízoldé- 

kony szabadgyökké redukálódik -ezt a reakciót izolált növényi klo- 

roplasztokban is sikerült bemutatni- (Kearney és Kaufmann 1975). 
Oxigénhiány esetén ezek a szabadgyökök meglehetősen stabilak, oxi
gén jelenlétében azonban gyökionokká redukálódnak, melyek azonnal
vissza oxidálódnak hidrogén-peroxid (H2O2) képződés mellett. A PQ
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esetében általában a h^C^-ot tekintik aktív fitotoxikus ágensnek, 
bár lehetséges, hogy más ideiglenes gyökintermedierek is részt- 

vesznek a herbicid hatás kifejtésében.
Emlősökben a PQ mind az intakt bőrön, mind a bélen keresztül na
gyon gyengén szívódik fel -utóbbi esetben maximum a lenyelt dózis 

5%-a (Conning és mtsai. 1969), azonban a szövetekben már 1 mg/kg 

PQ jelenléte letális lehet (Fisher és mtsai. 1971). A vérbe ke
rült PQ a plazmafehérjékhez gyengén kötődik, a vérben szabad for
mában kering, gyorsan eljut a szövetekbe (Conning és mtsai. 1969) 
ahonnan a felszívódott dózis nagy része 48 órán belül kiürül, 20- 
-30%-azonban a szövetekben marad - főként a tüdőben - és csak 2-3 

hét alatt távozik el (Fisher és mtsai. 1971).
Rose és mtsai. (1977) különböző állatfajokból és emberből szárma
zó tüdőszeleteket PQ tartalmú közegben inkubálva megállapították, 
hogy a hatóanyag aktívan koncentrálódik az alveolusok epitheliá- 

lis sejtjeiben egy energia függő mechanizmus révén, melyet a nor- 

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

ták gátolnak.
Ross és Krieger (1979) patkányokban subcutan PQ injekció hatására 

a következő mérgezési tüneteket figyelték meg: anoxia, tüdőödéma, 
veseelégtelenség, szívizomnekrózis, felfokozott érzékenység illet
ve a prosztaglandin és vércukorszint megváltozása. Ezekből a je
lekből megállapítható, hogy a PQ-пак a tüdő az elsődleges, de nem 

egyedüli célszerve, hiszen jelentős mértékben károsította a szi
vet, a májat, a vesét és a mellékvesét is. A mérgezési tünetek 

sorrendjét vizsgálva Fairchter és Wilson (1975) megállapították, 
hogy a máj és a vese átmeneti működési zavara tapasztalható elő
ször, majd a tüdő pathológiás léziója, és az ennek következtében 

kialakuló légzési elégtelenség, mely a legtöbb esetben pusztulás
hoz vezet.
Jelenlegi ismereteink szerint a PQ-пак nincs adekvát antidótuma. 
Valószínű, hogy a PQ toxikus hatását hasonlóképpen fejti ki emlő
sökben mint a gyomnövényekben. A sejtekbe bejutott PQ az emlősök
ben is NADPH igényes oxidációs-redukciós körfolyamaton megy ke
resztül, eközben az 02“ből nagyon aktív szabadgyökök keletkeznek,
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melyek a sejtmembrán lipidjeit 

hoznak létre (5.ábra).
megtámadva lipid peroxidokat

NADPH + H* 
NADP

oxidált paraquat 
redukált paraquat 
oxidált paraquat Ог(

SODо; Н20,+ 02

'Ikataláz
Isinglet Ог нгз

szelénium többszörösen telítetlen 
lipidek lipid-

peroxidáció
GSH , 

peroxidaz lipid-
hidroperoxidok

lipid -lipid- ^CE-vitaminalkoholok szabadgyökök

iGSHGSSG
membrán szabadgyök- 

károsodás4GSH/
xeduktaz

NADPNADPH malondialdehid

\GW/
dehidrogenáz

5.ábra A paraquat toxicitásának feltételezett mechanizmusa 

emlősökben (Bus és mtsai 1974)

Jelenlegi ismereteink szerint a PQ-toxicitás következményei: 
Lecsökken a NADH intracelluláris koncentrációja, ez meggátolja a 

zsírsavak ill. az összetett lipidek szintézisét ( az utóbbiak al
kotják a tüdő alveolusok falának védőrétegét ) (Fisher 1977).
A szabadgyökök által okozott lipid peroxidáció következtében káro
sodik a sejtmembrán és a sejt funkcionális integritása megszűnik.
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A mitokondriális elektrontranszfer reakció szétkapcsolása miatt 
megszakad a sejt energiautánpótlása (Ogata és Hasegava 1978).

2.7.2. A réz-szulfát

Mezőgazdasági felhasználás

A réz-szulfátot a XVIII. században használták először csávázó
szerként búza kőüszög ellen, és herbicidként gabonában évelő gyo
mok irtására.
Felhasználása megnövekedett a bordói lé felfedezésével, melyet 
eredetének helyéről neveztek el. A szer tartalmaz CuSO^-ot (4,5 

kg) és CaíOH^-ot (5,5 kg) (451 1) vízben oldva.
A "bordói lé" protektiv, széles hatásspektrumú és hosszú ideig 

ható gombaölőszer, levél fungicidként alkalmazzák, igen hatásos a 

Peronospóra, a Phytophthora és a Cercospóra fajok ellen.
A réztartalmú fungicideket napjainkban is nagy mennyiségben hasz
nálják a mezőgazdaságban. Hazánkban kereskedelmi forgalomban kap
ható réz-szulfátot tartalmazó szerek:

96 % réz-szulfát 
45 % réz-szulfát

rézgálic: 
bordói lé:

Hatásmechanizmusa

A fémtartalmú szerek gombaölő képessége összefügg a fémek ke
látképző sajátosságával, ebben fontos szerepe van a kationok 

elektronegativitásának, ez meghatározza a fém kötésének stabilitá
sát, a fémkelátok és szulfidok állandóságát. A különböző fémek ka
tionjainak relatív fungitoxicitása a következő sorrendben csök
ken:
Ag, Hg, Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Co, Zn, Fe, Ca, (Cremlyn 1978.)
A toxicitás összefügg a fémek periódusos rendszerben elfoglalt 

helyével, hiszen a felsoroltak a Ca és az Pb kivételével a d mező 

elemei közé tartoznak.
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A gombatoxicitás fokát valószínűleg az ionizálalatlan fémkomp
lexek sejtfalhoz kapcsolódó kovalens vagy koordinációs kötéseinek
erőssége szabja meg. (Lukens 1971.)
A rézvegyületek gombaölő hatása azon alapul, hogy a sejt belsejé- 

-ionok komplexeket képeznek a sejtek tiol- és amino-2+ben jutó Cu
csoportjaival, így a gomba létfontosságú enzimei és egyéb protein
jei nem specifikus módon gátlódnak. (Nádasy 1979.)
A Cu-ről feltételezik (Hochstein és mtsai 1980.), hogy szabadgyök
generáló hatással rendelkezik. A Cu serkenti a ferrohemoglobin 

autooxidációját methemoglonná, miközben szuperoxid gyökök szaba
dulnak fel.

2+ 3+—: O2 —> HbFe + 0^HbFe

Ezen szuperoxid gyökök dizmutációja révén H2O2 keletkezik, 2О2* + 

2H+ —s H2O2, mely szintén citotoxikus.
Legfőbb károsító hatását a membránon fejti ki, miszerint a memb
rán szulfhidril csoportjait diszulfidokká oxidálja. Ebben a fo
lyamatban a réz kupro formájának van szerepe, mely gyors folya
matban képes reagálni a molekuláris oxigénnel, mely folyamatban 

szintén szuperoxid gyökök szabaadulnak fel.

2+Cu+ + O2 

membrán S-S 

membrán -SH

--> Cu + 0?

—> lipid peroxidáció

A megnövekedett mértékű lipid peroxidáció a membrán destrukciójá
hoz vezet.
Kisérleti eredmények bizonyítják, hogy a réz toxikus hatása legin
kább a vizi életmódot folytató állatokat fenyegeti. Singleton és 

Guthrie (1977.) 2ppm réz-szulfáttal kezelt víz baktériumflóráját 
a kontroliéval összehasonlítva megállapították, hogy a nehézfém 

csökkenti a baktériumtársulás stabilitását, felborítja a populáci
óban kialakult természetes egyensúlyt.
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A réz-szennyezés nem feltétlenül okoz letalitást, azonban szinte
minden esetben kedvezőtlenül befolyásolja a vizi élőlények anyag- 
cserefolyamatait. Kis keménységű, gyengén savas (pH 6) vízben 

-ion 25 %.-a|, (!) csökkentette 5-6 g-os szivárvá-2+0.002 ppm Cu
nyos pisztrángok (Salmo gairdneri) növekedésének mértékét (Wain-
vood és Beamish 1978.)
Yamamoto és mtsai (1977.) két hétig 0.1 ppm réz-szulfát tartalmú 

vízben tartott ponty létfontosságú szerveinek réztartalmát a
azt tapasztalták, hogy a hepatopnakre- 

a kopoltyúk, a bél, és a vese réztartalma 2-6-szorosára meg
növekedett. Az ilyen mértékű réz feldúsulás a hal legfontosabb 

szerveiben valószínűleg gátolja az alapvető létfenntartó mechaniz
musok normális menetét.

kontroliéval összevetve 

ász

2.7.3. A metidation

Mezőgazdasági felhasználás

Magyarországon a metidationt (MD) a gyümölcsösök és szőlő ro
varkártevői, a burgonyabogár és a pajzstetvek ellen alkalmazzák 

(1.táblázat).
Nagyüzemi felhasználásra engedélyezett készítmény: Ultracid 40WP: 
40 % metidation (6. ábra) A szer alkalmazása esetén a munkaegész
ségügyi várakozási idő 8 nap, az élelmezés-egészségügyi várakozá
si idő 28 nap, a hatóanyag engedélyezett maradék értéke 0.2 ppm.
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CH3C\
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6. ábra A metidation (MD) képlete (S—2,3-dihidro-5- metoxi-2- 

-oxo-1,3,4-tiadiazol-e-ilmetil-0,0-dimetil-foszforoditionát

Biológiailag aktív egy szerves foszforvegyület, ha:
- 5 vegyértékű központi foszforatomot tartalmaz
- foszforatomhoz kettős kötéssel oxigén, vagy kén atom kapcso

lódik
- Rp F?2 lehet alkíl, alkoxi, vagy aminocsoport
- az acil csoport lehet savmaradék (szervetlen vagy szerves), 

lehet savas karakterű csoport, pl.: enol-merkaptán.

Ri\ X0/S/ 

P v
rX XACIL

2



lm2-re JUTÓ 

HATÓANYAG MENNY:
AZ AJÁNLÁS SZERINT (mg)

FELHASZNÁLÁSI AJÁNLOTT SZERKONC. 
A PERMETLÉBEN 

(mg/l)

AJÁNLOTT PERMETLÉ 

MENNY.: 1000 m2-re (1)HELY

ALMÁS
ŐSZIBARACKOS
BORSÓVETŐMAG
TERMESZTÉS
KUKORICÁS

750-1000
750-1000

2000 60-80
42-561400

2000
1500-2000 1000 60-80I

L/Л
CN

I

1. táblázat: Ajánlások az Ultracid 40 WP nagyüzemi felhasználásához. 
(Kónya és mtsai 1982.)
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Hatásmechanizmusa

A Ciba-Geigy cég 1966-ban mutatta be az új, szerves foszforsav- 

észter típusú inszekticid hatóanyagát, mely a metidation fantázia 

nevet kapta.
Az MD atkaölő tulajdoonsággal rendelkező lokoszisztémikus, azaz a 

növények epidermiszében behatolni képes, de onnan tovább nem 

transzportálódó rovarölőszer. Ahhoz, hogy AChE- bénító hatását 
kifejthesse - ugyanúgy mint a többi P=S kötéssel rendelkező, un. 
tiofoszforsav-észternek - ezt megelőzően oxidativ deszulfuráláson 

kell keresztül mennie. Ezt az átalakulást gerincesekben és rova
rokban az un. kevert funkciójú oxidáz enzimek, míg a növényekben 

valószínűleg a peroxidáz enzimek katalizálják (Eto, 1974).
Ez az aktiválódás a legtöbb esetben - így a MD’ nál is 

lebontás első lépcsője is.
Chopade és Dauterman (1981.) patkány és egér máj mikroszómális 

frakciójában vizsgálták, hogy a minimális különbségektől eltekint
ve a fő utak mindkét fajnál azonosak voltak: a P=S kötés enzimati- 

kus hidrolízise, a heterociklusos gyűrű leszakítása, az oxidativ 

deszulfurálás, illetve a demetilezés.
A folyamatban GSH-ra és NADPH-ra van szükség, így feltételezhető, 
hogy a szervezetbe jutva az antioxidativ enzimrendszerre is hatás
sal lehet.

a
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3. Anyagok és módszerek

3.1. A kísérleti állatok szállítási és tartási körülményei

A kísérleti állatokat ponty (Cuprinus carpio L.), harcsa (Silu- 

rus glanis L.), kecsege (Acipenser ruthenus L.) a szarvasi Halte
nyésztési Kutató Intézettől, valamint a tápéi Halászati Termelő- 

szövetkezettől, a szivárványos pisztrángot (Salmo gairdneri R.), 
az ódörögi Pisztrángtenyésztő Termelőszövetkezettől szereztük be. 
A halakat levegőztetett tartályban szállítottuk. A kísérletekhez 

városi vizet tartalmazó akváriumokba helyeztük őket, melyek oxi
gén telítettségét sűrített levegő átporlasztásával biztosítottuk. 
Mérettől függően 3-5 db. hal került egy-egy 100 1-es akváriumba. 
A kísérletet megelőzően 1 hétig hagytuk a halakat adaptálódni a 

megváltozott környezethez.

3.2. Az alkalmazott kezelések

Az in vivo kísérletekhez 3-nyaras 800-1000g súlyú ponty egye- 
deket használtunk. A kezelések során a PQ, MD, CuSo4 növényvédő- 

szerek esetében a kívánt hatóanyag koncentráció eléréséhez megfe
lelő mennyiségű törzsoldatot mértünk be az akváriumok vizébe. 96- 
-órás egyedi és kombinált kezeléseket végeztünk, a következő kon
centrációkat alkalmaztuk:

2.5, 5.0, 10.0 mg/l
2.5, 5.0, 10.0 mg/l

metidathion 1.0, 2.0, 4.0 mg/l

paraquat
réz-szulfát

A szelénnel történt kezelések esetében a kívánt szelén mennyisé
get fiziológiás sóoldatban (0.62%) oldva a hasüregbe fecskendez
tük.
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50.0 ill. 100 pg Se/testsúly kg (№2 SeO^, REANAL) koncentráció
kat alkalmaztunk.
A hipoxia hatásának vizsgálatához azokban az akváriumokban ame
lyekben hipoxiás állapotot kívántunk előidézni lekapcsoltuk a 

sűrített levegőt. Az akváriumokban kialakult O2 koncentrációt 
módosított oxigén meghatározási módszerrel mértükWinkler-féle 

(Antalfi és Tóig 1971).
Az in vitro kísérletek során a vizsgálni kívánt növényvédőszer 
megfelelő törzsoldatát adtuk a reakcióelegyhez. Ebben az esetben 

1-100 mg/l koncentráció-határok között alkalmaztuk az egyes szere
ket.
Az akváriumi kísérletekhez a kereskedelmi forgalomban Ultracid 40 

WP (MD) ill. Gramoxone (PQ, 25% hatóanyag koncentráció) néven is
mert növényvédőszereket ill. Cu-SoAxSF^O-t (a.lt) alkalmaztunk. 
Az in vitro kezelések során a gramoxon helyett tiszta FLUKA gyárt
mányú PQ-ot haználtunk.
Az in vivo kísérleteket a késő őszi, téli időszakban végeztük 

10+-1C-OS hőmérsékletű vízben.

3.3. A vérvétel, vörösvérsejtek preparálása

A szükséges mennyiségű vérmintát (2 ml) a halak farki vénájá
ból vettük le, heparinnal átöblített fecskendővel. A vérmintákat 
két részre osztottuk, 1 ml-t a Se meghatározáshoz jodszámlombikba
mértünk be, a másik 1 ml-t vörösvérsejtek preparálására használ
tuk fel melyet a következőképpen végeztünk: A teljes vért 3000 

g-vel 10 percig centrifugáltuk, majd a szérumot eltávolítottuk. A 

vörösvérsejteket 3x mostuk 0.62%-os sóoldattal, majd 1 térfogat 
d.víz hozzáadásával lizáltuk a sejteket. Ezután 50 ug/ml DN-ázt 
adtunk a lizátumhoz és 37 C-on 2h-át inkubáltuk. A DN-ázzal való 

inkubálásra azért van szükség, mert a halak vörösvérsejtjei mag
vasak, s a kiszabaduló DNS-től gélszerű^állaga lenne az oldatnak 

(Mazeaud és mtsi 1979). A mintákat felhasználásig fagyasztva tá
roltuk.
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3.4. Az önkontrollos módszer

A vérből történő mérések során önkontrollos módszert alkalmaz
tunk. Ez azt jelenti, hogy minden halból vettünk vért a kísérlet 
kezdetén (0 perces minták), s a kísérlet végeztével a kapott érté
keket az egyes egyedekre vonatkozó 0 perces értékek %-ában fejez
tük ki, majd ezeket az értékeket átlagoltuk. Ily módon lehetőség 

nyílik arra, hogy a mindenkori kísérlet során bekövetkező válto
zásokat az egyes egyedek 0 percben mért saját értékeihez hasonlít- 

ezzel nagymértékben lecsökkenthető a szórás, ami egyéb 

esetben az igen széles határok között mozgó egyedi eltérésekből 
adódik. Kezelt és kontroll csoport egyidejű indításával jól elkü
löníthető, hogy a mért változás szerhatás, vagy egyéb tényező 

okozta változás eredménye.

hassuk > 5

3.5. A szervkivonatok preparálása

A halakat kiemelve az akváriumból koponyafedőjükre mért csapás
sal megbénítottuk, majd hasüregüket felnyitottuk és szerveiket el- 

távolítottuk. Az agyat a koponyafedő felnyitása után óvatosan ki
emeltük. A szerveket hideg fiziológiás sóoldatban többször átmos
va kivéreztettük, majd 1:5 arányban homogenizáltuk. A homogenizá- 

tumot hidegszobában centrifugáltuk (lO.OOOg/10 perc), majd a ka
pott felülúszót mérésig fagyasztva tároltuk.

3.6. Az enzimaktivitások mérése

A SÓD enzim aktivitását Misra és Fridovich (1972) módszerével 
mértük. A szervek esetében a homogenizátumból centrifugálassal 
nyert felülúszóból mértünk, a hemolizátum esetében 300 ul hemoli- 

zátumhoz 700 ul deszt.vizet valamint 0.5ml etilalkoholt és 0.25 

ml chloroformot adtunk a hemoglobin kicsapására, majd centrifugál
tuk (15.000 g/2 perc), s a kapott felülúszóból mértünk.
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Az enzimaktivitás mérés az adrenalin autoxidációján alpul. Lugos 

pH-n (pH:10.2) levegő jelenlétében az adrenalin spontán oxidáló
dik (7.ábra).

ADRENALIN
ADRENOCHROM

?. ábra Az adrenalin oxidációja (Bors és mtsai.1978)

A folyamatban O^- vesznek részt, amelyek protont vonnak el az 

adrenalin molekulából, aminek eredményeképpen több lépéses reakci
óban adrenochrom keletkezik. A folyamat 480 nM-en spektrofotomet
riásán mérhető. Mivel szabadgyökök által generált folyamatról van 

szó, a SÓD enzim aktivitásától függően a folyamat különböző mér
tékben gátolható.
Egy enzim egységnek tekintjük azt a SÓD enzim aktivitást amely 50 

%-os gátlást fejt ki a kontroll (adrenalin—afrenochrom) reakció
hoz képest.
A Mn-SOD aktivitást 5xlO'S M KCN jelenlétében mértük (Beauchamp, 
és Fridovich 1971)

A kataláz aktivitást Beers és Sizer (1952) módszerével határoz
tuk meg. A módszer a 1^02 kataláz aktivitás mértékétől függő fo
gyásán alapul. A Ho0o fogyást 25 C-on 24Ö nM-en mértük.2 2
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Az enzim aktivitást Bergmeyer egységben fejeztük ki. 1 B.U. egyen
lő lg elbontott НА0^/ perc.

A glutation peroxidáz aktivitást az enzim által elbontott 
szubsztrát, a redukált glutation fogyása alapján határoztuk meg 

Ellman-reagenssel. Cumene hidroperoxidot használtunk peroxid for
rásként (Chiu és mtsai 1976, Sedlak és Lindsey 1968).
Az enzim aktivitást 1yumol elbontott GSH/perc enzim egységben 

fejeztük ki.

3.7. A lipid peroxidáció meghatározása

A lipid peroxidációt Placer és mtsai. (1966), valamint Nair és 

Turner (1984) által leírt módszer alapján határoztuk meg, a lipid 

peroxidáció során felszabaduló malondialdehid (MOA) 2-tiobarbitur- 

savval történő reakciója alapján.
A lipid peroxidáció mértékét nM MDA/g nedves szövet ill. ml 

hemolizátum értékekben fejeztük ki.

3.8. A fehérje meghatározási módok

Az alkalmazott kromatográfiás enzimtisztitási lépéseknél az 

egyes frakciók fehérjetartalmát a fehérjék UV abszorbciója alap
ján E 280-on mértük. A pontos fehérje meghatározást, valamint a 

vizsgált enzimek specifikus aktivitásához szükséges fehérjetartal
mat Lowry és mtsai. (1951) által kidolgozott fehérje meghatározá
si módszerrel mértük.

3.9. A szelén tartalom meghatározása szövet és vér mintákból.

A szelén meghatározást Michael és White (1975)
Alftan (1984) által kidolgozott módszer alapján határoztuk meg.
A módszer lényege, hogy a szerves oldószerekkel történt emésztés 

útján feltárt szelént diaminonaftalinnal (DÁN) komlexbe visszük,

valamint
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majd ciklahexánba átrázzuk. A komlex fluorimetriásan mérhető 

369/518 gerjesztő és abszorpciós hullámhosszak mellett. A módszer 
igen érzékeny, ng-nyi mennyiségű szelén kimutatására alkalmas.
A méréseket PERKIN-ELMER MPF-44B típusu fluoreszcens spektrofoto
méterrel végeztük.

3.10. A Cu,Zn-S0D enzim tisztítása ponty májból

A SÓD enzimet Keele és mtsai. (1970), Matkovics és Szabó 

(1982), Asayama és Burr, (1983) által leírt módszerek alapján 

tisztítottuk. A leölt állatok máját eltávolítottuk, összegyűjtöt
tük, Hideg 0.62%-os fiz.sóoldatban kivéreztettük, majd 0.1 M pH: 
7.8 foszfát pufferbam 1:5 arányban homogenizáltuk. A homogenizátu- 
mot 4M ecetsavval savanyítottuk pH:4.8-ra, majd centrifugáltuk 

(3.000 g/2h). A kapott felülúszó pH:-ját visszaállítottuk 5M NaOH
-al pH: 7.8-ra, majd ammonium szulfáttal telítettük. Először 60% 

-ra (390 g/l), majd 4 C-on állni hagytuk egy éjszakán át. Centri
fugáltuk 3000g-vel 2 órán át, majd a felülúszót tovább sóztuk 105 

g/l ammónium-szulfáttal, állni hagytuk és centrifágáltuk az előb
bihez hasonló módon. Az üledéket minimális.térfogatú 0.1 M pH:7.8 

foszfát pufferban oldottuk, s ugyanezen pufferral szemben diali- 

zálva sómentesítettük.
Ezután 50 C-on inkubáltuk lh-át. Az így kivált csapadékot eltá

volítottuk, s a felülúszóhoz 1:0.2 térf. chloroformot adtunk. 30 

perces rázatás után a csapadékot leszűrtük, s a mintát dializál- 

tuk először 0.01 M pH:7.8 foszfát pufferral, majd 0,005 M foszfát 
pufferral szemben, 24 órán át. A dializátumot DEAE-32 (Pharmacia) 

ioncserélő oszlopra (4cm x 20cm) vittük fel, melyet előzőleg 

0.005 M pH:7.8 foszfát pufferral equilibráltunk. Az eluálást 
0.005 M - 0.1 M lineáris foszfát puffer gradienssel végeztük. A 

felhígult mintát PAGE-val (polietilénglikol,4000,Fluka) tömörítet
tük be. A további tisztítást gélkromatográfiás módszerrel végez
tük. Oszlopméret 14 cm x 54 cm, töltetkent Sephadex G-75 (Pharma
cia) gélszűrőt használtunk. Az eluens 0.05 M pH:7.8 foszfát puf-
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fér + 0.1 H KCL oldat volt. 3 ml-es frakciókat szedtünk. A kroma
tográfiás lépéseket is szobahőmérsékleten végeztük.
A fehérje és az aktivitás méréseket a már korábban leirt módsze
rek felhasználásával mértük.

A tisztított enzim-preparátum tisztáságának ellenőrzésére, 
ill. izoelektromos pontjának meghatározására izoelektromos fóku
szálást végeztünk (Baumann és Chrambach 1976). Anolitként 0.1 M 

h^SO^-at, katolitként 0.1 M NaOH -ot alkalmaztunk. Carrier ampho- 
litként REANAL gyártmányú pH:3.5-10, ill. pH:4-6 Analytot használ
tunk a gradiens gélek kialakításához. A gélekben kialakult pH gra
dienst úgy határoztuk meg, hogy a géleket 16 egyenlő részre felda
raboltuk, az egyes darabokat 0.5 ml 0,025 M KCL oldatba helyez
tük, s Beckman mikroelektroddal megmértük a pH-ját.
A fehérje festéshez a géleket 12.5 %-os TCA-ba helyeztük (Diezel 
és mtsai. 1972), majd 30 perc elteltével 2 ml 0.25 %-os Coomassie 

Brillant Blue-t (REANAL) adtunk a mintákhoz. Az enzim aktivitás 

festését Beauchamp és Fridovich (1971) módszere alapján végeztük. 
A CU,Zn-S0D - Mn S0D aktivitások elkülönítésére a festékoldathoz 

5 x 10-3 M KCN-ot adtunk. A géleket 0.1 M ecetsavban tároltuk.
A molekulasúly meghatározást Weber és Osborn (1969) módszere 

alpján végeztük. A következő molekulasúly standardokat használ
tuk: Ribonukleáz (12.700 D), Mioglobin (17.800 D), Kimotripszino- 

gén (25.700 D), Ovalbumin (43.500 D), BSA (68.000 D) (FLUKA, 
REANAL).
Az aminósav összetétel meghatározásához a mintákat először 70 

C-on beszárítottuk, majd 6 M HCL-ban 110 C-on vákuumban hidroli- 

záltuk. Az analízist JE0L-6AH típusú automata aminósav analizátor
ral végeztük (Simpson 1976).
A Cu és Zn tartalmat a fehérjék vizes oldatából atomabszorpciós 

analízissel határoztuk meg.
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4. Az eredmények ismertetése és értékelése

4.1. A szuperoxid dizmutáz (SÓD) enzim tisztítása ponty (Cypri- 

nus carpio L.) májból és biokémiai jellemzése

A ponty általunk vizsgált szervei közül a legmagasabb aktivi
tást a májban találtuk (1080-ь—55 E/g nedves szövet), a szívben, 
agyban, kopoltyúban lényegesen alacsonyabb aktivitásokat mértünk 

(358+-90, 24S+-42,48+-12 E/g nedves szövet értékekben számolva 

(8.ábra).
Ez összhangban áll azon irodalmi ismereteinkéi miszerint a máj az 

egyik legjobb antioxidáns ellátottságú szerv (Weisiger és Frido- 

vich 1973, Matkovics és mtsai. 1977, Mazeaud és mtsai. 1979). 
Egyik fő funkciója a toxicus anyagok detoxifikálása, amely során 

aktív oxigén intermedierek szabadulnak fel (Reinolds és mtsai. 
Ribiere és mtsai. 1983), de a csontoshalak esetében komplett hid- 

rolizáló rendszert tartalmaz mivel a pankreasszal együtt un. hepa- 
topankreaszt alkot (Lagler és mtsai . 1977).
A Mn-SOD-nak a Cu,Zn-SOD-hoz viszonyított mennyisége igen ala
csony volt a vizsgált szövetekben (8.ábra). A szervenkénti aktivi
tás megoszlás alapján választottuk a májat a SÓD enzim tisztí
tására .

ф
О □ Cu-Zn SÓDN
Ül

£ 1000
Й Mn SÓD•á

cy

СП

600 -U1
-a

5
Q rfiо 200

£ db2

máj szív agy kopoltyú

8. ábra. A szuperoxid dizmutáz (S0D) 
aktivitásának szervenkénti megoszlá
sa a pontyban (Cyprinus carpio L.). 
(Az eredmények 10 minta átlagát +- 
S.D.jelentik)



- 35

A homogenizátumból nyert felülúszó ammónium-szulfáttal történő 

telítésénél a 60-75%-os telítési határok látszottak optimálisnak 

az említett enzim kicsapására. A telítési előkísértetek 

eredményét ábrázolja a 9.ábra.

0 hóm.
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&
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Iо
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40-45 60-65 70-75 80 (NH4)2S04 копе.(У.)
65-70 75-80

50-55
45-50 55-60

9.ábra. Az ammónium-szulfáttal különböző mértékben telí
tett frakciók specifikus aktivitása

Az enzim tisztítása során alkalmazott 50 C-os inkubációs hőmérsék
letet a hőinkubációs előkísértetek eredményeképpen választottuk, 
amely alapján megállapítható, hogy az enzim igen hőstabil. 50 

C-on inkubálva lh múlva aktivitásának mintegy 98%-át megőrizte 

(10.ábra). Összevetve Bartkoviak és mtsai. (1981) által tőkehal 
(Gadus morhua) máj homogenizátummal végzett hőinaktiválási kí
sérletekkel, megállapítható, hogy a ponty máj S0D hőtűrő képessé
ge nagyobb. Míg a tőkehal máj S0D 70 C-on 80 percig inkubálva tel
jesen inaktiválódott, addig a ponty S0D 30 %-os aktivitással ren
delkezett.
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ábra. A hőmérséklet hatása a részlege- 

tisztított ponty máj szuperoxid dizmu- 
táz enzim (50D) aktivitására. (pH:7.8 fosz
fát pufferben).

10.
sen

A szerves oldószerrel (chloroform) történő kicsapás az enzim 

nagyfokú stabilitási tulajdonságaira utal. Szerves oldószer hatá
sára az enzim megtartja aktivitását, míg számos más fehérje ill. 

enzim többek között a Mn-SOD is irreverzibilisen 

(Crapo és mtsai. 1978, Weisiger és mtsai. 1972)
A legjelentősebb tisztulást a kromatográfiás tisztítási lépések
kel értük el. A kipróbált kromatográfiás tisztítási módok közül 
az anyagok és módszerek fejezetben leírtak alapján kivitelezett 

DEAE-32 ioncserés, valamint a SEPHADEX G-75 gélkromatográfiás mód
szerek bizonyultak a leghatékonyabbaknak (11,12.ábrák).

kicsapódik
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11. ábra. A ponty máj szuperoxid dizmutáz (SOD) enzim 

tisztítása DE-32 ioncserés kromatográfiával, a frakciók 

térfogata: 3ml, az eluens 0.005-0.1 M pH:7.8 lineáris 

foszfát puffer gradiens, az oszlop mérete:4cmx20cm.
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12. ábra. A ponty máj szuperoxid'dizmutáz (S0D) enzim
tisztítása Sephadex G-75 gélkromatográfiával, a frakciók

0.05 M pH:7.8 foszfát puffertérfogata: 3 ml, az eluens:
+ 0.1 M KCL, az oszlop mérete:14cmx54cm.
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A tisztítási folyamat során kapott eredményeket a 2. táblázat fog
lalja össze.

A tisztított enzim specifikus aktivitására 2100 E/mg fehérje 

értéket kaptunk, réz tartalma 0.36% volt, ami jó egyezést mutat 
az irodalomból ismert adatokkal (Bannister és mtsai. 1977, Bartko- 

viak és mtsai. 1981). Molekula súlya 32.400 D (13.ábra), a kard
hal (Xihias gladius L.) molekulasúlyához áll legközelebb ami 
32.500 D (Bannister és mtsai. 1977).

48

-3 4,6
О
□

I 44
£

j? 42

0,1 0,3 0,5 0,7
relativ mobilitás

13. ábra. A ponty máj szuperoxid 

dizmutáz enzim molekulasúlyának 

meghatározása SDS gélelektroforé- 

zissel.
A ponty máj enzim molekulasúlya * 

32.400, D
Standardok: 1.ribonukleáz (12.700), 
2.mioglobin (17.500), 3.kimotpip- 

szinogén (25.700), 4.ovalbumin 

(43.500), 5. BSA (68.000).
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Az aminosav összetételt a 3.táblázat mutatja. A hal máj SÓD 

enzim aminosav összetétele jó hasonlóságot mutat más fajokból 
mért értékekkel, néhány aminosavban azonban van eltérés. A ponty 

SOD-ban igen magas az aszparaginsav és a glutaminsav tartalom 

(45.9, 34.4 aminosav oldallánc/mol enzim), más halfajokban mért 
értékekhez viszonyítva. A különböző halfajokban mért asparaginsav 

értékek viszont általában magasabbak más fajokhoz viszonyított 
értékeknél.
Az enzim tisztaságát valamint izoelektromospontjának meghatározá
sát izoelektromos fókuszálással végeztük. A gélben a gradiens 4 

óra alatt fejlődött ki, 110 V konstans feszültséget alkalmazva 

(14. ábra). A 3.5-10 pH gradiensen megfuttatva mintánkat a fehér
jére festett géleken két szorosan egymás mellett álló csíkot kap
tunk, az aktivitásra festett géleken pedig egy szélesebb csíkot 
(15.ábra). A pH:4-6-ra leszűkített gradiens gélen az izoenzimek 

már jól elkülönültek mind a fehérjére mind pedig az aktivitásra 

festett géleken (16.ábra). Az elkülönült fehérjék izoelektromos 

pontjainak meghatározásához látszólagos pH függést végeztünk, 
hogy megállapítsuk mikor érik el a fehérjék a valóságos pi értéke
iknek megfelelő pozíciót a gélben, ezt 5 óra elteltével tapasztal
tuk (17.ábra).
Az izoenzimek Pi értékei a következők: Pi=4.9; 
ábra).
5x10-3 M KCN-ot tartalmazó festékoldatban megfestve a géleket a 

géleken aktivitásra jellemző csíkok nem jelentek meg (19.ábra), 
ami arra utal, hogy mind két izoenzim Cu,Zn-S0D.
Az eddig megjelent irodalmi adatok alapján a Cu,Zn-S0D-ok izoelek
tromos pontja ritka kivételtől eltekintve (Salin 1981) pH:4-6 kö
zé esik. Mind a Cu,Zn- mind pedig Mn-SOD-nak több izoenzime isme
retes. Weisiger és Fridovich (1972) csirkemájból poliakrilamid 

gélelektroforézissel 4 izoenzimet különítettek el. Lönnerdal és

Pi=4.73 (18.
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mtsai. (1979) patkány májból 4, agyból 5, egér májból 6, agyból 
9, csirke májból 6 Cu,Zn-SOD-ot izoláltak.
Az általunk vizsgált ponty máj SÓD enzimnek méréseink alapján izo- 

elektromos fókuszálással 2 elkülöníthető izoenzime van, amelyek 

izoelektromos pontjai közel állnak egymáshoz

pH

8,0

4,0

0,5 Ю
relatív gélnosszúsag

14. ábra. A 3.5-10 pH gradiens kifejlődé
sének időfüggése. 2óra, x-x-x 4 óra,
o-o-o 8 óra elteltével, 0.1 M NaOH katolit 

és 0.1 M H2SO4 anolit mellett.
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A В

15. ábra. A ponty máj szuperoxid 

dizmutáz (SÓD) enzim izoenzimeinek 

vizsgálata izoelektromos fókuszálás
sal
Futtatási idő:5 óra, pH gradiens 

3.5-10, A : a tisztított ponty máj 
SÓD enzim fehérjére festve, В : a gél 
aktivitásra festve
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ВА
I

16. ábra. A ponty máj szuperoxid 

dizmutáz (SOD) enzim izoenzimeinek 

vizsgálata pH:4-6 gradiens gélen 

Futtatási idő:5 óra A : a tisztított 

ponty máj SODfehérjére festve, B: az 

enzim aktivitásra festve
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pH
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17. ábra. Látszólagos pH függés meg
határozása a tisztított ponty máj szu- 
peroxid dizmutáz enzim izoenzimeinek 

izoelektromospont (Pi) meghatározásá
hoz pH: 4-6 gradiens gélen, I,II:izo- 

enzimek
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18. ábra. A tisztított ponty máj 
szuperoxid dizmutáz enzim izoenzi- 

mei Pi értékeinek meghatározása 

izoelektromos fókuszálásai 
A : a minta helyzete 3 óra futtatás idő után
В : a minta helyzete 4 óra futtatási idő után
C : a minta helyzete 5 óra futtatási idő után
pH gradiens:4-6 

pi értékekrpi 4.9', pi 4.73
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3*1!

19. ábra. A tisztított ponty máj 
szuperoxid dizmutáz enzim vizsgá
lata izoelektromos fókuszálással, 
pH gradiens 4-6,
A : fehérjére festett gél 
В : aktivitásra festett gél
C : aktivitásra festett gél 5x10-3 M KCN jelenlétében



Szarvasmarha
máj/a

Csirke
máj/b

Kardhal
máj/c

Ponty
máj/dAminosav

aminosav oldallánc / mól enzim

20.0Lys
His

20.0 20.3 21.1
16.0 14.0 16.2 15.9

Arg 8.0 8.1 13.7 8.1
Asp 34.0 32.0 37.4 45.9
Thr 24.0 18.0 23.1 21.4
Ser 16.0 14.0 8.6 9.0
Glu 22.0 29.0 27.3 34.4
Pro
Gly

12.0 12.0 13.911.1
50.0 50.0 45.5 39.0

Ala 18.0 22.0 27.2 29.2
Cys 6.0 14.0 6.2 6.4
Val 30.0 28.0 26.0 22.5
Met 2.0 4.0 2.2 2.4
Ile 18.0 14.0 19.9 19.3
Leu 16.0 16.0 17.2 15.0

2.0TYR 2.0 4.6 4.0
8.0 8.0 8.8Phe 9.4

TRP

a. Steiman és mtsai., 1974.
b. Weisiger és Fridovich, 1973.
c. Bannister, 1977.
d. általunk tisztított ponty máj Cu,Zn-S0D 

- nem határoztuk meg

3. táblázat. A halmáj Cu,Zn-S0D enzim aminosav összetételének összeha
sonlítása más fajokból izolált Cu,Zn-S0D-ok aminosav összetételével



SDD specifikus akt. Tisztulás KitermelésSÓD aktivitás 

(U. ossz.)
Tisztítási lépések Térfogat Fehérje tartalom

(%)(mg)(ml)

29.295.0
22.330.0

6.04882.5
3601.0

620.0
550.0

Homogenizátum
Savanyítás 6.2 1.03 76.23
(NH4)fcS04-os

30.0 5.17 46.0813.500.0450.050.0kicsapás
50C-1^ hőkezelés 90.0 15.0 39.90

26.83
20.48
17.92

130.0 11.700.0
7.860.0
6.000.0
5.250.0

42.5
157.2
800.0

2100.0

26.2 * 
133.3 

350.0

50.0chloroformos kicsapás 
DEAE kromatográfia 

Sephadex G-75 

kromatográfia

20.0
5.0 7.5

2.52.0

Össztisztulás : 350 x

2. táblázat. A ponty máj Cu,Zn-S0D enzim tisztításának összefoglalása
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4.2. A szuperoxid dizmutáz enzim izoenzimképének meghatarozása 

különböző halfajok szerveiben

Az előző fejezetben már utaltunk arra, hogy úgy a Cu,Zn- mint 
a Mn-SDD-nak elektroforetikusan több izoenzime különíthető el. 
Ezen formák esetében nem eldöntött, hogy több gén által termelt 
fehérjékről van e szó, vagy ezek posztszintetikus módosulás révén 

keletkeznek (Weisiger és Fridovich 1972).
Az izoelektromos fókuszálás alkalmasnak bizonyult arra hogy, 
nyers homogenizátumot megfuttatva megvizsgáljuk, vajon eltérő hal
fajok egyes szervének SÓD izoenzimképe milyen hasonlóságot ill. 

eltérést mutat.
A homogenizátumok esetében nem kaptunk olyan éles elválást mint a 

tisztított enzim esetében, az azonban egyértelműen kimutatható 

volt hogy, az egyes halfajok szerv izoenzimképe igen eltérő, sőt 
egy fajon belül a különböző szervek esetében is van változás.
A legtöbb izoenzimet a pisztráng szerveiből mutattunk ki. A szív, 
a kopoltyú, az agy esetében 3 aktivitás csík különíthető el, mig 

a májnál csak 2 (20.ábra). A kecsegénél a kopoltyúból nem tudtunk 

(SÓD) aktivitást kimutatni, enzimaktivitás méréseink is azt mutat
ják,
nyabb a többi általunk vizsgált szervéhez képest (lsd. 
míg a szívben, agyban, májban 3 csík látható, 2 közel esik egymás- 

1 pedig távolabb (21.ábra). Ez a távolabb eső (lúgosabb izo
elektromos pontú) aktivitási csík a ponty agyban is megtalálható 

(22.ábra). A harcsánál az agyban található egy plusz csík a többi 
szervhez képest (23.ábra).
Az eredmények alapján megállapítható, hogy bár a SÓD enzim ősi 
enzim és igen nagyfokú konzervativitást mutat egymáshoz közeli 
rokonságban levő fajoknál életmód ill. egyéb tényezők függvényé- 

az egyes szervekben az eltérő funkcióra való specializálódás 

következményeképpen az enzim struktúrája módosulhat.

hogy a kecsege kopoltyújának SÓD aktivitása sokkal alacso-
később),

hoz

ben



20.ábra A pisztráng (Salmo gairdneri R.) 

különböző szerveiben előforduló szuperoxid 

dizmutáz izoenzimek elválasztása izoelektro- 

forézissel, 1:szív 2:kopoltyú, 3:agy, 4:máj5

21.ábra A kecsege (Acipenser ruthenus L.) 

különböző szerveiben előforduló szuperoxid 

dizmutáz izoenzimek elválasztása izoelektro- 

forézissel, 1:szív, 2:kopoltyú, 3:agy, 4:máj



I

i

22.ábra A ponty (Cyprinus carpio L.) 

különböző szerveiben előforduló szuper- 
oxid dizmutáz izoenzimek elválasztása 

izoelektroforézissel, l:szív, 2:kopoltyú, 
3:agy, 4:máj

23.ábra A harcsa (Silurus glanis L.) kü
lönböző szerveiben előforduló szuperoxid 

dizmutáz izoenzimek elválasztása izoelek
troforézissel, Írszív, 2:kopoltyú, 3:agy, 
4:máj
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4.3. A szuperoxid dizmutáz, kataláz, glutation peroxidáz enzimek 

fiziológiai szerepének vizsgálata

4.3.1. A szuperoxid dizmutáz, kataláz, glutation peroxidáz enzimek 

aktivitás megoszlásának vizsgálata különböző halfajokban

A halak szervezetének zsírtartalma 50 %-ban telítetlen zsírsavakból 
áll (Mazeaud és mtsai. 1979), ezért a molekuláris szabadgyök reakciók

számára fokozott lehetőség nyílik. 
Mindezek maguk után vonják az antioxidativ enzimrendszer védekező 

mechanizmusban betöltött szerepének megnövekedett fontosságát is. A 

védekező mechanizmusban szerepet játszó enzimek közül a SOD, a kataláz 

valamint a GP-áz enzimek jelentik az elsődleges enzimes védekező mecha
nizmust a reaktiv oxigén intermedierek károsító hatásával szemben.
A szabadgyökök felszabadulásának mértékét a szervezetben számos külső 

és belső környezeti tényező befolyásolja, amelyekről jelenleg még igen 

keveset tudunk. Mindezek figyelembevételével összehasonlítottuk néhány 

táplálkozási szokásaiban, életmódjában eltérően viselkedő ill. eltérő 

fejlettségi fokon álló halfaj (nevezetesen a ponty, harcsa, pisztráng, 
kecsege) SÓD, kataláz, GP-áz aktivitásának szervenkénti megoszlását.
A szervek közül a szivet, agyat, májat és á kopoltyút vizsgáltuk, mert 
ezekben a szervekben különösen intenzív szintézis és lebontó folyama
tok mennek végbe.
A ponty vegyes táplálkozású, a harcsa ragadozó, a pisztráng és a kecse
ge táplálkozási módjában egymáshoz közel állnak 

életmódot folytatnak 

latkák jelentik. A kecsege a törzsfejlődésben alacsonyabb fokot képvi
sel, a többi halfajhoz viszonyítva, fél-csontos halak osztályába tarto
zik, váza porcos, csigolyái nagyon kezdet
legesek, csontvérték borítják testét , gerinchúrja van.

valamint a lipid peroxidáció

szintén ragadozó 

de táplálékukat planktonok, lárvák és apró ál-
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Ezen vizsgált halfajok különböző szerveiben mért antioxidativ enzi
mek aktivitásának megoszlása igen változatos képet mutat.
Általában a májban a legmagasabb a vizsgált enzimek aktivitása minden 

halfajnál (24-29.ábrák), a pisztrángnál valamint a kecsegénél azonban 

az agyban mértük a legmagasabb SÓD aktivitást, ami különösképpen a ke
csegénél szembetűnően magas a többi szervhez képest. A pisztrángban a 

szervek SÓD aktivitás értékei általában magasabbak a többi halfajban 

mért értékeknél. A kecsege kopoltyú SÓD aktivitása viszont igen ala
csony a többi szerv SÓD aktivitásához viszonyítva (25.ábra).
A legegységesebb szervenkénti aktivitásmegoszlást a GP-áz enzim mutat
ja. A kecsege kivételével minden halfajnál a májban a legmagasabb, s 

az agyban a legalacsonyabb az aktivitás. A kecsegénél azonban itt is 

az agyban magasabb aktivitást tapasztaltunk a többi fajban mért érté
kekhez viszonyítva (26-27.ábrák).
A kataláz enzim esetében a kecsege kopoltyú aktivitása jelentősen 

magasabb a többi fajban mért értékekhez viszonyítva, míg a szívben 

tapasztalt aktivitás viszont igen alacsony, ami kis mértékű meta- 
bolizmusra utal (28,29.ábrák).
A kapott eredmények alapján megállapíthatjuk, hogy a kecsege, amely 

fejlődéstörténetileg alacsonyabb szintet képvisel mint a többi álta
lunk vizsgált faj, az enzimaktivitásokban számos eltérést mutat. Az 

agyban tapasztalt magas SOD ill. GP-áz aktivitás fokozott szabadgyök- 
-reakciókra utal, aminek követekezményeképpen magasabb a képződő lipid- 

hidroperoxidok mennyisége is (lsd. köv. fejezet)
Az alacsony SÓD aktivitás szint a kopoltyúban, ugyanakkor magas kata
láz aktivitás arra utal hogy a kopoltyú antioxidáns védelmében a kata- 

láznak van döntő szerepe.
A vizsgált halfajok közül a pisztráng a leg oxigén igényesebb halfaj, 
nagyon tiszta hűvös vizű forrásokban él. Ezzel összefüggésben állhat 
szerveinek magasabb SÓD enzim aktivitás értéke.
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24.ábra A szuperoxid dizmutáz enzim 
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25. ábra. A szuperoxid dizmutáz en
zim (SÓD) specifikus aktivitásának 

megoszlása a pisztráng és a kecsege 

különböző szerveiben,(Az 
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26.ábra. A glutation peroxidáz en
zim (GP-áz) specifikus aktivitásá
nak megoszlása a ponty és a harcsa 

különböző szerveiben, (Az oszlopok 

10 halból kapott értékek átlagát +- 

S.D. ábrázolják)
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27. ábra. A glutation peroxidáz en
zim (GP-áz) specifikus aktivitásá
nak megoszlása a pisztráng és a ke
csege különböző szerveiben, (Az osz
lopok 10 halból kapott értékek átla
gát +- S.D. ábrázolják



- 57 -

Ponty
г' х10'г

-а»
-С

^ 6,0 5,91 ±1,19
СП
Ё

3 2,0
ш :: Í

-а 0,5
5
S
С л0,3N

-ава
* 0,1

máj kopoltyú szív agy

Harcsa
.gj,*10*

1 7,0 
ai 5,0 
X 3,0 
5j 1,0

П 7,42-1,3

: ; *m
-o1
a

mN
-O3 0,2 *a

máj kopoltyú szív agy

28. ábra. A kataláz enzim specifikus 

aktivitásának megoszlása a ponty és 

a harcsa különböző szerveiben, (Az 

oszlopok 10 halból kapott értékek át
lagát +- S.D. ábrázolják)
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29.ábra. A kataláz enzim specifikus 

aktivitásának megoszlása a pisztráng 

és a kecsege különböző szerveiben, 
(Az oszlopok 10 halból kapott érté
kek átlagát +- S.D. ábrázolják)
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A szuperoxid-dizmutáz, a kataláz, a glutation peroxidáz 

enzimek kortól függő aktivitásának vizsgálata pontyban.
4.3.2.

Az öregedés szabadgyökös elmélete, miszerint az életkorral je
lentősen megnövekszik a sérült fehérje- és nukleinsav molekulák 

száma, növekszik a lipid peroxidáció mértéke stb., ami részben a 

szabadgyökök toxicitásával szembeni védekező mechanizmusok csök
kent működésével magyarázható, napjainkban egyre több kísérleti 
alátámasztást nyer.
Számos kísérletben bizonyították, hogy antioxidansok adása növeli 
az állatok átlagos életkorát. LPO-t csökkentő, kevés rezet, telí
tetlen zsírsavat, sok természetes antioxidánst (pl.E-,A-,C-vita- 

min) tartalmazó diéta hasonló eredménnyel jár (Harman 1969, 
1978).
A felvett O2 90%-a a mitokondriumban használódik fel, az oxigén 

fogyasztás feltehetően genetikai kontroll alatt áll. A légzőlánc 

során felszabaduló szabadgyökök lassú kumulatív károsodást okoz
nak a mitokondriumokban, mivel a védekezőrendszerek hatékonysága 

az öregedéssel csökken, s így az extramitokondriális károsodás is
nő.
Figyelembe véve, hogy az élőlények megszületését követő intenziv 

fejlődési szakaszra a fokozott élettani tevékenység jellemző, s 

ez feltehetően a szabadgyök reakciók fokozódásával jár együtt, 
megvizsgáltuk különböző korú pontyokban a SOD, a kataláz és a GP- 
-áz aktivitásokat, hogy információt kapjunk arra vonatkozólag, ho
gyan alakul ezeknek az enzimeknek az aktivitása a megszületéstől 
az ivarérett kor eléréséig.
A pontyok hivatalos életkor szerinti jelölése alapján (Antalfi 
1971) egynyaras ivadékkal (a születési év nyarának végétől a kö
vetkező nyárig), kétnyaras (kb.másfél éves hal) és háromnyaras 

(két és fél-három éves hal) egyedekkel dolgoztunk.Az aktivitáso
kat a májból, szívből, kopoltyúból és az agyból határoztuk meg.
A következő eredményeket kaptuk. Mind a három vizsgált enzim ese
tében az életkorral nőtt az enzimek aktivitása. Általában az en-
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zim aktivitások növekedésének mértéke az egy és két nyaras álla
pot között jelentős, mig a két és három nyaras kor között a növe
kedés mértéke csökken. A kopoltyú esetében azonban szembetűnően 

magas a három nyaras pontyok SÓD és kataláz aktivitása (30,32. 
ábrák). A szív SÓD és GP-áz aktivitása közel azonosnak mondható a 

különböző korú egyedekben (30,31.ábrák), mig a kataláz aktivitás 

a kétnyaras egyedekben jelentősen megnövekszik (32.ábra). 
Mindezekből arra következtethetünk, hogy az életkor előrehaladtá
val a szabadgyök reakciók mértéke növekszik, amit az antioxidativ 

enzimek aktivitás növekedése bizonyít. Idős korban azonban az en
zimek aktivitásának csökkenésével a szervezet a szabadgyökök áldo
zatául esik, azok károsító hatása fokozódik, ilyenformán a szabad
gyököknek szerves részük lehet az öregedési folyamatokban.
Úgy tűnik a halak esetében a máj és a kopoltyú membrán különöskép
pen kitett a szabadgyök reakckók károsító hatásának.
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30.ábra. A szuperoxid dizmutáz enzim 
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31.ábra. A glutation peroxidáz enzim 

(GP-áz) specifikus aktivitásának meg-
korú pontyokban. 

(Az oszlopok 10 halból kapott értékek 

átlagát +- S.D. ábrázolják)

oszlása különböző
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32.ábra. A kataláz enzim specifikus 

aktivitásának megoszlása különböző ko
rú pontyokban. (Az oszlopok 10 halból 
kapott értékek átlagát +- S.D. ábrá
zolják)

4.4. A lipid peroxidáció mértékének összehasonlító vizsgálata 

különböző halfajok egyes szerveiben ill. különböző korú ponty e~ 

gyedekben.

A lipid peroxidáció mértéke egyértelmű összefüggést mutat a 

szabadgyök reakciók mértékével. Az élő szervezet lipidjeinek aut- 

oxidációja lassú, körülírt folyamat, mivel az alapállapotban 

gyenge oxidáns. Ha azonban a lipidet egy szabadgyök hidrogén elvo
nással lipid szabadgyökké oxidál, már sokkal könnyebben reakcióba 

lép az oxigénnel, aminek következményeképpen peroxi szabadgyök 

keletkezik. Ez további láncreakciót indít el, ilyenformán a lipid 

peroxidáció folyamata felgyorsul.
A lipid peroxidáció elsődleges következménye a membránok integri
tásának megbomlása, különösképpen azon területeken ahol a telítet
tlen zsírsavak mennyisége nagy. Mint azt a korábbi fejezetben em
lítettük a halak zsírtartalmának több mint 50%-a telítetlen zsír
sav. A korábban tárgyalt enzimaktivitás mérésekhez kapcsolódva
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meghatároztuk az egyes halfajok szerveiben a lipid peroxidáció 

mértékét. A legnagyobb értéket a vizsgált fajok esetében az agy
ban találtuk, ami az agyszövet zsírtartalmának különösen magas 

telítetlen zsírsav tartalmával függ össze (Radi 1983). A legmaga
sabb értéket a kecsegében és a pisztrángban mértük, a legalacso
nyabbat a harcsában (33,34.ábrák). Farkas és mtsai. (1978), Csen- 
geri és mtsai. (1978), kimutatták, hogy a halakban az agy zsír 

összetétele függ az adott faj táplálkozási szokásaitól, de fajon
ként is eltérő lehet. Minden faj esetében igen magas a lipid pe
roxidáció mértéke a kopoltyúban, ami magyarázható azzal, hogy a 

kopoltyú fokozottan ki van téve a környezet károsító hatásának. A 

szívben minden esetben alacsony szinteket mértünk. Megvizsgáltuk 

a különböző korú pontyok egyes szerveiben is a LPO mértékét. Az 

enzimaktivitások ahogyan azt az előző fejezetben tárgyaltuk az 

és háromnyaras egyedekben az életkorral növekedtek.két-egy-
Ennek ellenére a LPO-ban is kismértékű növekedés figyelhető meg 

(33.ábra), ami arra utal, hogy a már létrejött lipid hidroperoxi- 

dok csak egy részét képes a védekezőrendszer a GP-áz aktivitás ré
vén elbontani, s így az életkorral a LPO fokozódik, amit a lipid 

peroxidáció termékeként azonosított lipofuszcin vagy öregedési 
pigment időskori felszaporodása is bizonyít (Fehér és Vereckei 
1985).
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33.ábra. A lipid peroxidáció mérté-
vizsgálata a 

ponty és a harcsa különböző szervei
ben. (Az oszlopok 10 halból kapott 
értékek átlagát+-S.D. ábrázolják)

kének összehasonlító
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34.ábra. A lipid peroxidáció mérté 
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szerveiben.
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35.ábra. A lipid peroxidáció mértéké
nek összehasonlító vizsgálata külön
böző korú pontyokban. (Az oszlopok 

az egynyaras egyedek esetében 20, a 

többi esetben 10 halból kapott érté
kek átlagát+-S.D. ábrázolják)

4.5. A szuperoxid dizmutáz, kataláz, glutation peroxidáz enzi
mek aktivitásának valamint a lipidperoxidáció mértékének szezoná
lis változása a pontyban.

A SOD, a kataláz, a GP-áz aktivitások különböző halfajokban tör
tént meghatározásakor kapott aktivitás értékeket a ponty esetében 

ha összevetjük a különböző korú ponty egyedek közül a háromnyaras 

pontyokra kapott értékekkel, azt tapasztaljuk, hogy az utóbbi eset
ben az aktivitások valamint az LP0 értéke sokkal magasabb, pedig 

azonos korú és súlyú egyedekről van szó (4,5.táblázatok). Az akti
vitásértékek közötti különbség abból adódik, hogy a két kísérlet 
sorozatot nem azonos évszakban végeztük. Gabrielak és mtsai. 
(1983) végeztek évszaktól függő aktivitás méréseket. Különböző ha
lak vörösvértestjeinek tavaszi és őszi periódusban mért SOD, kata-
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láz peroxidáz enzim aktivitásait hasonlították össze. Az ősszel 
mért aktivitás értékek alacsonyabbak voltak a tavasszal mért 
értékeknél. Mi a nyári (julius) és téli (december) időszakban 

végeztünk méréseket.A nyári évszakban mért aktivitás értékek
minden esetben magasabbak a téli időszakban mért értékeknél. Ez 

azzal magyarázható, hogy télen az alacsony hőmérsékletű vizekben a 

halak mozgás aktivitása táplálék felvétele, ennek következtében 

anyagcsere folyamatai jelentősen lecsökkennek. A hőmérséklet 
növekedésével párhuzamosan növekszik a táplálék felvétel gyorsul 
az anyagcsere (32.ábra) Különösképpen szembetűnő a kataláz 

aktivitás növekedése, ami elsősorban a fokozodó aminosav
anyagcsere eredménye, de sokkal magasabb a lipidperoxidáció 

is, ami fokozott
felszabaduló szabadgyökös reakciók növekedésére utal.
mértéke °2 fogyasztás eredményeképpen

36.ábra. A halak táplálékfelvételének évszaktól 
függő változása (Anderson 1959)
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Szervek Szuperoxid 

dizmutáz 

(E/mg f)

Kataláz dictation 

peroxidáz 

(E/mg f)

Lipidperoxi-
dáció
(nM MDA/g.nsz.)(B.U./mg f)

máj
kopoltyú
szív

22.19+-1.40 

12.26+-1.68 

10.73+-0.83 

10.00+-0.60

8.01+-1.72
2.54+-0.59
2.99+-0.31
2.08+-0.34

13.54+-1.84 

9.04+-1.01 

5.32+-0.42 

4.41+-0.10

166.28+-25.00 

78.23+-16.83 

147.41+-16.17 

212.52+-28.50agy

4.táblázat. A ponty különböző szerveiben nyári vízhőmérséklet mel
lett mért szuperoxid dizmutáz, kataláz, glutation peroxidáz enzim ak
tivitás valamint lipid peroxidáció értékek változása

Szervek Szuperoxid 

dizmutáz 

(E/mg f)

Kataláz Glutation 

peroxidáz 

(E/mg f)

Lipidperoxi-
dáció
(nM MDA/g.nsz.)(B.U./mg f)

máj 16.25+-3.09 

9.16+-1.89 

10.77+-1.20 

6.65+-0.50

5.91+-1.19
0.27+-0.07
0.28+-0.08
0.40+-0.03

9.00+-0.80 

2.04+-0.75 

1.98+-0.08 

0.40+-0.02

90.02+- 4.30 

57.73+-16.55 

20.78+- 6.07 

58.00+- 5.81

kopoltyú
szív
agy

5.táblázat. A ponty különböző szerveiben téli vízhőmérséklet mel
lett mért szuperoxid dizmutáz, kataláz, glutation peroxidáz enzim akti
vitás valamint lipidperoxidáció értékek.
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4.6. A paraquat, a metidation a réz-szulfát növényvédőszerek 

szabadgyökkel összefüggő károsító hatásának vizsgálata a pontyban 

in vivo és in vitro körülmények között.

A 2.5, 5.0, 10.0, mg/l CuSO^, PQ valamint az 1.0, ill. 2.0 

mg/l MD koncentrációk esetében, in vivo végzett kísérletek eredmé
nyei alapján megállapíthatjuk, hogy mindhárom vegyület jelentős 

S0D aktivitás növekedést váltott ki a májban s az igy kapott érté
kek jelentősen különböztek a kontroll értékekhez viszonyítva. A 

MD esetében a 2mg/l feletti hatóanyag koncentrációnál a halak a 

kezelést követően rövid időn belül elpusztultak.
A CuSO^ alkalmazásánál már a legkisebb koncentrációnál is a S0D 

aktivitás növekedés meghaladta a 200 %-ot, s a hatóanyag koncent
rációjának növelésével egyenes arányosságban 600 % fölé emelke
dett .
A PQ valamint a MD esetében az aktivitás szintén lineárisan nőtt 
az alkalmazott koncentráció függvényében. A 10 mg/l PQ koncentrá
ciónál az aktivitás növekedése meghaladta a 250 %-ot, a MD eseté
ben a 2mg/l koncentráció értékhez tartozó aktivitás 252.5 % volt 
(37-39.ábrák).

A vizsgált növényvédőszerekkel történt kombinált kezelések ese
tében a 2.5 mg/l 0uS0^ + 2.5mg/l PQ együttes alkalmazásakor az 

egyedi hatásokra kapott aktivitások mintegy összeadódtak (40. 
ábra).
A 2.5 mg/l CuSO^ + 1.0 mg/l MD ill. 2.5 mg/l PQ + 1.0 mg/l MD es
etében az együttes hatásra mért S0D aktivitás értékek alul marad
tak az egyedi értékekhez viszonyítva (41, 42.ábrák)

Az in vitro kísérletink során azt tapasztaltuk, hogy az alap 

adrenalin-adrenochrome reakciót a vizsgált vegyületek közül egyik 

sem befolyásolja, 5.0 mg/l PQ-t, MD-t ill. CuS0^-t adva a reakció 

kezdeti pillanatában a reakcióelegyhez külön külön megvizsgáltuk 

az adrenalin-adrenochrome reakció időbeli lefutását, mely teljes 

mértékben megegyezett a kontroll reakcióéval (43.ábra).
5mg/l hatóanyag koncentrációval szobahőmérsékleten megvizsgáltuk
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a szerek hatásának inkuciós idő függését máj szövet homogenizátum- 
ban. Az eredmények alapján a további kísérletekhez 10 perces in
kubációs időt alkalmaztunk (44.ábra).
A szövet homogenizátumokkal végzett in vitro kísérletekben mindhá
rom vizsgált hatóanyag SÓD aktivitás növekedést okozott, legna
gyobb mértékű növekedést ebben az esetben is a CuSO^ váltott ki, 

40 mg/l koncentráció érték felett azonban mind a három szer eseté
ben SÓD gátlás tapasztalható (45.ábra).
A tisztított hal máj SÓD enzimmel történt vizsgálatokban azt ta
pasztaltuk, hogy a PQ, valamint a MD nem befolyásolta a SÓD enzim 

aktivitását, míg á CuSO^ jelentős aktivitás növekedést váltott 

ki, 20.0 mg/l hatóanyag koncentrációig, e fellett viszont csök
kent az aktivitás, s 100.0 mg/l koncentráció értéknél kontroll 
érték alá csökkent (46. ábra).

A kísérleti eredmények alapján a következőket állapíthatjuk 

meg. A paraquattal végzett in vivo kísérletek során kapott eredmé
nyek, az emlős állatokon végzett kísérleti eredményekkel egybe
hangzóan arra engednek következtetni, hogy a halak szervezetében 

a PQ hasonló oxidációs-redukciós átalakuláson megy keresztül ami 
nemkívánatos szabadgyök felszabadulást idéz elő. Matkovics és 

mtsai. (1984) ezüst pontyon (Hypothalamicthys molitrix V.) már 
vizsgálták a PQ koncentrációtól függő hatását az antioxidáns enzi
mekre. Az általuk kapott eredményekhez viszonyítva mi a közönsé
ges pontyban (Cyprinus carpio L.) jelentősen nagyobb S0D aktivi
tás növekedést tapasztaltunk közel azonos PQ koncentráció értékek
nél.
A halak igen érzékenyen reagáltak a MD kezelésekre. A szerves 

foszforvegyület-alapú peszticidek esetleges szabadgyök károsodást 
indukáló hatásáról kevés irodalmi adat áll rendelkezésünkre. Szin
tén Matkovics és mtsai. (1980, 1983) munkájából tudjuk, hogy az 

ugyanezen vegyület csoportba tartozó sumithion ill. triklorfon 

szerves foszfát észterek patkányokban jelentősen befolyásolták a 

peroxid metabolizmusban szerepet játszó enzimek aktivitását. Az 

hogy a halak 2mg/l hatóanyag koncentrációnál rövid időn belül el
pusztultak arra utal, hogy a methidation igen erős méreg a számuk
ra. Korábbi munkánk során igazoltuk, hogy erős stressz hatást
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vált ki a halakban és jelentős a kolineszteráz bénító hatása (Víg 

és mtsai. 1987, Nemcsók és mtsai 1987/a). Ezen túlmenően a SÓD 

enzim aktivitásának növekedése szabad gyökös reakciók fokozódásá
ra enged következtetni. Sem a PQ sem pedig a MD nincs direkt ha
tással a SÓD enzimre, ezt mutatták a tisztított enzimen végzett 
kísérleteink, viszont szövet homogenizátumhoz adva aktivitás növe
kedést váltanak ki, ami arra utal, hogy a májszövet SÓD aktivitá
sának egy része gátolt formában van jelen a szövetekben, s a 

mennyiségének növekedésével ez a tartalék aktivitás működésbe lép
het . A szövethomogenizátumban tapasztalt gátlást a nagymennyiség
ben felszaporodó 1^2 koncentráció okozhatja.
A MD szerkezetét megvizsgálva (4.ábra) feltételezhetjük, hogy a 

PQ-hoz hasonlóan oxidációs-redukciós átalakuláson megy keresztül. 
Az oxocsoport könnyen oxidálható és redukálható,mely folyamat egy 

része a szén-oxigén kötés gyökös mechanizmusé átalakulásán alapul 
(Kovács és Halmos 1972).
A nehéz fémekről ismert, hogy különösen azért jelentenek veszélyt 
a vizi szervezetek ill. a halak számára, mert nagy mértékben képe
sek azokat akkumulálni szervezetükben (Salánki és mtsai. 1982, 
Nemcsók és mtsai. 1985/b, 1987/b).
A halak szervezetében a megnövekedett réz koncentráció jelentős 

szövet károsodásokat ill. anyagcsere elváltozásokat okoz (Rojik 

és mtsai. 1983, Schreck és Lorz 1978, Pascoe és Evans 1986).
Az in vivo kisérletek során tapasztalt jelentős SÓD aktivitás nö
vekedésnek kettős oka lehet. Egyrészt eredhet a Cu szabadgyök ge
neráló hatásának következményeként megnövekedett aktivitásból, 

másrészt a magasabb réz koncentráció közvetlenül is befolyásolhat
ja az enzim aktivitást. Ez utóbbit bizonyítja a rézzel történt in 

vitro kísérlet, a réz ugyanis valamilyen formában kötődött az en
zimhez, s egy bizonyos koncentráció értékig növelte annak aktivi
tását. A Cu ionok önmagukban nem képesek gyökök dizmutációjá- 

ra, de bizonyos réz aminosav komplexek már igen (Leuthauser és 

mtsai. 1981), így ilyen komplexek is létrejöhetnek a Cu szervezet
be jutásakor amelyek látszólagos aktivitás növekedést eredményez
nek. A kombinált kezelések során kapott eredmények arra utalnak,

°2
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hogy a Cu szabadgyök generáló hatásából eredt az aktivitás növe
kedés, ugyanis a PQ-al együtt adva réz-szulfáttot a SÓD aktivitás 

növekedés szinergista hatást mutatottt. Ha a Cu direkt módon nö
velte volna a SÓD aktivitást annak mérsékelnie kellett volna a PQ 

hatására megnövekedett SÓD aktivitás mértékét.
Feltehetően igen bonyolult reakciókról van szó, amit a réz kon
centráció nagymértékben befolyásol, hisz az in vitro kísérletek 

során azt tapasztaltuk, hogy bizonyos koncentráció értékig a Cu 

növelte majd a felett gátolta a SÓD aktivitást. így feltételezhe- 

hogy a Cu szervezetbe jutása megnövelheti az enzim aktivitá
sát esetleg szintézisét is fokozhatja hisz az enzim természetes
tő,

kofaktora réz. Ugyanakkor bizonyos réz-sók szabadgyök generáló 

hatását irodalmi adatok is bizonyítják (Gutteridge és Wilkins, 
1983). Tehát a réz a szervezetbe jutva ugyanakkor antioxidativ és 

szabadgyök generáló hatással is rendelkezik.
A metidation minden esetben a réz-szulfáttal ill. a paraquattal 
együttesen alkalmazva eddig ismeretlen hatásmechanizmus alapján 

antagonista módon hatott.
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37. ábra. Különböző paraquat (PQ) kon
centrációk hatásának vizsgálata a 

ponty máj szuperoxid dizmutáz (S0D) 
specifikus aktivitására (SA) in vivo 

körülmények között. (Egyedszám: 8-10. 
Az értékek a kontroll %-ában vannak 

kifejezve)
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38. ábra. Különböző réz-szulfát (Cu1) 
koncentrációk hatásának vizsgálata a 

ponty máj szuperoxid dizmutáz (S0D) 
specifikus aktivitására (SA) in vivo 

körülmények között. (Egyedszám: 8-10. 
Az értékek a kontroll %-ában vannak 

kifejezve)
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39. ábra. Különböző metidation (MD) 
koncentrációk hatásának vizsgálata a 

ponty máj szuperoxid dizmutáz (S0D) 
specifikus aktivitására (SA) (Egyed
szám: 8-10, Az értékek a kontroll 
%-ában vannak kifejezve)
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40. ábra. 2.5 mg/l paraquat (PQ) + 

2.5 mg/l réz-szulfát (Cu*) együttes 

hatásának vizsgálata a ponty máj szu- 

peroxid dizmutáz (S0D) enzim specifi
kus aktivitására (SA) in vivo körülmé
nyek között (Egyedszám: 8-10. Az érté
kek a kontroll %-ában vannak kifejez
ve)
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kontroll PQ PQ MD MD PQ+MD

41. ábra. 2.5 mg/l paraquat (PQ) + 

1.0 mg/l metidation (MD) együttes ha
tásának vizsgálata a ponty máj szuper- 
oxid dizmutáz (S0D) enzim specifikus 

aktivitására (SA) in vivo körülmények 

között (Egyedszám: 8-10, Az értékek a 

kontroll %-ában vannak kifejezve)
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2.5 mg/l réz-szulfát (Cu*) + 

1.0 mg/l metidation (MD) együttes ha
tásának vizsgálata a ponty máj szuper- 

oxid dizmutáz (S0D) enzim specifikus 

aktivitására (SA) in vivo körülmények 

között (Egyedszám: 8-10, Az értékek 

a kontroll %-ában vannak kifejezve)

42. ábra.
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44. ábra. A paraquat (PQ), a réz-szul
fát (Cu) valamint a metidation (MD) 
hatásának inkubációs idős idő függése 

a ponty máj homogenizátum szuperoxid 

dizmutáz (S0D) enzim specifikus akti
vitására (in vitro)
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45. ábra. A paraquat (PQ), a réz-szul
fát (Cu; valamint a metidation (MD) 
hatásának vizsgálata a ponty májhomo- 
genizátum szuperoxid dizmutáz (S0D) 
specifikus aktivitására (in vitro)
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46. ábra. A paraquat (PQ), a réz-szul
fát (Cu*) valamint a metidation (MD) 
hatásának vizsgálata 

ponty máj szuperoxid dizmutáz (SÓD) 
enzim specifikus aktivitására (in vit-

a tisztított

ro)

4.7. Az hipoxia valamint hipoxiás körülmények között történt 
paraquat kezelés hatásának vizsgálata a ponty S0D aktivitására

Az akváriumok oxigén adagolását megszüntetve a halak 8 óráig 

éltek. Az óránkénti mérések szerint az O2 koncentráció már 2 óra 

elteltével jelentősen 5mg/l-ről lmg/1-ге csökkent (47.ábra). A 

hipoxiás körülmények között történt PQ kezelés hatására időben 

azonos lefutás szerint azonban kevésbé csökkent a víz O2 tartal
ma. A jelenség azzal magyarázható, hogy a paraquat metabolizmusa 

során képződő szabad gyökök a légzőhámot károsítják (Clark és 

mtsai. 1966; Stancliffe and Pirié, 1971),így a PQ hatására sérült 
kopoltyú hámsejteken keresztül kevesebb O2 -t képesek felvenni a
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halak, mint a PQ mentes vízben. PQ kezelést követően a halakban a 

kopoltyú membrán sérülését korábbi biokémiai, illetve fény- és 

elektronmikroszkópos vizsgálataink is kimutatták (Rojik és mtsai. 
1983, Matkovics és mtsai. 1984; Asztalos and Nemcsók, 1985)

Kísérleteink során a vizsgált szervekben mind a PQ mind a hi- 

poxia esetében jelentősen növekedett a SÓD aktivitása (48. ábra). 
A PQ hatására bekövetkezett SÓD aktivitás változás a korábbi méré
seinkkel egybehangzóan legnagyobb mértékű a májban, jelentős mér
tékű a kopoltyúban, alig érzékelhető az agyban. Az agyszövet nagy 

mértékben védett a PQ toxicitásával szemben, mivel a vér-agy-gát 
csökkenti a PQ-пак a plazmából az agy szövetbe jutását (Rose és 

Smith 1977). Az anoxiás állapot mindhárom szervben de különöskép
pen az agyban és a májban jelentős aktvitás növekedést váltott 

ki. Ez annak a következménye lehet, hogy hipoxiás körülmények kö
zött egyes anyagcsere-folyamatok módosulhatnak, kezdetben fokozód
hatnak (Van den Thillard és mtsai. 1976, Van den Thillardt, 1982) 
és ennek során a szabad gyökök képződése is fokozódik. Továbbá ki
mutatták, hogy nemcsak hiperoxia hanem hipoxia hatására is ha 

nincs teljes anoxia, fokozódik az univalens szivárgás mértéke, 
mert az elektrontranszportlánc tagjai redukálódnak, egymástól 
disszociálnak, s fokozódik autoxidációjuk amely során 0^ -ok ke
letkeznek (Nohl és Hegner 1978).
A PQ adagolás hipoxiás körülmények között az állatok kopoltyújá- 

ban a csak hipoxiás körülmények között tartott állatokéhoz képest 
jelentősen megnövelte a SÓD aktivitást, míg a máj valamint az agy 

esetében ez a növekedés nem figyelhető meg. Ennek oka az hogy, a 

PQ toxicitásának mértéke függ az oxigén koncentrácótól. Selmán és 

mtsai. (1985), megállapították, hogy az általuk vizsgált patká
nyok tüdőszövetében a PQ az oxigén koncentrációjának növelésével 
fokozott mértékű szöveti léziót fejtett ki. Rose és Smith (1977) 
in vitro körülmények között vizsgálták tüdő szövet szeletek PQ 

felvételét s tapasztalataik szerint oxigén mentes környezetben a 

szövetekben nem volt kimutatható PQ felvétel.
Mivel a halak kopoltyúja közvetlenül érintkezik a vízzel, igy a 

PQ a kopoltyúban ki tudta fejteni szövetkárosító hatását, s itt a
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szabadgyökös folyamatok mértéke is fokozódott, míg a májban ill. 

az agyban az egyre fokozodó hipoxiás körülmények miatt nem, ill. 

igen kis mértékben.
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*—■* hipoxia + 10 mg/l PQ
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ábra. A paraquat (PQ) valamint a hipoxia 

egyedi és kombinált hatásának vizsgálata a 

ponty oxigén felvételére

47.
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48. ábra. A paraquat (PQ) valamint a hipoxia 

egyedi és kombinált hatásának vizsgálata a 

ponty különböző szerveinek szuperoxid dizmu- 
táz (S0D) specifikus aktivitására (Egyed- 
szám: 10)
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4.8. A szabadgyökök károsító hatásának vizsgálata a halak úszó
hólyag gyuladásos megbetegedésében

A halak úszóhólyag gyulladásos megbetegedését (Aerocistis), né
met szerzők Hofer (1904) és Fiebieger (1913) írták le először 

1904-ben, akik e megbetededést paraziták, elsősorban coccidiumok 

tömeges jelenlétére vezetik vissza. Az úszóhólyag gyulladás okta
na nem egységes. A kutatók kiváltóokként azonban esetenként más 

és más behatást jelölnek meg, vannak akik egyoldalú takarmányozás
nak, mások bizonyos aminosavak hiányának tulajdonítják, ill. víru
sos eredetre gondolnak. A betegség leggyakrabban idült formában 

jelenik meg. Sok esetben, különösképpen fiatal halaknál jellegze
tes tünetek nélkül zajlik le, csak az állatok elpusztulását köve
tő boncoláskor derül fény a betegségre.
Mint ahogyan a bevezetőben már utaltunk rá, számos gyulladásos 

megbetegedésben szerepet tulajdonítanak a szabadgyököknek. Ugya
nis a fagocita sejtek működésekor keletkező 0^ és H2O2 kijut a 

sejten kívülre is, s az extracelluláris tér gyenge antioxidáns 

védelme miatt károsíthatják az ép szöveteket. Kimutatták, hogy a 

felszabaduló Oj egy plazma prekurzorral - ami feltehetően egy al- 

bumin-lipid komplex amit maguk a fagociták termelnek - reagálva a 

fagocitákat aktiválja. Amig van a gyulladás helyszínén fagocitá- 

kat aktiváló anyag, addig a folyamat erősödik, mert az aktiváló
dáskor keletkező R0I-ek a helyszínen összegyűlt leukocitákból 
olyan nagy mennyiségben szabadulnak fel, hogy magukat a leukocitá- 

kat is károsítják, ezáltal további intermedierek, lizoszómális 

enzimek szabadulnak fel, fokozva a szövetkárosodást. A SÓD enzim 

több állat kísérlet során jó gyulladásgátlónak bizonyult (Fantone
és Ward 1982, Petrone és mtsai. 1980).
Mindezek ismeretében megvizsgáltuk úszóhólyag gyulladásos megbete-

GP-ázgedésben szenvedő halak különböző szervének SÓD, Kataláz, 
aktivitását valamint a szövetek LPO értékeit. A halakat a szarva
si Haltenyésztési Kutató Intézettől kaptuk.
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Az úszóhólyag gyulladásos halak úszóhólyagjában minden esetben ma
gasabb aktivitásokat mértünk mint a kontroll halakban, különöskép
pen a SÓD és a kataláz enzimek aktivitása magas, ami szabadgyökök 

és fokozott felszabadulására utal, és szoros összefüggésben 

áll a gyulladásos szövetekben lejátszódó fentebb részletesen is
mertetett folyamatokkal (49,50.ábrák). A GP-áz aktivitás is növe
kedett ami a lipid peroxidációs folyamatok fokozódására utal, ami 
kimutatható volt az úszóhólyagban (50,51.ábrák).
Jelentős SÓD aktivitás figyelhető meg a beteg halak szivében (49. 
ábra), ami arra utal, hogy a gyulladás helyén fokozott mértékben 

felszabaduló szabadgyökök a keringéssel más szervekhez is eljut
hatnak s ott szövetkárosodást fejthetnek ki.
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□ kontroll 
0 uszóh. gyulladás

20,0
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49. ábra. Egészséges és úszóhólyag gyulladásos 

megbetegedésben szenvedő pontyok különböző 

szervének szuperoxid dizmutáz (S0D) specifikus 

aktivitása
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□ kontroll 
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50. ábra. Egészséges és úszóhólyag gyulladásos 

megbetegedésben szenvedő pontyok különböző 

szervének glutation peroxidáz (GP-áz) specifi
kus aktivitása
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□ kontroll 
0 úszóh. gyulladás
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51. ábra. Egészséges és úszóholyag gyulladásos 

megbetegedésben szenvadő pontyok különböző 

szervének kataláz specifikus aktivitása
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52. ábra. Egészséges és úszóhólyag gyulladásos 

megbetegedésben szenvendő pontyok különböző 

szervének lipid peroxidációs értékei.
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4.9. A szelén antioxidáns hatásának vizsgálata a pontyban

Cross és munkatársai (1977) megállapították, hogy szelén ill. 

E-vitamin hiányos tápanyaggal táplált patkányokban a paraquat 
toxikusabb hatást fejtett ki mint a kontroll állatokban. A szelén 

hiányos állatokban növekedett a lipid peroxidáció mértéke, a lizo- 

szómális enzimek aktivitása, a glutation peroxidáz aktivitás 

pedig csökkent. Megállapították továbbá, hogy gyulladásgátlók elő
zetes adásakor (aspirin, indomethacin), megnövekedett a SÓD enzim 

aktivitása, ami növelte a kísérleti állatok ellenálló képességét 
a PQ-val szemben.
A szerzők által kapott eredményeket figyelembe véve kísérleteink 

során arra kerestük a választ, hogy szelén adásával növelhető e a 

halak ellenálló képessége a PQ károsító hatásával szemben.
A halak különböző szerveinek szelén tartalmára irodalmi adat nem 

állt rendelkezésünkre, ezért kezdeti lépésként ezt határoztuk 

meg. A vizsgált szervek közül a májban, szívben közel azonos 

értékeket találtunk, a legalacsonyabb mennyiséget a vörös izomban 

mértük (53.ábra). A kapott eredmények alapján 50 ill. 100/jg/test- 

súly kg szelént (Na2Se0j) adtunk be a halaknak a hasüregebe. Ez 

kb. másfél ill. kétszeres mennyisége a testsúly kg-га számított 
átlagos szelén taratalmuknak. Ezután megvizsgáltuk a szelén tarta
lom alakulását a vérben mind két koncentráció esetében a szélén 

beadását követően 24, 48,72 és 96 óra elteltével. Mindkét koncent
rációnál 24 óra elteltével volt a legmagasabb a szelén koncentrá
ció a vérben, majd azután csökkent, s 72 óra után beállt egy 

szintre (54.ábra).
Ezek ismeretében a következő kísérletet állítottuk be. 
egy-egy csoportjának 50yug/tsly.kg Se-t ill. 100 AJg/tsly.kg Se-t 
adtunk intraperitoniálisan, egy másik csoportját 10mg/l PQ-val 
bekezeltük ( a vízbe adtuk a hatóanyagot). További két csoportot 
bekezeltünk 10 mg/l PQ-val és beoltottuk Se-al. Mindezek mellett 
beállítottunk egy kontroll csoportot is. A 0. percben ill. a kí
sérlet végesztével 96 óra múlva levett mintákból mértük a SOD, a

A halak
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kataláz, a GP-áz aktivitásokat valamint az LPO-t, s a szelén tar
talmat. Az enzimaktivitásokat a vörösvérsejtekből mértük.
A PQ hatására a vérben a SÓD és a GP-áz aktivitás növekedett meg 

jelentős mértékben (55, 56.ábrák). Csak Se hatására a vér GP-áz 

aktivitása mindkét koncentráció esetében emelkedett, érdekes vi
szont, hogy hasonló mértékben megemelkedett a kataláz aktivitás 

is (57.ábra). Az LPO viszont a kontroll értékekhez képest 
csökkent (58. ábra). Megvizsgálva azokat a halakat amelyeket 
Se-el + PQ-al kezeltünk azt tapasztaltuk, hogy a PQ + Se hatására 

csökkent a SÓD aktivitás a csak PQ-val kezeitekhez képest, s az 

LPO értéke hasonlóképpen alacsonyabb volt (55,58.ábrák). A GP-áz 

valamint a kataláz aktivitás a PQ-al kezelt Se-el beoltott
állatokban sem haladta meg a csak Se-el kezelt halakban mért

(56,57.ábrák), 
következtetést vonhatjuk le, hogy a 

antioxidáns védekező képességét s ezáltal csökkentette a PQ 

toxikus hatását. A lipid peroxidációra kapott értékek még inkább 

megerősítenek bennünket ezen állításunkban, hiszen a Se-al kezelt 
állatokban a PQ LPO-t fokozó hatása egyáltalán nem figyelhető 

meg. Sőt az LPO értékek ezekben a halakban még a kontroll 
értékeket alul is múlják (58. ábra).
A kontroll és a kezelt halakból mért Se tartalom megoszlás jól 
korrelál a különböző csoportokban mért GP-áz aktivitás értékek
kel ,
aránya kicsi a kötött Se-hoz viszonyítva.
Annak eldöntésére, hogy a vérből a Se a vesén át kiürül ill. ak
kumulálódik a halak szervezetében, meghatároztuk egyes szervek Se 

tartalmát. A 54. ábrán látható hogy 96 óra elteltével a beadott 
Se egy része kiürült. Megvizsgálva bizonyos szöveteket, azt ta
pasztaltuk hogy a szövetek Se tartalma viszont nőtt (59.ábra), 
ami ugyanakkor GP-áz aktivitás növekedést is okozott (60.ábra). A 

Se-al beoltott PQ-al kezelt állatokban mért GP-áz aktivitások a 

szövetekben sem haladták meg a csak Se-al beoltott állatokban 

mért aktivitás értékeket.

aktivitások értékét Mindezekből azt a 

Se fokozta az állatok

ami arra utal, hogy a vérben az oldott állapotban levő Se
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Az irodalmi adatok és az általunk kapott eredmények alapján megál
lapíthatjuk
adással növelhető, így fokozható a szervezet védekező képessége a 

káros oxidativ anyagcsere folyamatokkal szemben.

hogy a Se-dependens glutation peroxidáz aktivitás Se5
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53. ábra. Szelén megoszlás a ponty különböző 

szerveiben és a vérben. (Egyedszám:10)
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54. ábra. A szelén (Se) koncentrációváltozása 

a vérben 50 ill.100 jug/testsúly kg Se beadását 
követő 24, 48, 72, 96 óra elteltével. (Egyed
szám: 5)
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l.önkontroll 
2.10mg/l PQ 
3.50/jg Se/ tests, kg 
4.100 pg Se / tests kg
5.10 mg/1 PQ + БО^ид Se/tests. kg
6.10 mg/l PQ + 100 ug Se/ tests, kg
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55. ábra. A paraquat (PQ) valamint a szelén 

(Se) egyedi és együttes hatásának vizsgálata a 

vörösvérsejtek szuperoxid dizmutáz (S0D) speci
fikus aktivitására a pontyban 96 óra eltelté
vel. (Egyedszám:10, az értékek az önkontroll 
Só-ában vannak kifejezve)
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1. önkontroll
2.10mg/l PQ
3.50/jg Se/tests kg
4.100/jg Se/tests, kg
5.10 mg/l PQ + 50ug Se/tests. kg
6.10mg/ PQ + 100ug Se/tests.kgc 200
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ábra. A paraquat (PQ) valamint a szelén 

(Se) egyedi és együttes hatásának vizsgálata a 

vörösvérsejtek glutation peroxidáz (GP-áz) spe
cifikus aktivitására pontyban 96 óra eltelté
vel (Egyedszám:10, az értékek az önkontroll 
%-ában vannak kifejezve).

56.
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1. önkontroll

2.10 mg/l PQ
3. BO^g Se / testsúly kg

4. 100^g Se/testsúly kg

5.10 mg/l PQ + 50 pg Se/tests. kg

6.10 mg/l PQ +100 jug Se / tests kg
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57. ábra. A paraquat (PQ) valamint a szelén 

(Se) egyedi és együttes hatásának vizsgálata 

vörösvérsejtek kataláz specifikus aktivitására 

a pontyban 96 óra elteltével (Egyedszám:10, az 

értékek az önkontroll %-ában vannak kifejezve)
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ábra. A paraquat (PQ) valamint a szelén 

egyedi és kombinált hatásának vizsgálata a vö- 

rösvérsejtek lipid peroxidációjára a pontyban 

96 óra elteltével (Egyedszám:10, az értékek az 

önkontroll %-ában vannak kifejezve)

58.
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59. ábra. A szelén (Se) koncentráció változása a ponty különböző szöveteiben ill. a 

vérben 96 óra elteltével a kontroll halakban valamint a paraquat (PQ) és szelén (Se) 
egyedi és együttes kezelések hatására (Egyedszám:10)
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glutation peroxidáz (GP-áz) specifikus aktivitás változása a ponty külön- 

(PQ) és szelén (Se) egyedi és kombinált kezelések hatására
kontroll %-ában vannak kifejezve)

60. ábra. A
böző szerveiben paraquat 
96 óra elteltével (Egyedszám:10, az értékek a
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Összefoglalás

Kísérleteink során vizsgáltuk a SOD, a kataláz, a GP-áz enzi
meknek a halak antioxidativ enzimrendszerében betöltött szerepét 
fiziológiás valamint patológiás körülmények között.

Eredményeinket az alábbiakban összegezzük:

A ponty májból tisztított Cu,Zn-S0D enzim biokémiai tulajdonsá
gaiban (molekula súly, aminosav tartalom, izoelekroms pont) jó 

egyezést mutat más fajokból eddig ismert hasonló enzimek tulajdon
ságaival. Izoelektromos fókuszálással 2 elkülöníthető izoenzimet 
tartalmaz melyek izoelektromos pontjai: Pi=4.3 , Pi=4.73.

Mind a Cu,Zn-, mind pedig a Mn-SOD enzimeknek több izoenzime 

ismeretes emlős fajokban, melyekről még nem tisztázott, hogy egy 

gén által termelt termékek vagy posztszintetikus módosulás révén 

keletkeznek. A SÓD enzimnek minden vizsgált halfajban több izoen- 

zimét tudtuk kimutatni a különböző szervek (agy, szív, máj, kopol
tyú) homogenizátumában izoelektromos fókuszálással. A különböző 

fajok szerv izoenzim képe eltér egymástól, de különbség van az 

egyes fajok különböző szerveinek izoenzim képében is.

A SÓD, kataláz, GP-áz enzimek szervenkénti aktivitás 

megoszlása valamint a LPO mértéke eltérésést mutat a különböző 

halfajokban, ami arra utal, hogy összefüggés áll fenn a szabad
gyök reakciók mértéke valamint az életmódbeli különbségek 

között.

Ellentétben az idős korban tapasztalható enzim aktivitások 

csökkenésével és a LPO erőteljes fokozódásával, ami szoros össze
függésben áll az élő szervezetek öregedési folyamataival,a kezde
ti fejlődési szakasztól az ivarérett kor eléréséig vizsgálva a 

halak antioxidativ enzimrendszerét minden esetben az enzimek akti
vitásának növekedését tapasztaltuk. Ez testtömegük gyarapodását
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előidéző fokozottabb anyagcsere folyamataikkal függ össze. Az en
zim aktivitások növekedése ellenére kismértékű LPO növekedés fi
gyelhető meg, ami azt jelenti, hogy normál fiziológás körülmények 

között sem védett a szervezet 100%-os mértékben a LPQ-s folyama
tokkal szemben. Kis mértékű membrán károsodások állandóan végbe
mehetnek. Ez alátámasztja a szabadgyököknek az öregedési folyama
tokban betöltött szerepét, mivel idős korban nem csak a védekezés
ben szerepet játszó enzimek aktivitása csökken hanem a reparációs 

folyamatok is gyengülnek így a membránok és egyéb létfontosságú 

fehérjék ill. nuklainsavak károsodása már élettani funkciók zava
rát okozhatja.

A halak poikiloterm állatok lévén anyagcsere folyamataikban 

nagyfokú eltérés mutatkozik a téli és nyári időszakot összehason
lítva. Az általunk vizsgált antioxidáns enzimek szezonális aktivi
tás változása szoros összefüggésben áll élettani folyamataik ezen 

évszaktól függő változásával.

A növényvédőszerekkel végzett in vivo és in vitro kísérleteink 

további bizonyítékát adják, hogy a mezőgazdaságban felhasznált 
vegyszerek veszélyeztetik a vizi ökoszisztémák egyensúlyát. A víz
ben jól oldódó hatóanyagok bekerülnek a halak szervezetébe, ott 

feldúsulhatnak és súlyos mérgezést okozhatnak. Mind a PQ-, mind 

pedig a MD-ról bebizonyosodott, hogy szabadgyök generáló hatásuk
kal jelentősen befolyásolják a halak oxigén függő anyagcsere útja
it. A Cu egyrészt fokozza a szabadgyök reakciókat másrészt lehet 
esetleges SÓD aktivitást fokozó hatása is, viszont magas koncent
rációban gátolja az enzim aktivitását.

A természetben gyakran előfordul, hogy kevesebb oxigén áll a 

halak rendelkezésére mint az élet folyamataik megkövetelnék. 
Ilyenkor szervezetük az oxigénhiány mértékétől függően kisebb 

vagy nagyobb mértékben károsodhat. Azt tapasztaltuk, hogy hipoxi- 

ás állapotban fokozódik szervezetükben a szabadgyök-reakciók mér
téke, ami a vészhelyzetben az energiaraktárak fokozodó mobilizá-
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iós folyamataival ill. az elektrontranszportlánc enzimeinek foko
zódó autoxidációs folyamataival magyarázható.
Hipoxiás kürülmények között csökken a szövetek PQ felvétele.

A halak úszóhólyag gyulladásos megbetegedésének kortana eddig 

még nem tisztázott folyamat. Méréseink szerint a gyulladás helyén 

fokozodó szabadgyök és felszabadulásnak (amit az antioxida
tiv enzi'mek aktivitás növekedése valamint a LPO fokozódása jelez) 

is szerepe lehet a betegség kifejlődésében.

A szeléniummal mint antioxidánssal vézett kísérletek során azt 
tapasztaltuk, hogy 50 ill. 100 ^ig/testsúly kg szelén intraperitó- 

niális adásával megnövekedett a GP-áz aktivitás, csökkenthető 

volt a PQ toxikus hatása a halakban. A halak szervezetéből a Se 

nem ürült ki - vagy legalábbis kismértékben - hanem bedúsult a kü
lönböző szervekbe.

Az antioxidativ enzimrendszerrel tanszékünkön ezen munka kere
tében kezdtünk el foglalkozni. A dolgozatban ismertetett kísérle
tes munka ezzel nem zárult le. Tervezzük a továbbiakban olyan ter
mészetes vagy mesterséges antioxidánsok hatásának vizsgálatát 
amelyek esetleges nagyüzemi alkalmazhatósága is lehetővé válhat, 
fokozni képesek a halak antioxidativ védekezőrendszerének 

aktivitás növelésén keresztül az esetleges fertőzések ill. mérge
zésekkel szembeni ellenálló képességüket.
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6. A dolgozatban- használt-rövidítések

AChE acetilkolinészteráz 

bovin szérum albumin 

diaminonaftalin 

dibenzoil benzén 

trietil-amino-etil 
1,3-difenilizobezofurán 

enzim egység
etilén-diamin-tetraecetsav x Na
elektron spin rezonancia
glukóz-6-foszfát dehidrogenáz
glutation peroxidáz
redukált glutation
oxidált glutation
hemoglobin
perhidroxigyök
lipid peroxidáció
malondialdahid
metidation
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

oxidált forma
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát
redukált forma
nitro-tetrazoliumkék
nedves szövet
szuperoxid aniongyök
szinglett oxigén
hidroxil gyök
izoelektromos pont
paraquat
alkil gyök
alkoxi gyök
peroxi gyök
lipid hidroperoxid

BSA
DÁN
DBB
DEAE
DPBF
E
EDTA
ESR
G-6-PD
GP-áz
GSH
GSSG
Hb
HO2
LPO
MDA
MD
NADP

NADPH

NBT
n.sz.

:21qU2
•OH
Pi
PQ

* R
• RO
• R00

ROOH
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R0I reaktív oxigén intermedier
specifikus aktivitás
nátrium-dodecil szulfát
szelén
átlagszórás
szuperoxid dizmutáz

SA
SDS
Se
S.D.
SÓD
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Köszönetnyilvánítás

Ezúton is köszönetét mondok:

dr. Nemcsók János egyetemi docensnek, a biológiai tudományok 

kandidátusának, hogy munkámat irányította, hasznos tanácsa
ival segítette s annak feltételeit maradéktalanul biztosí
totta

dr. Matkovics Béla egyetemi docensnek a kémia tudományok kandi
dátusának, hogy a munkám során felmerült problémák megoldá
sában segített, s tanácsaival szakirányú felkészültségemet 
gyarapította

Prof. dr. Wanda Leykonak, hogy a Lodzi Egyetem Biofizika 

Tanszékének munkájába bekapcsolódhattam, valamint az amino- 
sav és az atomabszorpciós analízisek elvégzéséért

dr. Búzás Zsuzsanna egyetemi adjunktusnak az izoelektromosfóku- 

szálási technikában nyújtott segítségéért

F. Vadadi Lászlóné asszisztensnek a kisérletek során vég
zett pontos, lelkiismeretes munkájáért

Patocskai Mária asszisztensnek az ábrák gondos megrajzolá
sáért

Kollégáimnak segítségükért

Mindazoknak akik valamilyen módon segítették a dolgozat 
létrejöttét




