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BEVEZETÉS

Élővizeink tisztaságának és a bennük kialakult bioló­

giai egyensúlynak a megőrzése korunk egyik fő föladata.

A mezőgazdaságban felhasznált kémiai ágensek száma és 

mennyisége egyro nő. Ezekről a vogyülotekről már koráb­

ban kimutatták, hogy esőzés révén a vízbe kerülve káros 

hatást fejtenek ki az ottéélő szervezőtekre, Így a ha­

lakra is (Molnár-SzakóIcai, 1980). Jelentős mértékben 

károsítják a létfontosságú szerveiket; az idegrendszert, 

májat, vesét, kopoltyút és az emésztési folyamatokat is 

(Sauerbier és Meyor, 1978» líarwood és Beamish, 1978»

Lábát és mtsai, 1977). Egyos poszticidok már igen kis 

koncentrációban a halak pusztulását okozhatják (Schroek, 

1978). Ezenkívül már embrionális állapotban is károsítják 

a halakat, aminek eredményeképpen életképtelen ogyodek 

kelnek ki a petéből (¥ois 1977)* á vízszennyeződés és 

a vízi környezet hirtelen megváltozása stresszhatást 

vált ki a halakban (ellgard és mtsai, 1973» Freyor, 1975» 

Albrecht, 1977). Ilyenkor a halak, "közérzete” romlik, 

rosszul tápálkozmk, és mindezek következtében fogé­

konyabbá válnak a fertőző betegségekre (íiíedemoyer, 1970» 

Wedemeyer és Wood, 197*0» A humán diagnosztikából átvett 

módszer főként tengeri halak esetében már jól bevált 

eljárás a máj-, vese- és izomszövet-károsodás kimutatá­

sára a vórszórum transzamináz és tejsav dehidrogenáz
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enzimeinek meghatározásával. E módszer alkalmasnak 

mutatkozott a tengeri halakat ért környezet-szeny- 

nyeződés okozta szövetkárosodások kimutatására is, 

(Kristóffersson és mtsai 1974). Ezek az enzimek 

normál állapotban a sejthártyán belül a citoplaz- 

mában és a mitokondriumokban találhatók. Abban az

esetbon, ha a sejtek károsodnak és szétesnek (sejt- 

nekrózis), ezek az enzimek nagy mennyiségben a 

vérbe kerülnek. Ez a vérszérvm-enzimaktivitás hir­

telen növekedését okozza. A környezetszennyeződés 

a szövetkárosodáson kívül stresszhatást Is okoz a

halakban, melynek egyik tünete a vércukorszintemel- 

kedés (Silbergerd E.K 

Az utóbbi másfél évtizedben egyre gyakoribbá vált 

hazánkban a folyó és állóvizekben a tömeges halpusz­

tulás. Ennek pontos okait modern biokémiai módsze­

rekkel czidáig hazánkban nem vizsgálták. A vizsgála­

tok csupán arra terjedtek ki, hogy оgyes növényvédő- 

TL értékeit adják meg. A tanszéken 

olyan biokémiai módszerek beállításán dolgozunk, 

amelyek bevezetésével vizsgálni lehet a halak olyan 

biokémiai és élettani folyamatait, amelyek a vízi 

környezet kedvezőtlen irányú változását még a 

krónikus Italpusztulások megkezdődése előtt jelzik. 

Különböző koncentrációjú paraquat (PQ), réz (CuSO^), 

és cink (ZnCl)| és a vízhőmérséklet hirtelen válto-

1972).•»

szerek LD50*
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Szásának Íratását vizsgáltuk három eltérő táplálkozása 

halfajon (ponty: Cyprinus carpio, busa: Hypotalatnics- 

thys taollitrix, Irarcsa: Silurus glanis), valamint a 

metidathiont pontyon. A vizsgált anyagok károsító 

Íratása a lralak vérszérumának t raus za tűi náz, tojsav- 

dehidrogenáz, acotilkolines ztórás és protoolitikus 

emésztőenzim aktivitásának, valamint a vércukor szint 

meghatározásával történt.

A VIZSGÁLT KEMIKÁLIÁK ÉS A SZERVEZETRE KIFEJTETT 

HATÁSUK ISMERTETÉSE

Réz-szulfát

A különböző fémkationok toxicitása a periódusos 

rendszerben elfoglalt helyükkel függ össze. Az elektro- 

negativitásuk növokodóséval csöleken a toxikus hatástik 

(Crotalyn 1978).

A gombaölő képesség a fémek kelátképző képességével 

van kapcsolatban. A gombákra kifejtett toxieitás 

fokát az ionizálatlan fémkomplexeknok a sejtfalhoz 

kapcsolódó kovalens vagy koordinációs kötéseinek 

erőssége szabja meg (Lukcns, 1971)«

A réz toxikus Íratása leginkább a vízi életmódot 

folytató állatokat fonyogeti Singleton és Guthrie (l977) 

2 ppm réz-szulfáttal kezelt viz baktériumflóráját ha­

sonlították kontrolihoz, és megállapították, hogy a 

réz csökkenti a baktériumflóra stabilitását.
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Nehézfémek bizonyos osоtokben erősen feldúsulnak a 

v£zbon. Egyre gyakrabban kapunk hírt nagyarányú 

nehézfém-szennyeződésről. Gergely és Cielszky 

1977-ben leírták, hogy 1940-1970 között az USA-ban 

jd százszorosára emelkedett a Ilg szint a halakban. 

Magyarorszagon 1977-ben egy tisztavizű patakban 

fogott halakban (Szalajka patak) a Hg-szint 0,1 mg/kg, 

míg a Balatonban 0,4 tng/kg, a Dunában 0,6 mg/kg 

(Molnár-Szakoloait 1980)•

Yamamoto és mtsai(l977) két hétig 0,1 ppm réz­

szulfát tartalmú vízben tartott ponty szerveinek 

réztartalmát kontrolihoz hasonlítva azt tapasztalták, 

hogy a hepatopankreász, a kopoltyúk, a bél és a vese 

réztartalma 2-6 szorosára növekedett. A halak egyes 

szerveiben a külső koncentráció sokszorosa is lehet 

(Molnár-Szakoloai, 198o)| Greig és mtsai 1977J sok 

halfajból 250 ppm rozét tudtak mérni bizonyos

esetekben akár 5000-szerosére is akkumulálódhat 

Reichen ba eh- Klink e 1972,'» No ács ók J L.Boross(i960) 

1, 10, 100 ppm CuSO^-tal kezeltek halakat két órán
• 1

keresztül, és az egyes szervekből radioaktív Jelzett 

rezet határoztak meg. Az akkumuláció - különösen nyári 

vízhőmérséklot (20 C) mellett - több tízszeres értéket 

mutatott.

A réz-szulfát nagy 

hatású permotezőszer,

!imyi3égbon felhasznált fungicid 

Rézgálio 96# CuSO^

Dordói ló 455» CuSO^
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A rés és a cink szükséges a szervezet számára 

bizonyos motalloprоtőinek működés éhez, do mennyisé­

gük nóta mutat ogyonos arányt a testsúllyal (Vinikous 

és Goldstein 1980), Rezet a legnagyobb monviségban 

a májból tudtak kimutatni, és megfigyelték, hogy 

mennyisége szezonálisan változott* Tavasszal 

és ősszel nagyobb volt, mint nyáron (Braek lí.L.F. 1979)* 

A réz LDjj0 értéke patkányra 3^0 mg/kg. Vízi szervező­

tekre az LD^q érték© függ a víz minőségétől is. A viz 

pH-ért ékének 

( Chakouoako s C

1973). Kemény vízben kisebb a réz hatása, mint lágy­

ban* A réz ott könnyebben alkot komplexet, és ebben 

a formában nőm toxikus (Pagenkopf és Rosemario 1974)* 

Szubletalis koncentrációjú rézzel közölt halak

értéke nőtt cinkkel szemben* A hatÚ3 fordítva

lkedéso növeli a réz toxikus hatását*

Rossemario C. Russia és R.V.Thuciston• t

LE50
még erősebb (Dixon és ópraguo 1981)* 

Réz kezelés hatására (10~^ M CuSO^) a vésocsatornákban 

csökken a Na és Cl ionok visszaszivódása, aminek 

kövotkeztóban a testfolyadék hipotóniás lösz (Spronk 

és latsai 1971).

A cink-klorid (ZnClg) csávázószerok hatóanyaga. Toxi- 

citása kisebb mint a rézé* Halakra a réz TL értéke 

0,l43 mg/l viz, cink esetén 2,5 mg/l víz.
ш
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Cinket nemcsak májból, liánéra izomból is nagy 

mennyiségben mutattak ki. A májban kétféle for­

mában fordul elő: nagy része egy nagy molekula­

súlyú fehérjefrakcióhoz kötődik, IdLsebbik része 

egy kis taolekulasúlyú fehér jefrakcióhoz (Sugawara 

Naoki 1977).

Paraquat

A qua temer ammónium vegyül etek toxieitását régen 

felismerték. Az ICX 1958-ban dobta piacra a hor- 

bicidok máig i3 legjelentősebb képviselőjét a 

paraquatot (PQ).

2СГ

PARAQUAT (PQ)
(1,1 - dimetil - A.A - dipiridilium - dichlond )

' X

A növényekben vísoldott állapotban oxigénhiány ese­

tén stabil pozitív töltésű PQ ion formában van jelen. 

Oxigén joleniétébon gyökionokká redukálódnak, melyek

károsítják a kloroplasztisz membránját.
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Sötétbon» borús időben hatása lassúbb» isу felszí­

vódik a növényben és a mélyebb talajrétcsokis is 

eljut. A talajban nagy a perzisztonoiája, stabilan 

a talajszemcsékhez kötődik. Felszíni vizeinkbe 

nem irmon jut elsősorban, liánom a vízelvezető árkokból 

és a rizsföldökről, mivel özeket is paraquattál közölik. 

Újabban az állóvizekben is alkalmazzák hinárirtásra.

A növényekre két úton hat:

1. mint erős clcktronaicceptor a fotoszintézist gá­

tolja

2. a növényekbe jutva redukálódik, majd oxigén ha­

tására г о oxidálódik, miközben Ho02 keletkezik! 

az erős mecibránkárositó hatásával roncsolja a 

plasztiszokat•

Állatiszervozetbe kerülve a plazma protóinjoihoz 

gyonsén kötődik, a vérben szabad formában kering, 

gyorsan oljut minden szővetféloséshcz, ahonnan a fel­

szívódott dózis nagy része 48 órán belül lei ürül 

(Conning és mtsai, 1969)* 20-ЗО^о-а azonban a szöve­

tekben - főlog a tüdőbon - marad, és csak 2-3 hét 

múlva ürül ki (Fishar és mtsai 1971| Ros© és mtsai 1977)* 

A tüdőbon aktivan koncentrálódik az alveolus ok epithe- 

liális sejt jóiban egy enorgiafüggő mechanizmus ré­

vén, aaolyet bizonyos anyagokkal gátolni lóhát.

Hoffman és Eastin (1982) tőkósrócén végzett vizs­

gálatokkal megállapította, hogy a mezőgazdasági fel-
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használásra ajánlott koncentráció fölénél már otabrio- 

toxikus és torratogén hatású.

Toxioltás emlősökre:

1. Intra CQlluláris NADPH koncentrációját c soldi önti , 

moly gátolja zsírsavak és az összetett lipid- 

ek szintézisét (az utóbbiból épül föl a tüdő 

alveoláris falának védőrétege) (Fiskor és mtsai 

1971).

*\

2. A a .ja gyökök által okozott 

hatás.

mbrán-károsltó-

3. A mltokondriálls légzőláncot kapcsolja szét) 

igy csökken az ATP szintézis (Ma 

1978). A bipiridilium vegyületek, amik a légző- 

láncot a legelőjén kapcsolják szét a NAD és a 

FMN között} amltokondriálls membránokat nem 

károsítják.

0., T. Has agaira,

4. A lipid poroxidációra kifojtott hatás: Gátolja 

a lApid peroxidációt) do oz csak mellékhatás a 

PQ toxioltásnak kialakulásában (Stoffon és Nottor 

З.9791 Stoff©n és mtsai 1980). A tüdőbon a 

legnagyobb a hatás, d© máj, ve so, agyszövet 

esetén is kimutatható. Fajonként változik a 

itatás. Patkánymájban csökkenti a lipid per- 

oxidációt, egér tüdőbon - májban, juhmájban 

növeli. Nincs korreláció az in vivő és az 

in vitro kezelések eredmény© között.
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ln vitro nagyon kicsi a hatás (Douglas, Kornburst 

és Mavis I960). Az gHmtmondást Matkovics és 

mtsai (1980) próbálják feloldani. Ugorokban Lets 

dózlsú paraquatkezolést követően azt tapasztal­

ták, hogy a dózis emelkedésével (120 mg/kg 

300 tag/kg PQ) a 11 pidporoxidáció a kontroll 

szintre, sőt alá csökkent. Elképzelésük szerint 

lehetséges, hogy a PQ az alacsonyabb koncentráció­

ban aerob clektrondonorként hat, elősegítve az 

0~2 gyök képződését, míg a koncentráció növelé­

sével elektronakoeptorrá változik, csökkentve a 

11pld peroxidációt.

5« C“2 anion termelése következtében a lizöszómák 

is károsodnak, a lizoszó 

a citoplazmát támadja (Blook 1979). Az "A" és 

az *E" vitamin, valamint a kortizon stabilizálja 

a lizoszómamembránt. A 0~2 anionok a vörösvérso jt- 

membránt is támadják, hemollzist idéznek elő 

(Kobayashi és mtsai 1979).

enziffifcészlete

6. Hőse és mtsai (1976) megfigyelték, hogy a PQ* 

dlquat stimulálja glukóz elbontását. A glukóz
14

egyes és hatos szénatomját Jelezték 

rel, és a tüdőből mutatták ki a Jelzett CO^-t. 

Azt találták, hogy a pentósfoszfát-ciklust sti­

mulálja, és 10~5

C módszor-

M-os
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koncentrációban a legerősebb a hatás. Á 

paraquattal kezelt állatok tüdejében szö­

vetkárosodást is kimutattak. Montgomery 

és tatsai (1979) eredményei ezt alátámasztják.

Á biokémiai méréseket elektromikroszkópos 

felvételekkel igazolták. Paraquatkeze- 

lését követően a tüdő légzőhámjának sé­

rülését mutatták ki. Dlquat hatására is gyor­

sult a pentozfoszfát ciklus működése» de szövetká­

rosodás nem volt kimutatható. Ebből arra lehet 

következtetni» hogy a glukóz oxidálás serken­

tése nem jár együtt szövetkárosltó hatással. A 

kezelések in vitro is hasonló eredményt adtak. 

Manzo és mtsai (1979) megfigyelték, hogy bár 

a tüdőhám az elsődleges támadáspont, veseelég­

telenséget, szivi

kenységot, illetve a prosztaglandin és a vór- 

cukorszint megváltozását is okozza. Rojik és 

mtsai (1982) halaknál máj, vese kopoltyáhám 

sérülést mutatták ki.

krózist, fokozott érzé-

A paraquat dot oxidációja 3 mechanizmust foglal 

gába:

1. Az 0"2 gyök lebontását szuperoxid-di 

kataláz tevékenység révén.

2. A paraquat indukálta lipid-peroxidáoió szabad- 

gyökös láncreakcióinak terminációját az "E" vitamin 

antioxidáns hatása által.

táz és
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3. A GSil-por oxiduz rendszer enzimeinek (GSH 

peroxlduz» GSH reduktáz és Góí'iM) stimulációját.

A paraquat tnéregtelonltéso során a NADPII-ra és 

GSH-ra van szükség. A paraquat redukálása a

és mtsai(l982)májban megy végbe locling P.L. • *

szerint a következő módon.

G-6-© 6-foszfoglukonót

NADPH + H+NADP+

ox PQred PQ

O^/^zuperoxid anion/°2

lipid hidroperoxidázoklipid alkohol

GSHGSSGGSH/л
NADP+ NADPH

GSS-protprot-SH

: '/ •;

*
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Az elsődlegesen glikolitileus anyagcsere termékeinek 

felhasználásával működő vörösvérso jtele számára a 

G-6-РШ és 6-P-glukoronát DH működésének eredmé­

nyeként NADPH+H* keletkezik, ami a vörösvérsejtök­

ben nem a bioszintézis hidrogenálási reakcióira 

használódik fel, hanem különleges redox egyensúlyá­

nak fenntartására. Az éri tro olt ókban ugyanis nagy 

az oxigén koncentráció, ami a szulfhidril tartal­

mú fehérjéket oxidálhatja. Ыа kellő 

NADPH keletkezik, redukáló anyag jelenlétében az 

oxidáció nem következik be, mivel a PQ elhasználja 

a NADPH—t és a keletkezett 0"2 anionok hatására bekö­

vetkeznek a fehérjék káros oxidációi.

innyiségű

A paraquat a bőrön keresztül is felszívódik, bőr 

és nyálkahártya gyulladást okoz. Halak esetében 

megszűnik a bőr védőfehérjéinek kiválasztása, 

ezáltal fokozottabban hajlamossá válnak fertőző 

betegségekre (Davis 1982).

A paraquat felhasználását és a hatóanyag talajba 

kerülését Magyarországon a következő táblázat 

szemlélteti.
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onGodélyozatt uiony- 

nyiség liGktfcironkónt
alkalmazási
térülőt 2hatóanyag/m

Vetés előtt 

Gyomirtásra 3*5 - 5*2 1 37,5 - 130

Gyümölcsös kor-
donmíivalésű
szőlő

^,3 1 107,5

Sik logolők 

felújítása 7,8 - 12 1 195 - 300

1# táblázat: Graraoxon-poroiet© zésnél ajánlott növény­

védő® zer mennyiségők,

( Engedélyezett növényvódőszorok 1982)

. • • v); ; V }

' ‘ ■ .у »• I* ,4 - V

•J
.. I /

1

í
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lie till da thl on

Szerves foszforvagyületek hatásmechanizmusát a

melegvérueknél jól Ismerjük) a rovaroknál és 

halaknál azonban még bizonytalanok a kutatók 

a hatóanyagok biológiai hatását illetően, bár 

I95O óta széleskorban elterjedtek a növényvé-

és mtsaidolombon. Melogvérűeknél Wins K»D 

(19S3) szerint a szarvas fossforvagyülotck úgy 

fejtik ki hatásukat, hogy megbénítják az

• 1

асоtil-коlinoszteráz enzim működését. Az ac@- 

til-kolineszterázt kompétitivo gátolják, úgy 

hogy annak anionos vagy észterkötő helyeit 

elfoglalják.

Az általunk vizsgált metidatioimak kávés irodalma 

van éppen ezért osett rá a választás.

CH3Ox
/p\

CI^O' XS-CH2 0
/

N 5
4/

OCH3

METHIDATHION
/0.0-DIMETIL-S/2-MET0XI-U4-TIA-DIA- 
2 OL-5/4 HA 0NIL-4-METIL 1/DIT! 0 FŐSZ FÁT/
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Cliopade II.M., és ¥*C.Dauterman(l98l) vi из-álta 

a metidation metahólizmusát* A motidation bomlása 

során vízben és kloroformban cMIxató termékek ke­

letkeznek* Az átalakításokban kiutation S-transz- 

feráz vagy kevert funkciójú monooxigenázok vesz­

nek részt* A lebontáshoz szükség van GSII-ra és 

NADPH-ra, a lebomlás sebessége egyenesen arányos 

ezek mennyiségével* Ezen szubsztrátok nélkül a 

mlrcoszotnáknak nincs metabolitikus aktivitásuk*

Desmetbyl Methidathion

soluble fraction, GSH (major) 
mfo, NADPH, 0^ (minor)

,S,

C-OCH
3I I

-S-CH..-N N
CH.O hydrolysis, enzymatic3 Methidathion

mfo, NADPH, 02

AC-OCH,

l 11S-------N 04,

{CH^O Oxygen Analog of 
\ Methidathion

S-methylation, in vivo
mfo, \ 
NADPH, 02\ A soluble fraction, 

GSH У\ОТз
I I 3

\ч o=c C-OCH
3'a I SulfideН-» -N CH,-S-CH„-N-------- Я2‘3 i microsomes, 

NADPH, 02
Methoxy 

Thiadiazolin A AGlutathione

Conjugate
0 C C-OCH 0 c -OCH3 0 3II SulfoxideGS-CH,-» CH^S-CH,-» N

11 mfo, NADPH, 02

Cysteinyl glycine conjugate

I Sulfone

COOH

^N-CH-CHp
3

-CH„-S-CH

Cysteine Conjugate
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Glatt H. és Foesch(l977) megfigyelték, hogy a 

metabolizmus termékei a mikroszomában a különböző 

ssubsztrátokkal konjugáturnékat alkotnak.

Patkány és egér májban eltérő sebességgel megy 

a degradáció, ennek valószínű oka az eltérő szubszt- 

rát koncentráció.

Ajánlások az Ultracid 40 WP nagyüzemi felhasználáshoz 

(Engedélyezett növényvédőszerek, 1982)

!
'0*0I +>
I

H
4» c* N -P

e.SО 3iá
3и Д•H '0 • йи О оPо о•Я 3 ИÄOИ S3г- он'Л V 8* -Р и-р -р 

-Р ©
о а

© а о
и . 'Я■ро •о о **Л11п

•ог й ,г5 н d я
,?о < я

Ó0-80 mg750-1000mg/lAlmás 2000 1

42-56 mgi4oo 1Őszibarackos 750-1000 mg/l

Borsóvetőmag
termesztés 2000 mg/l

1500-2000 mg/l 1000 1 60-80 mgKukoricás
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Vércukor

Stresszhatás kimutatása vércukorszint mérésével 

humándiagnosztikában rés elfogadott eljárás. 

Silbergeld (1972) halakra is alkalmazta ezt 

az eljárást, és érzékeny módszernek bizonyult. 

Dildriixncl kezelt halak vércukorssint jo a keze­

lést követő ötödik napon háromszáz százalékkal 

jd a huszadik nap tért viss 

galmi szintre. Kraybill (1969) szorvos-klórvo- 

gyületekkel kezelt emlősökben hasonló eredményt 

kapott. Az okot vizsgálva Hort és mtsai (1971) 

arra az eredményre jutott, hogy a vér cukor szint

emelkedett, nyu-

emolkedését a vese glukokortikoid hormonjának a 

stimulációja okozta. Dando (1969) kezelési 

streszt mért halakban, úgy hogy azokat kiéi 

a vízből, meghatározott ideig (1-5 perc) levegőn

zárta a halakat.

lte

tartotta, vagy injekcióval 

Eredményül azt kapta, hogy a kezelést követő 

fél órán belül jelentősen lkodétt a vérou-

korszint, a tizedik órában érte el a 

és egy nap alatt csongett le. Heath (1965) 

megfigyelte, hogy hypoxia ó© anoxia hatásaira is 

megemelkedik a vércukorszint, miközben az izomban 

nagyarányú és tartós glukogénszint-csökkonés 

tatható ki. A májban kezdetben csökken a glukóz­

szint, de rövid időn belül a normál szint fölé

t,

emelkedik.
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Gerinceseit vérében és testnedvolbon előforduló 

gyakorlatilag egyetlen szénhidrát a glukóz, ez 

a leggyorsabban felhasználható tápanyag. A vér­

glükóz szintjét, illetve a májban és az izomban 

glukogén formában történő raktározódását a szer­

zővé t , glükóz

bályozó hormonok, az Inzulin és 

az adrenalin. Közvetett hatása van szomatotrop 

hormonnak a glukokortikoidnak és a tíroxinnak.

Murat (1967) a «£ amiláznak is szabályozó szere­

pet tulajdonított. Ihezés hatására a hal sejt­

jeinek lizoszónáiból szabadul ki, és 

Ja glukózt. A vércukorszint bizonyos mérvű 

szabályozására maga a máj is képes. A vércuko- 

szint csökkenésére a máj fokozott glukogenolizissel 

és glukózelválasztássál válaszol, míg a vércukor- 

szint emelkedése a glukózleadást csökkenti. A máj 

szabályozó működését a Langcrhans szigetek és a 

mellékvosevelő működése segíti. A szigetapparátus 

a vércukorsEint emelkedésére fokozott inzulinszek­

récióval válaszol, ami részben a perifériás glukóz 

felhasználás, részben a májbeli glukogőnszintézis 

fokozása révén helyreállítja a vér cukor szintet •

A hipoglikémia ezzel szemben reflexes úton a 

mellékvese—velőállomány adrenalin termelését ser-

vozet szabályo 

anyagcseréjét s

j, az izo. A

bilizál-
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j glikogénlcbontását növeli a 

vércufeorssintet a normális értékre emeli. A 

központi idegrendszer szabályozó mcchani 

a hipotalaműszón keresztül valósul meg (Adást 

és Fehér 1975).

kenti, s ez a

Tejsav dohidrogenáz(EöH) enzim

Az LDH sertésből izolálva 140000 dalton 

kulasólyúnak bizonyult. Ez a cink tartalmú proteid 

emlősöknél két féle alegységből: nMH típusúi ami 

a vázizomra jellemző és ”Hn típusú» ami a szív­

izomra jollemző (Appella és Market 1961). Halak-

elválasztás

le-

ból izolált LDH azonban izoelektro 

után több csíkot adott mint az várható volt a 

kétféle alegység kombinációjából. A kétféle 

alegység 5 féle kombinációt adhat.

Markért és Faulhabor (1965) kilenc csíkot tudott 

elkülöníteni keményítő gól-eloktroforézissol és 

így egy «C» típusú alegység létezését tételezték 

föl. 30 fajban ki is mutatták a jelenlétét, Vhitt 

és Booth (1972) а МСИ alegységet vizsgálva ki 

tatták, hogy csak csontoshalakban fordul elő. 

Shak1.ee és nitsai (1973) csontos halakban 

elektroforotikus és hisztokémiai módszerekkel vizs­

gálva a "C" alegységet általában szemből és sper­

miumból tudták kimutatni, de pontyféléknél a májból

is.
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M^illapitották, hogy a háromféle alegységet 

három gén határozza meg. А "Си alegységet meg­

határozó gén nőm azon a kromoszómán van amolyan 

a másik két alegységet meghatározó Jsáfc gén.

Az LDH onzim csak totnamer állapotban képos 

kifejtoni hatását.

Az LDH enzim működése:

О О-v- О О—

LDHС=0 + NADH+H+ +NAD+V н—С—ОН
СИ3 сн3

piruvát tojsav

A laktat dehidrogenzához a NAD nyújtott alakban 

kapcsolódik» és számos oldallánccal létesít köl­

csönhatást. A piruvát szubsztrát (enol-alakban) 

metilén csoportjával a NAD piridiagyűrűjenek 4- 

-helyzetéhez kötődik. Az enzim működéséhez esszen­

ciális a IIxs-1951 ami a nikotinamidgyűrű karbonil- 

oxi génjével képoz hidrogénkötést» ha protonéit 

alapotban van (pruvát nincs jelen). 

és mtsai(l966) az ogyos izoenzimok előfordulásá­

nak gyakoriságát vizsgálták, és arra a következtetés- 

re jutottak, hogy típusú i^oenzim anaorob élet 

módot is folytató szervezetekre vagy 3©jtokre 

jellemző.

Vesell E,S.

i
\
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Sejten belül az Ш ő5)á-a a ciioszolban oldva 

35l,d-a pedig különböző strukturalls elemekhez 

kötve található, főleg az ondoplazmatikus 

rotikulum tormxnálisaiban, továbbá az izom 

szarkoplazmatikus rctikulumában (Meinlek és 

Hűltiш 1981).

Az azonos alegységekből felépülő izoenzim az 

a vázlzoora a a szívizomra a fajtól füg­

gően a májra a szomro és a spermштл jellemző.

A köztes formák» M Ц , ahol x és у nem nagyobb
"*** «#

mint három, összegük viszont miniig négy, a többi 

szövetféleségre jellemző. Pritz és mtsai (19Ó9) 

az LDH izoenzimok mennyiségi meghatározását végez­

ték el az egyes szervekben. Azt tapasztalták, 

hogy az egyes forcái: és mennyiségi megoszlásuk 

a szövetre jellemző értéket nd. ágy későbbi 

munkájuk során Fritz és mtsai(1973) az LDH 

újratermelődésének sebességét írták le. Patkány­

ban az LDH szintézis sebessége: májban 79 p mól/ 

nap/g szövet, szívben 53 P mol/nap/g szövet, 

izomban 13 P mol/nap/g szövet. Hoohaehka (1966) 

valamint Kepes és Whitt (1972) vizsgálták az egyes 

izoenzlmokei pontyfélőkén. Úgy találták, hogy a 

májspecifikus izoonzim, kinetikájában és immun- 

reakciójában
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az M^ izoenzimhez áll közelebb. Tsukuda (1975) 

különböző hőmérsékleten akliiaatizált halak LDH 

Izoonzimeln végzett vizsgálat közben azt találta, 

hogy 18 C-28 C-on tartott halakban az Mj^-os

forma a legaktívabb. Az aktivitás 18 C-on 

nagyobb mint 28 C-on, ekkor az Il^-os forma 

össz.aktivitás 60-$0/S—át teszi ki.
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

A halak szállítása és tartása

Vizsgálatainkhoz ponty) (Cyprinus carpio) busa»

(Ily popli t a Imi c ty s mollitrix) harcsai (Silurus glanis) 

egy és kétnyaras egye dóit használtuk fel, A halakat 

a szarvasi haltenyésztési és Kutató Intézetből, és 

a Tápéi Halgazdaságtól kaptuk, A halakat 200 1-os 

műanyag tartályban levegőtúlnyomás alatt szállltot-ű 

tűk. A tartályból a halakat akkor raktuk át az 

akváriumokba amikor azok vízhőmérséklete már 

egyezett a szállított tartály vízhőtnér sókle tévéi.

A kezelt akváriumokba három, a kontroll akvári 

négy halat tettünk. A vizhőmérsékletét a szoba leve­

gőjének szabályozásával állítottuk be, a kísérletnek 

megfelelő hőmérsékletre - IC. Az akváriumok üvegét 

a külső ingerek kizárása céljából elsötétítettük.

Az oxigénellátást sűrített levegő boporlasztásával 

biztosítottuk. A halakat a kísérlet folyamán nem 

tápláltuk. A kísérlet megkezdése előtt a halakat 

legalább egy hétig adaptálódni hagytuk az akváriumi 

körülményekbez.

kba

A halak kezelése

A kezelést az akváriumokban in vivo végeztük el.

Az akváriumok 100 1 vizet tartalmaznak. A ható-



- 24

anyagból törzsoldatot készítettünk ós megfelelő kon­

cé utráoi óban oldottuk az akvárium vizében.

Hirtolon honiéraóklot változás hatásának vizsgálata­

kor ooleg vízzel, illetve jéggel állítottuk be a 

megjelölő hőmérsékletet. A kezelések időtarta 

rövid távúkezelés esetén 2 óra, hosszú távú kezelés 

esotén 24 óra és 2 hét között változott.

A szérum előkészítése

A halakat lehetőleg gyorsan és óvatosan vettük ki 

az akváriumból. Ueparinnal átöblitett fecskendővel 

а Гаг okvénából vettünk vért. Egyszerre 5-6 ml vért 

vettünk. A vért hűtött centrifugaesövokbe tettük és 

azonnal lecentrifugáltuk: 12000 g értéken öt percig, 

hidegszobában, Így a szérum tiszta hemolizismentes 

lett. Minden haltól kétszer vettünk vért a kei 

lést megelőzően az un. Nnullaperoesn vért és a ke­

zelés után a kezelés időtartamától függő időben.

A kezelés befejeztével a halakból a szerveket is 

kiszedtük és a felhasználástól függően homogeni­

záltuk. Az LDH méréshez, és izoenzim elválasztás­

hoz 53 mM-os püas7»5 foszfát pufferban homogenizál­

tuk a szerveket 1:5 arányban. A homogén!zálást 

lengyel gyártmányú elektromos meghajtású potterrel 

. 200 ford/poro).
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A pottercsövot jeges fürdővel hutöttük. A homo­

gén! zátumot hideg centrifugában 12000 g értéken 

10 porcig centrifugáltuk. A folülússói liaszaiál- 

tuk a méréseink során.

Az anyagot további fölhasználás céljából lefagyasz­

tottuk. Irodalmi adatok szerint az LDH enzimaкtivi­

tás -4 C-on 7 nap alatt 12$»-ot +4 C-on 25^o-ot 

csökken. Ж -19 C-on tartottlak és azt tapasztaltuk, 

hogy egy hónap múlva Is csak 2-3^-ot csökken az 

enzi как ti vitás. Taxii s hi ma és Nagahama (1982) 

vizsgálta az LDH stabilitását és hasonló eredményt 

kapott. -20 C-on tartott emzira 100 nap alatt 15-20^ 

aktivitáscsökkonóst mutatott, ha glicerollal stabi­

lizálta,!^ glicorol:szérum arányában, gyakorlatilag 

пои változott az aktivitás.

A vérvételnél figyelembe vettük az LDH napszakos 

váltakozását (Sauerbier és Meyer 1978). Ezért 

a vérvételek azonos időben történtek. A szervek ese­

tében mindig teljes szervet vettünk ki, mert 

a szívben (Johnson és mtsai 1973) nőm homogén az LDH 

enzim aktivitás megoszlása. Izom esetén is hasonló a 

helyzet ezért mindig ugyanabból az izomcsoportból 

vettünk mintát.
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Véreakorsgint mórбы

Glükózoxidázos (GOD), peroxidázos (POD) rendszerrel

dolgoztunk, o.diazidin segítségévül.

A mérés alapja

Glükóz +• Ho0 + 0o - 2 2 «r
GOD

^ H2°2 +

± h2o + (D)
POD

H202 ♦ o.dlasidin

(D) = oloxidált o.diazidin hidroklorid, szín intenzitása 

ogyeaosen arányos a glükóz mennyiségével.

Reagensok:

1. / Puffer enzim: 0,1 M-os foszfát puffer pH ss 7?°

+40 ug POD/ml puffer 

+25О ug GOD/ml puffer

2. / Kromogén: 6,6 tag o.diazidin/tál 0,1 M HC1

3. / Glükóz standard: 1,2,5,8,10,20,50 mg glükóz/ml viz

4. / Glükóz reagens: 100 térfogat egyes oldat + 1 tér­

fogat kettes oldat.

5. / TCA 0,33N

6. / Vérszéruta

Mérés:

A későbbi kiértékeléshez először a glükóz standardból 

kalibrációs egyenest koszitettom.

A vérszérum fehérjementesitése, 0,9 ml TCA + 0,1 ol 

vérszérum. Alapos összekeverés után 6000 rpm/perc 

értéken 5 percig centrifugálni kell.
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A Eléréshez a folülúszót kell kas imáiul. A mérés 450 

nm-en 0,1 üim-es résállásnál vakkal szómban történik. 

A méréseket VSU 2 típusú fotométeren végeztük.

A mérendő oldat összeállítása;

szlnroakció 

standard /ml/
minta
/ml/vak /ш1/

0,2bidosst viz

0,2standard

vérsavó 0,2

glükóz reagens 5,0 5,0 5,0

Az anyagok összeméx'éso után 35 porc inkubdlási idő 

után mértem. (Az inkubálás szobakőn megy). Mivel 

a reakció időfüggő a reakciókat 20 mp-énként in­

dítottam, kogy az exiinció mérésénél azonos időpon- 

tokban mérjek. Minden esetben károm párhuzamossal 

dolgoztam. Az eredményeket mg/100 tol dimenzióban 

adtam meg.

LDH aktivitás mérése

A mérés alapja: 

Piruvát + NADII+ + H+.
Ш

^ L tajsav + NAD+

A pirirvátból az LDH hatására tejsav kolotkezik, mi­

közben a NADIk oxidálódik NAO-га. A NADU fogyását 
f® í A
/ ' \ \ Шtudom nyomonkövotni oxtinció méréssel.

Ez természetszerűleg egy csökkenő extinciót ad.
!



Reagensek*

1./ Foszfát puffer 0,052 К-os pH = 7,5

+ piruvát 0,б2 шМ-ra

2,/ NADHg 11 шЫ-os 

3*/ Szérum

Л mérendő oldat összeállítása

3 tol az egyos oldatból

+ 0,05 iái a kettes oldatból 

+ 0,1 oil szérum

Mérést PYE ТОШШ1 SP 800-as fotométeren végeztem 

340 nm-cn. Vakot nőm használtam.

A reakciót a küvottában indítottam a szérum hozzáa­

dásával, ozzol ogy időben indítottam a rekordert is, 

a mérést 3 porcig végeztem. Olyan hígítást használ­

tam, ahol a AE az idővel lineárisan változott. A hí­

gítás mértékével vissza kell szorozni.

AE 1000 G V
P V

= U/l
t

A E ss oxtinció változás

t s= 1 perc
& = moláris ©3ctinciós kooficiens (LDH-ra 6,22) 

d я küvotta átmérő 

P V s bovitt mennyiség térfogata 

G V = reakció elogy térfogata

Az eredményeket szintén három párhuzamosból számoltam.
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Az 1ЛЗИ enzim pH függésének mérés&

Na foszfát puffőrből (0,052 M-os) pH sorozatot ké­

szítet tóm pH ss 5,5 - pH s 8,5 kßzfHt# Durva köze­

lítéssel azt találtam, hogy az enzimakti vitás 

шиша р11г=712- рП=8,2 közé esik mindon szervben# Ez 

a mérés szempontjából jó, mivel a Na foszfát puffor 

ezen tartományon belül kielégítően fejti ki puff or elő 

tartományon kívül a puffor-караoltás 

rohamosan csökken. A továbbiakban pll=7,2 - pH« 8, 2 

között 0,1 pH értékenként készítettem puffert#

A mérés minden esetben friss preparátumból történt.

10 pontyból szervenként 3 párhuzamossal végeztük el 

a mérést#

hatását,

Az LDH szervenként! megoszlásának mérés о

A pH függés alkalmával mért eredményűket felhasz­

nálva az optimális pH értéken ponty 4 szervéből 

határoztam meg az LDH enzim mennyiségét# Szintén 

3 párhuzamossal dolgoztwüc.

Az LDH izoenzimek elválasztása pollakrilataid gélol-

ektroforézissol

Törzsoldatok és ologyltési arány lúgos közogű szűk- 

pórusú kationos szeparáló gélközeghez#

(Általunk módosított E#Goldberg rocopturája).
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l./ 36,6 в Tills 

0,30 ml TEMED 

48 ml Ш HCl 

100 ml-ro d.vizzsl

A THXS-böl töményebb olda­

tot készítünk, Hozzáadjuk 

a sósavat majd óbban old­

juk a TEMED-ot, azután 

iiigi t Juli végtérfogatra és 

magszűrjük. Hűtőben tárolj­

uk pii=8,9*

2./ 28 g akrxlamid 

0,757 S bisz ~

Á bisz oldatban oldjuk az 

akrilamidot, utána szűrjük.

100 ml-ro d.vízzol Hűtőben taroliiató.

Mindig frisson kell készí-3./ 0,20 g porszulfát 

100 al-ro d.vizzol teni!

A megfelelő sorszámú оAdatok elegyítés! arányai: 

1:2: víz : 3 ss 1: 2 : 1 : 4 térfogat arányban. 

Ezen arányok betartásával a szeparáló gél 7'í-os 

akrilataidra nézve.

Törzsoldatok és elegyítés! arány lúgos közegű 

tágporusú, közbülső aiiionos gélrendszorhez.

(Davis - Canalco Inc. recopturája).
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4./ 5.98 TRXS

1,3 tál IN HCl 

0,46 ü TEMED 

100 tal-re d.vízzol

A THXS töményebb sósav­

as oldatában oldható a

TEMEDj Végtérfogatra 

való hígítás után hűtőbon 

tárolható pH=6,7.

5./ 2,5 bisz

10 g acrilauiid 

100 tal-re d.vízzel

Bisz oldatban oldjuk 

az acrilatnidot, hűtőben 

tárolható•

6./ 4 mg riboflavin

100 al-ro d.vízzel

7./ 40 g glükóz (dextróz) 

100 ml-re d.vízzel

A megfőlalő sorszámú törzsoldatok ologyítósi aránya: 

4:5*6*7=1s2j1:4 térfogat

Elektróda-pufforoldat pH = 8,3

6 g TRIS

28,8 g glicin

1000 ml-re d.vízzol

Homogonizálás 4-szercséro hígított gélpufforbon 

vagy pHs7,2-os 0,052 M-os sósavas foszfát pufferbon 

1:5 arányban.
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Minta: Glicerin 20^/1 + 100^1 szérum 

+ 1 1 forótaf enoStkék.

Festés: 1 ml TRIS + 1,3 rag N.'J)

0,45 ив NBT 

0,14 tus PMS

Ä TRIS pH-ja 7,2 

6,1 g TRIS 

3,68 ni cc.HCl 

1000 ml-re d.vízzel

Az egészhez tejsavat kell adni úgy, hogy a vég- 

térfogat tojsavra nézve 0,05 M-os legyen.

(A festést Allen J.M. után módosított eljárással vé- 

goztük.) Festési időt nem lehet pontosan megadni 

mert nagyban függ az alkalmazott vegyszerek állapo­

tától ( némelyik bomlékony) és a szérum enzimakti­

vitásától.

Fixálás: 5:4:1 = víz metanol: cc.ecotsav 

a fixálóelegybe tett gél hűtőben megtartja állagát.

Az elválasztást 0E-107 tipusű poliacrilamid-gél- 

cloktroforézis készülékkel végeztem.

A műanyag tubusok hátránya, hogy a gél nem nedve­

síti elég jól, azért a goi és a tubus fala között 

ogy folyadókfilm képződik ahol az alválasztás 

során szabad eloktroforézis játszódik le. Ez rontja 

az elválasztás hatékonyságát. Előnye viszont, hogy 

a gól sokkal könnyebben kiszedhető belől©. A ké­

szülék egyszerűen összeállítható mert csavarmenettől 

vannak ellátva a tubusok.
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Célszerű a gélrendszort ©lőeloktroforézissel 

(üresjárat) a minta felvitel® ©lőtt megtisztí­

tani az osctlogos poroxiszulfát eltávolítása 

céljából.

Az alőolektroforézis utón a mintát a spacer-gól 

£*ölé rótegozzük óvatosan. Kozdotben 2 mA cső 

feszültségűt kapcsolunk rá, addig amíg a minta 

túl nem halad a spacer-gélen, ezután 5 tok cső 

feszültséggel futtatunk.

A bromfanolkék, mint jolKŐfosték, a leggyorsabban 

mozgó fehérje helyét mutatja, s az ©lektroforézis 

végét jelzi. A bromf©nolkék valamelyik albumin 

frakcióhoz kötődik. Az ©loktroforézist akkor

célszerű befejezni mikor a fest élekor ong 3-5 rnm-r© 

megközelíti a tubus végét.

A laktát dehidrogonáz negatív töltésű fehérje és 

az alsó póluson elhelyezett anód felé vándorol 

töltésének megfelelő sebességgel.

A gélrudacskákat festékoldatot tartalmazó Vasserman 

csövekbe raktuk. A festék pH-ját 37 C-on a festés 

előtt NaOH-dal pH=7»6-ra be kell állítani. A fes­

tés 37 C-os termosztátban sötétbon kb. 5-10 porc 

alatt játszódik lo. Festésnél ügyelni kell arra, 

hogy a gél ne szinaződjön el mert a sötét háttér 

rontja a kiértékelést.

I ■
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Festes után a gélt fixáló о äa dt ban helyezzük és 

hűtőben tárolható több hétig is. Fotósás céljá­

ból olyan állványt célszerű alkalmazni amely alul­

ról világitja meg a gélt. Áteső fényben szebb 

képeket nyerünk. Célszerű a gél által szabadon 

hagyott felületűt fekete kartonnal leárnyékolni, 

igy állítani bo az expozíciós időt és a blondét, 

majd az árnyékolást eltávolítva exponálni. így 

biztosított, hogy a gélre állítottuk bo az értéke­

ket nem a háttérre.

Te.isav mérés
—ютгпчгг*1-----ГГИЯ11Г—||1ГШ1М1М1И»И11Ш»ТП1ПП>

A x-eceiJtot a Boahringer-Marrahoim, Tost Handbook-ból

vöttea. A mérés alapját a következő egyéniét magyarázza.
LDH

piruvát + NADH+H+

A keletkezett NADH-t lohet mérni, amely okvi»oláris

L-tojsav + NAD

mennyiségben keletkezik a fogyott tojsav monnyiségével. 

A kapott extinció értékből számolható a tojsav meny­

nyi s égé, vagy kalibrációs egyenesről közvetlenül le­

olvasható.

Szükséges anyagok:

A mérendő mintát f ohér Jement ősit eni kell.

(ital 0,6 M-os perklórsav + 0,5 ml minta, 3000 r.p.m- 

-эп 5 x>orcig centrifugálni és a folüléiszót kell hasz­

nálni)

\
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1. / Hidra zin-glicin puffer 0,5 M-os pH=9#0

2. / 2? a M-os NÁD oldat

3. / LШ (2 mg LDH/tnl)

A elérés elvégzés©:

mintaVak

2,00 ad2,00 ml1-os oldat

f ©hér jemont esi tett
minta 0,20 ml

porklórsav 0,20 ml

0,20 ml0,20 ml2-es oldat

0,20 ml o,20 ml3-as oldat

A mérést Spekord 195-ön végeztem 340 nn-on.

Piruvát mérés

A mréshez szükséges receptet szintén a Boohringer- 

-Mannheim katalógusból vettem. A mérés alapja: 

piruvát + N.iDH II+
LDH

Lf-to jsav + NAD*

Szükséges anyagok:

A mintát f ehérj óment ősit oni kell (4 ml 0,6 M-os 

perklórsav + 4 ml minta, 3000 r.p.ra-en 5 porcig 

centrifugálni, a felülúszót kell használni).

1. /Foszfát puffer 0,7 M pH=9,0

2. / NADH (2,5 иМ ШШИ)

3. / LDH (2mg LDIl/ml)
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Mérés elvégzése;

1-os oldat 4 ml + 2 tál a foliérjeaiontesxtott 

mintából 10 porcet állni hagyjuk aajd szűrő­

papíron megszűrjük, a szűriét pH-ját 7-8-as 

értékre állítjuk.

I.

XI. Szűrt minta 2 ml + 0,20 ni 2-os oldat keverés 

után aérjük az oxtincióját E, 340 пш-сп.

XXX. Az előző mintához hozzáadjuk a 3-as oldatot 

5 porc állás után mérjük az extinciót Eg

E^-EgSsáE - bél számolható a piruvát, vagy 

kalibrációs egyenesről leolvasliató.

AzLDHtisztltása

Első lépésbon szérumot XM 100-as jelzésű Diafló 

taioroporusú membránszűrön 2 atmoszféra nyomáson 

tisztítottam. A készüléket a tanszéken készítettük. 

20 ml szérum 24-26 óra alatt ment át a szűrőn

hidogszobábant l-2-szor©s relativ tisztulást 

lehet így Qlémi. A száz ezer dal tonnái kisebb 

ciololculasúlyú fehérjék eltávoznak. A módszer hát­

ránya, hogy az LDH egy része alegységeiro disszo- 

ciál és Így képes átjutni a membrán-szűrőn, Így 

a kitcrnolés alacsony fokú.
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Második lépésben affinitás kromtográf iát alkai- 

ztam О Cárrá és Barry (1972) után miáltálunk 

módosítva.

Anyások; ДН sopharoso 4B| minden 5 tál-koz adunk: 

kálium-oxalátоt 2 ml desztiIáit vízben 

oldva pHs=4,7 értélcre beállítva, ezután 370 tag 

vizoldható l-etliyl-3- ( 3-diemth.y la minő propyl car bodix iáid)- 

et 1 ml desztilált vízben, lassan csepegtetve és 

kevorgotve. Utómra. újból beállítjuk a plí-tj szobá­

kon 20 órán át kever tét jtík, a végén megint pH-ollo- 

nőrzést végzünk. Az oszlop leapadtásának 

tására NaOH-os titrálást végeztünk 2 ml gól szusz-

i4o

gállapl-

penzióval. A fogyott Na OH mennyisége ekvivalens az 

oxamáttá át nem alakult kálium-oxalát mennyiségével.

hosszúságú oszlopot hasátmérőjű 12015
náltam.

Az anyagot 0,02 M-os foszfátpuff erben pHs6,8 

vittük fel, amely 0,1 M-os volt NaCl-re nézve, és 

200 шМ NADH-ra. Az elválást 0,02 M-os foszfátpuf- 

ferrel 0,5-0,5 M MaCl gradiens mellett végeztük.

Az első két oszloptórfogatban 200 M NADH volt, 

itt jött le a fehérje csúcs. Ezután 4 mM piruvátot 

tettünk a NADH helyett és az LDH Is lejött az osz­

lopról.
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A Na Cl-ra azért van szükség, hogy megakadályozza a 

nóta a specifikus fehérjék kötődését, nagyobb kon­

centrációban pedig elősegíti as JLDM leválását az 

oxamátról* Az oxamát piruvát analóg, NASH jelen­

létében az Ш к hozzákötődik* Az oxamát a gélhoz 

az aiainohexil karon keresztül kötődik* Az elvá­

lás folyaмап a NADH elhagyása negatív olucxót 

eredményez.

Oxaíriatos AH szofaróz 4b oszlop kapacitása 

William és mtsai* (197*0 szerint 0,5 mg LDH/gél ml.

típusú xzoonzxmre a kapacitás kisebb* Az álta­

lunk készített oszlop kapacitása 3 mg LDH/gél tol volt.
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Д RÖVIDTÁVÚ KEZELÉSEK EREDMÉNYEI

Cinklclorid (ZnCl^) hatása a vizsgált fajokra

A CuSO^-el azonos (10tug/l) koncont ráció ban adott 

ZnCl2 k.=.xée Hatására a vóroukorsziat ssyik viza- 

gált halfajban som változott meg szignifikánsan.

Az LDH onzlinaktivitás is hasonló eredményt adott. 

ZnClp kezelést követően nem volt kimutatható vál­

tozás a kontrolihoz képest. Néha arra lehatott 

következtetni» hogy Zn ionok hatására csökken az 

exxzi inaktivitás •

VÉRCUKOR LDH
U/lm9/l00ml

^Kontroll

fjKezelt
3000

2500
120

2000100 /80 /7/ /1500 /60 7/
/ // 7 /40 /7/ /77 /. 1000 720 / /

/ / / /
p В HP в

1. ábra: A vizsgált halfajok vér szérumának és 

LDH- és vércukorszint változása 10 mg/l ZnCl^ 

hatására. Kezelési idő 2 óra, kezelési hőmérséklet 

20 C * 1 Cj 3-5 (halból* P ^ 0,001.
I

'' К

*

I
J
'
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VÉRCUKOR

mg/l00ml

LDH

^Kontroll

|~|Kezelt
196-61

140

100500
7/tt l /300 60 77l I 7 7/7ffl // 7100 20 /77// /

j 7/
P В H P В H

5»übratA vizsgált lialfajok vérszérumának LDH- és 

vér cukor szint jóinak változása a hirtelen iioiaór sók­

let csökkenés hatására. Kezelési idő 2 óra, keze­

lő C í 1 C-ra.lósi hőmérséklet 20 C í 1 C-ról

3-5 halból P <0,001

Hirtelen hőmérséklet-növekedés szignifikánsan raag- 

emoli a ponty és a busa vércukor szint jót, valamint 

a vél'szérum LDÜÍ aktivitását. Ezzel szemben a harcsá­

ból meghatározott értékek nem mutatnak változást.

A hirtslon hőmérséklot-csökksnésre is eltérő 

módon reagáltak a vizsgált halfajok. Mig a ponty 

és a busa vércukorszint je 4a LDH aktivitása a hideg
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strossst követően jelentősen nőtt, addig torosa

©setében a vércukorszint csak alig emelkedett, 

as LDH aktivitás pedig inkább csökkent*

Uós3aulTát (CuSOtj) hatása a vizsgáit fa Jóiéra

A rézszulfát a késeit koncentrációban a vércukor- 

ssintot szignifikánsan megváltoztatta a kontrolihoz 

képest. Itt is busa, ponty, harcsa a sorrend. Az 

LDH onzimaktivitás többszörösére változott. Busa 

©setében 4,5-szöröséro, pontynál 4-szcresére és 

harcsánál 2-szercséro.

VÉRCUKOR

mg/.00ml

LDH
U/ ^Kontroll

"]Kezelt 70

'JOOO 50

\600 /30
/

/ /Hl // /g J200 10 // /E / /У

P В H P в H

4.ábra:A vizsgált halfajok vérszérumának LDH-és 

vércukoszintjénok válteoása 10tag/l CuSO^ hatására. 

Kezelési idő 2 óra, kezelési hőmérséklet 20 C • 1 C| 

3,-5 halbólj P < 0,001
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Paraquat hatása a vizsgált fa.!okra

Л paraquat minden koncentrációban mérgezőnek 

mutatkozott• 100 ng/1 paraquat hatására vala­

mennyi hal tipikus fulladásos tünetek közepette 

(hátonuszás , felgyorsult kopoltyúmozgás, hasi 

hajszálerek kivörösödésc) elpusztult. A vércu- 

korszint és az LDH enzim aktivitás a kezelési 

koncentrációval arányosan növekedett, mindhárom 

vizsgált halfaj esetében. A legnagyobb változást 

a busa vérszéruma tükrözte, majd ponty, harcsa 

a sorrend.

EU/l LDH
400 □ ponty 

ED busa
□ harcsa300

/
/

200 у

A~Y // /
/100 77 /.// /// /

/ ,/

10 100 mg/l PQ1К

5.ábra:A vizsgált halfajok vérзzérusának LDíí-szint 

változása 1,10,100 tag/l PQ kezelés hatására. Keze­

lési idő 2 óraj kezelési hőmérséklet 20 C - 1 C| 

3-3 halból, P <0,001

;
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mg/IOOml VÉRCUKOR
□ ponty 

EDbusa
□ harcsa

120

100

80 -y

60
J/ /

/40 / у /'
/: /

/ / ////20 /// / // /// /
//

100 mg/l PQ10К 1

6 »ábra ; A vizsgált halfajok vér szérumának vér cukor-

szint változása 1, 10, ÍOO uig/l PQ kezelés hatására.»

Kezelési idő 2 óra} kezelési hőmérséklet 20 С- 1 C| 

3-5 halból, P < 0,001

A metidation kezelés hatása a ponty

enzlmaktivitásaira és a véroukorszintjére

A metidation ilyen rövid expozíciós idő alatt nőm 

volt képes megemelni a vérszéruuiban az 1АШ enzim 

mennyiségét, a vércukorszintet viszont szignifikánsan,

!

A
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jdnesi duplájára eraolte« A transzamináz szintet 

(Orbán L.) elérései alapján csökkentette.

Enzimaktivitás és 
vércukorszint az 
önkontroll %-ában

300

200-

rh100-

-F оо
1'SX X(— о

X Q XО QО 2% ОО оо
Kezeletlen kontroll +10 mg/l Methidathion

2h 2-

7 «ábrát Ponty vér szérumának Ш-, és vércukorszint, 

valamint transsaminázszint változása 10 шс/l 

ei© ti cia ti oh hatosára. Kezelési idő 2 órai kezelési 

hőtaéx’séklet 20 C — 1 Cj 6—9 halból| P <C 0,001

'

:
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A HOSSZÚTÁVÉ kezelés: EREDMÉNYEI

Paraquat hatása ponty vércukor szintjére

A kontroll állatokon jól látható a szórási stressz­

hatás a megemelkedett vércukorszintből. A kezelt ha­

lak vércukorszintje önnek ellenére még a aallaper- 

cos szintjüket som éri el. A kontrolihoz mért kü­

lönbség az ©gyhetos kezdés során a legnagyobb, két 

hét elteltével már nem jelentős.

az önkontroll 
% óban

VERCUKOR ^kontroll

Pkezelt150-

/ 7.
//

7 /7100 / /Т/ // // // // I/ / // // / /50 // / / // / / / // / / / // / / /// / //// V./ // 7/ / //
96h 1 hét 2 hét24 h 48h

8»ábra

Ponty vérszérumának vérétikorszint változása 5 mg/l 

PQ kezelés hatására az idő függvényében. Az érté­

keket (kontroli 6=8, kezelt 6-9 bal) sm ünkuntroll

‘i-ában adtuk n«g| P < 0,001
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A paraquat hatása ponty LDH cmzia

aktivitására

A paraquat kezelés Hatásának a maximul 

egyhetes kezelésnél mérhető. 24, 48, 9<5 órás 

kezelések Hatására bekövetkezett LDH szint­

változások nem szignifikánsak. A két Hetes ke­

zelés kontroll és közölt értékeinek a különbsége 

is szóráson belül van.

az

oz önkontroll 
% óban

LDH
^kontroll

[^kezelt150

100 у
7
/ /;n/ //// / // /Л /// /50 /// '/I/ /// / /// //// // /// / //// / //// / /
24h 48 h 96h 1 hé t 2hét

9. ábra: Ponty vér szérumának LDH szint változása PQ 

kezelés Hatására az idő függvényében. Az értékokot 

(kontroll 6-8, kezelt 6-9 Hal) az önkontroll ^-ában 

adtuk meg| P < 0,001
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. j
CuSOtj kozelés hatása a ponty vércukorszint.iéro

Az ogyhetes kezelést kövotően a véremkor szint 

250Je-al nőtt a kontrolihoz képest és a különbség 

kívül volt a szóráson. A 96 órás és két Ziotos 

koselés hatására bekövetkezett változások már nőm 

olyan nagyok do szóráson kívül vannak. A 24, és 

48 órás minták növekedésének aránya is a kont­

rolihoz viszonyítva elég nagy do a különbségok 

szóráson belül vannak.

oz önkontroll 
% óban

VERCUKOR400

^kontroll

|~|kezelt300

2 00

у100
; // / /// / /// // /// /

24h 48h 96h 1 hét 2hét

10.ábra;Ponty vérszérumának vércukorszint változása 

3 rag/l CuSO^ kezelés hatására az idő függvényében! 

Az értékeket (kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal) az 

önkontroll 4—ában Adtuk meg P < 0,001
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A CuSOt< kozolés liatása a ponty LDH

aktivitására

A rézszulfát hatása az idöfücgvónyóbon vácié 

omolkodő tendenciát mutatott# Már 24 óra olt él­

tével 230$«-os az emelkedés» és a két hetes min­

táknál már 143/o-og az emelkedés• Az különbségek 

minden esetben a szóráson kívül esnek*

oz önkontroll 
% óban

L D H
^kontroll

["jkezelt
1500

1000

500
*l 7
/ // 4100 //

24h 48 h 96h Ihét 2hét

11*ábra Ponty vérszérumának LDH szint változása 

5 mg/1 CuSO^ kezelés hatására az idő fügevónyubon* 

Az értékeket (kontroll 6-8» kezelt 6-9 hal) az 

önkontroll ^»-ában adtuk megj P < 0»001.
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A különböző koncentrációjú metidation Itatásai

a vizsgált párámétörökre

Батона koncentrációban kezeltünk tao ti da ti ormai

halakat* ©gy és két napon keresztül. Az LDH- és 

a vér cukor szint az egynapos kezelést köve tő on a 

kezelési koncentrációval arányosan növekedett • 

Két napos kezelést követően az LI)H is és a vér­

cukor is nőtt* do a vércukor sár nem a kezelési 

koncontrációval arányosan.

vércukorszmt az 
Önkontroll */.-ában VÉRCUKOR

I Ikezeletlen kontroll 
ШШ15 mg/| J 
tZ32ß mg/1 >Methidathion 
^35Dmg/i)

300-

200- ♦ IУ/.тЛ яíя яя% яя1 ЯЯ100- 2 я2 2Я ЯI22212
24^ t48 h

12>tábra: Ponty vérszérumának vér cukor szinti - vál­

tozása* a hatóanyag koncentráció és az idő függ­

vényé ban. Az értékeket (kontroll 6-8»kezelt 6-9 hal) 

az önkontroll r,í-ában adtuk meg} P < 0,001
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л

Enz inaktivitás 
az önkontroll %-ában LDH I 1 kezeletlen kontroll

■11,5 mg/1
ZZ2 20 mg/l MethdathonI600-
Щ1 5,0mg/1II500-

ВI m400-

Шx 1300-

200- Vг\ \100 I t48 й-24й-

13»ábra Ponty vérazérumának LDH szint válto­

zása, a hatóanyag koncentráció és az idő függ­

vényében. Az értékeket (Kontroll 6-8» kezelt 

6-9 hal) az önkontroll ában adtuk raegj 

P < 0,001 '4_ \
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A Me ti. da ti on kezelés 1га tusa a ponty

vércukor s gint ,i ér@

A metidatiónnal kezelt halak vérszérumának 

vércukorszintjо az olső három nap szignifikánsan 

oaclkodiky do egy hét után csökken, és a második 

hétro kozd beállni a kontroll értékre.

oz önkontroll 
% óban

^kontroll

["fezeit
VERCUKOR

1 188-34150

/
■

/
/ 7100 /

//I // /7\ / // // /// // // // / /50 / // // // / // // // / // // / // // / // // // // // /
24h 48 h 96h ihét 2hét

14, ábra t Ponty vérszérumának vér cukor s gint változása 

2 tug'/1 metidation kezelés hatására az idofvgrgvényé— 

bon. Az értékoket (kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal)
P <0,001önkontroll $-ában adtuk m«g|az



- 53

Л да ti da tx on kezelés hatása a ponty

LDH mazimaktiví basára

Hetidatiormai kezelt pontyok vér з záratnának 

LDH szintje a kontrolihoz viszonyítva két elté­

rési maximumot ad# Egyik az olső napon van és 

ezután a harmadik napig csökken a kontrolihoz 

viszony!tv4t enzimszint-növekedés, de egy hét 

után ismét emelkedni kezd, és a második héten 

extrém nagy eltérés mutatkozik#

^kontroll

J""]kezelt
П 776±236

LDHaz önkontroll 
% óban

150 П20 7 ±74
-

100 у
/ '
// >// / // / // / // /50 // / // // // // // // // // /// // 4// // *

2 hét96h 1 hét24h 48h

15 #ábra Ponty vőrszáraménak. LDH-szint változása 

2 tag/l metidation kezelés hatására# Az értékeket 

(kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal) az önkontroll

?í-ában adtuk bőgj P< 0,001



54

Az ЬШ szervenként! aiegosalása két időpontban

vérmáj
вявич»

SZÍV izom

3840 112
Í1080 £ 37

téli Hőmérséklet 6928
- 1986

2872 

i 561

nyári Hőmér­

séklet

4460 7420

£ 628 ±2890 - 8

6870

Í2510

21

1.táblázat: az értékek U/l-ben vannak megadva

LDII aktivitás szezonális változása ponty egyes 

szerveiben» nyári cs téli időszakban. A szívben 

változatlanul magas az aktivitás mind téli» mind 

nyári Hőmérsékletem kondicionált Halaknál. Az i- 

zotóban és a májban nyári Hőmérsékleten magasabb» 

mig a vérben télen magasabb az aktivitás.

LD1I izoenzimek elválasztása lap-»élelktorforézissel

Kezdetbon diskeloktroforézissel dolgoztunk» meg­

kerestük a megfelelő elektród puffert, Odense és 

mtsai (1966) munkája Hatására először borát puffert 

pHss8,3 Használtunk, de ebben a rendszerben csak a 

lassú vándorlási sebességű alegységek váltak el.
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A pH otaolésévol pH ss 9 »O-iß némi javulást lőhetett 

elérni. Goldberg E.(l966) munkája nyomán tértünk 

át a TRIS-glicin elektród puffomé, és pH = 3,3-nál 

volt a legjobb az elválás. Ezek után az elektród 

puffer ionerősségét kellett beállítani. A legjobb 

elválást akkor értük el, amikor a felső tartályban 

0,33 M-oe az alsóban pedig 0,25 M-os TRIS-glicin 

puffert alkalmaztunk. A gélkoncontráció is nagy - 

mértékben meghatározza az elválást. Az emlősökből 

nyert LDH izoenzimek elválasztására ajánlott 7 és 

8#-os poliakrilamid gélen az elválás nagyon lassú 

és rossz volt. 4-6'á-os gélen már kielégítőbben 

váltak szét az alegységek. A 4$-os gél viszont 

lágysága miatt nagyon nehezen kezelhető. A legjobb 

elválást gradiens gélen tudtunk elérni: 5-6^ között. 

A biszakorilamid aránya 4$а-#з az akrilamidhoz vi­

szonyítva •

A gradienst 11 cm hosszú lapgélen állítottuk elő, 

A felvitt anyag 255»-os volt glicerinre és 2-$«-os 

brórnfenolkékre nézve. A jó elválás érdekében az 

anyagot max. 2-3 miliméter rétegvastagságban lehet 

fölvinni a gélre. Disc, olektroforézis esetén ezt 

a nagypórxisú tömörltőgél alkalmazása biztosítja. 

Lapgélre viszont nem lehet nagy-
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pórusa gólt tenni, uiex't a felület geometriája nóta 

alakítható ki annak lágysága alatt • Betömörithető 

az anyag, ha az olektroforézis olajén nagy áram- 

erősséget alkalmazunk (5mA/mm ) 1-2 porcig*

Ila a fölső tartályban 0,33íi-os, az alsóban 0,25 

M-os THIS-glicin puffert alkalmaztunk, és 1 ßiii/taa*“ 

gél áramerősséggel futtattunk, taint ahogy Goldborg 

E.i 1966) javasolta, a futási idő 7-8 óra volt.

ЗшА/ mm** gél áramerősséget alkalmazva oz az idő 

2,5-3 órára csökkont.A gél taelogodéso itt todr 

számottevő volt, a léghűtés nem volt elegendő, őzért 

a rendszert 1 olyadékhűtéssel láttuk ol.

A felső ptjff er tartály nagyságától függőón előbb 

utóbb elfogynak a töltéshordozó ionok, és a megfe­

lelő áramerősség tartása érdokébon a feszültséget 

omolni koll a megnövekedőtt ellenállás függvényében 

az IssU/R összefüggés értelmében. Egy határon túl a 

feszültség emcléso olyan mérvű hőtermeléssel jár, 

hogy azt az intenzív hűtés som képes kompenzálni. 

Ugyanis a feszültség négyzet©son arányos a rend­

szerben tormelődő hóval a Joule törvény értőimében, 

Qcal к K(<Jí"/r) t, ahol К az elektromos hő ekvivalenst, 

U a feszültséget, R az ellenállást, t az időt jelöli.
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Mérési tapasztalataink szerint l^V/mra" gél érték fölé 

menni nőm szabad, mórt nagyon melegszik a gól. Ezért 

áramatabiliséit feszültségforrás kelyott ajánlatosabb 

teljesítmény stabilizált feszültség forrásokat alkal­

mazni.

11 сщ hosszú lappal dolgoztunk amennyiben a gól 

ettől eltér a futtatási áramerősség moghata­

rozásánál figyelembe koll vonni, mivel a lap hosz-

Ixosa

szávai az ellenállás оgyano3 arányban nő az 

R=z(S*l)/a egyenlőt alapján. iUxol a fajlagos ellen­

állás "d" az áraovczotő kerosztmetszeto Rln pádig

a hossza.
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Ponty különböző szerveinek LüH izoenzita képe

* '

zzzá £4
tsz

•1
Ш
2ш Мл 
№
um

"k/?/ //,

4 6 82 730 1 5

lő.ábra: 5-6^-os gradiens poliakrilamid. gélen elvá­

lasztott LDII izoenzimek ponty különböző szerveiből.

1. Kontroll ponty sziv-laomogenizátum

2. Kontroll ponty izom-kotaogonizátum 

3* Kontroll ponty máj-homogonizátum

4. Kontroll ponty kopoltyú-liOEaogenizátum

5. Kontroll ponty vér szár uüi-Iaomog®ni zátum
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6. 2 щg/1 uietidatiounal 2 hétig kezelt ponty 

vérszérum

7* Зшб'/l CuSO^-al 96 óráig ко sasit ponty vérszéruma 

6* 5og/l Р'ч.-а1 1 hátig közeit ponty vérsséruma

LHI tisztítása ponty szárúmból

Dxaf ló x>í 100-as microporusú membránszűrőn 

előtisztított és botöményltett szérumot vittem föl 

oxatadtos AH szefarőz 4 В oszlóidra, 15 tax oszloi> tér­

fogatra 4 ml-t. Ellentétbon az eredeti rocepturával 

P.O Cara és Barry ( 1972) 0,5 M NaCl-t tartalma­

zó eluáló folyadékban az Ш пои kötődött föl az 

oszlopra, 0,1 M UaCl koncontx’ációt alkalmaztam,

Így viszont nem jött 1® az oszlopról. Közbülső 

megoldást hasznaltud^ 0,1-0,5 Ы Ha01 gradiens mol- 

lett elvált.

ílaszonhétszoros relatív tisztulást tudtunk elérni 

40$*-os kitermelés mellett. A közepes eredmény való­

színű oka a nagyon kiesi LDH és a nagy fohóx’jo 

tartalom. Több lépses tisztítást kell alkalmazni, 

do a liagyoMÓnyos módszerek, hődanaturációs, kisózás 

módszer, alkalmazásakor az izoenzimkép megváltozhat 

mivel az egyes alegységek nőm egyformán reagálnak 

ozckr© a kezelésekre.
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i

NaCl gradiens 0,1 0,5mol

100 100
l/l

•oо
e >о

200u mol NApH 4m mol piruvát

L ОH et lií I /I fc*s -

оо
X
о® 50 / 50о

\CD Xо
о

о >
X

/ ш\
о

о ч У\Е \/
*о

.К

20 40 60 80 100 eluátum/ml/

17. ábra: LDH tisztítás ponty vers zérusából affinitás 

kromatográfiával. (Oxamátos AH szefaróz 413-n. )

Km Vmax a^r6s®Ii

Májból tisztított és tisztltatlan LDH enzxtaaltti- 

vitását mértük a szubsztrdt telítettség függvényé­

ben, és ebbőlI linoarizdlással moshatáróztuk a

) és a Miolaelis állandó (K )
Щ

maximális sebesség (Vmax
értékét. Eltérés csak a maximális sebesség (vnsax)

értékénél adódott. Mivel a tisztított enzimnek a 

К értéke nem változott a nyors enziméhez képest» a
Щ

további kinetikai vizsgálatoknál nyers liomogonizá-
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tumból mértem, tehát látszólagos értékeket kaptam,

de a tendenciára ebből is lehet következtetni*

L-M enzim pH függése

Ponty különböző szerveiből nyert tiszíífcatlan 

LDH pH függésének in vitro vizsgálata során egyet­

len helyen: az agy homogenizátua esetén mutatkozott 

némi eltérés, do az som szignifikáns* Az ©nzimakti- 

vitások értéke pIX=717 agy ssotébon pH=7i9 értéken 

Kutatattak maximális értéket*

U/l
max.ért. %-ában

100

y_ÍZOB
2-MlV 
o-"*J 
* -ves* 
□ -B&

80
I

60 izom
SZÍV
köp.
vese

agy

40

20
i

70 72 74 76 78 60 8.2 PH

18,ábra: Ponty különbözőszervoiből nyert tisztitatlan 

LDH onzi inaktivitásának sebessége a pH függvényében*



aa£v radjVÓr isoabal
tojaav pi^TíVŰt tcjaav j&rav&t tojsav i-Aruvátto,jnav pelruvüt

2,téo,6 0,16*0,03 6,2ÍjL,2 0,51-0*09 4,2Íl,X 0,21+0,06 9»9~2,1 0,72±0,12

10,2-2,4 0,79^0,18

liOl'fcroll

2,9—0,7 0,27-0, 9? 7 » 0—1»0 0,6С&0,12botolt 24H

33*0,9 0,67-0,13 6,líl,2 0,22^0,06 14,2-3»6koaolt 48a

12,224,0 0,69—0,10

2,4^0,6 0,18-0,05 6,2-1,1 0,51-0,08 5,C>2q9 0,21*0,08 10,1-3*6 0,70*0,12

2,5*9,6 0,16*0,05 6,l-l,2 0,50*0,07 4,1-1,0 0,20*0,0? 9»7-3»o 0,7-0,11

kosait 96h 3,0&G,5 0,17*0,06

kobalt Ukót
i

kosait РЛгбЬ 
C2
VO

2«táblásat»

ixUnwát 6e tejsav aamgfleéee ponty ШШМЫЬяб aatarveluoii 5 mg/l 

PQ kosfelíki butádéra z&í/lQQiß assövot
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LDH einzig aktivitás {gátlása piruváttal és to.isawal

in vitro

Ponty különböző szex-veiből nyert tisztitatlan 

LDH, szubsztrát (piruvát) és tei'nékgátlását (tojsav) 

vizsgáltuk in vitro. Az agyas szarvakban közel azo­

nos értékek adódtak. Térnék és szubsztrát gátlást is 

csak a fiziológiás mennyiségeknél magasabb értékeken 

tapasztaltunk.

U/l max.ért.%-ában

100 — • máj
— xizom

oszív
50

3 piruvát/mmól/1 2

19. ábra tPonty különböző szervéből nyert tisztitatlan 

LDH enzim-aktivitásának gátlása piruváttal
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U/l max.ért.%_óban

100
Xо X izom 

. máj 
о szív

о

50

150 tejsav/mol/50 100

20« ábra: Ponty különböző szervéből nyort tisztltatlan 

LDII enzim-aktivitásúnak gátlása tojsawal

CuSO. 1 PQ. és a Motliidatliion reátló hatása 

az LDII enzim-aktivitása ln vitro

In vitro 5 és 50 mg/l CuSO^, PQ, 2 és 20 mg/l 

motliidathionnal kezeltünk izom, szív, máj liomogeni- 

zútumot, és Így vizsgáltuk az LDII enzim s©bosségének 

szabsz trat függését* A vizsgált kemikáliák az LSI 

aktivitását nem befolyásolták szignifikánsan ogy 

esetbon sem a kontrolihoz viszonyítva.
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Az eredmények értékelése

A munkát a kezelési koncantrációk, meghatározásával 

kezdtük. A rövidtávú kezelések célja az volt, hogy 

a rövid expozíciós időket mgy s zor Lconcont rációval 

kompenzálva modellezzük a természetes viszonyokra.

A kezelésokot 20 C í 1 C-on, tollát nyári víziló mór- 

sékleton végeztük.

10 mg/l ZnCl2-vel történt két órás kezelés ha­

tására jelentős változásokat nóta kaptunk sem az 

LDH onzimszint, sem a vér cukor szint esetében.

(l.ábra). Tehát ZnCl^ obbon a koncentrációban nem 

mutatkozott sem mérgezőnek som stresszor anyagnak.

Finolli és mtsai(l977) hasonló eredményt kaptak 

patkányon végzett kísérletek során.

A hirtelen hőmérséklet változás 

tékbon hatott mind az LDH enzimszint mind a vércukor- 

szint omelkodésére (2. és 3*ábra). Halak közel azo­

nos LDH onzimszint és vér cukor szint változással rea­

gáltak a hőmérséklet emelkedésre és a hőmérséklet 

csökkenésre. A legkisebb változás a harcsa esetében 

tapasztalható. Amely azt mutatja, hogy oz a faj 

képes leginkább elviselni a hirtelen hőmórsékletvál- 

tozást, ágy hogy az jelentősebb stressz hatást nem okoz.

jelentős mér-
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mg/l CuSO^-el történt 2 órás kezelés hatására 

LDQ enzimszint a vérszérumban ó-ÖOO^to-kal nőtt a 

kontrolihoz képest, a vórcukor 40-ó0$o-I:aX nőtt

10

az

(4.ábra). Most is a harcsa bizonyult a legérzékotlc-

kisebb fokúnebbnek a kezelésekkel szemben. A harc

reagálásának valószínű oka az, hogy a kezelést kö-

dt az akvárium alján,vetően viszonylag nyugton 

mig a másik két faj idegesen úszkált.

A paraquat hatását a halaiéra a kezelési koncent­

rációk függvényében vizsgáltuk (5.és 6. ábra).

1-10 шс/l koncentrációig arányosan nőtt a változás

mértéke a 2 órás kezelést követően az LDH enzl

szint, mind a vércukorszint esetében. 100 mg/l keze-

zlnt és a vőr-lési koncentráció esetén az LisH enzl 

cukorszint értékei is emelkedtek, noha a halak a keze­

lést kövotően 10-15 perc alatt elpusztultak, A paraquat- 

nak elsődleges és gyors támadáspontja halak esetében 

valószínűleg a kopoliyűhám, amit Rojik és mtsai (1983) 

igazoltak is elektronmikroszkópos felvételekkel.

A kopoltyúhám drasztikus sérülésé 100 mg/l paraquat

a normális

cserét, amelynek következtében a halak anoslás állapot­

ba kerülnek. Ebből következik, hogy megnövekszik az 

zintje és a vércukorszint is. Ugyanakkor

d az aminotranszfcrázszlnt (Orbán L.

kezelés hatására megakadályo

Ш enzl

változatlan

1983).
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Tehát a rövid idő eltöltővel bekövetkezett Ijalpuss- 

tulüa oka q tnocoiaelkodott Ш de várcukorsziut lo­

bot*

10 oís/í ootMdathionnal tör tont Z órás koselést 

kővetően osok a vdxxiukorsaint növekedett ae{j. A ka- 

pott credsadny ua jyar ássata talán as, Uocy a kezelést 

követően a bálák шозщ;Juaalctivitnsa teljesen locsölxkout* 

Lnnél a kísérletnél vezettük be as ttokontrollos ki­
értékelésüket* Да új kísérlet пащг előnye» ko^T a 

kontroll halak aollott ojy belső kontroUlu» io tu­
dónk viszonyítani* A saüooláa sorún tirindan halna!; 
a saját n nullaporcoan értékéhez viszonyított szá­
zalékos értékot adtuk ooc* Essel Q oódssorrol as 

egyedi szórásokat ki lőhetett küszöbölni* A kontroll 
halak használatával a kezelési (vérvétel) etrooss 

okozta hatásokat tudjuk korokcióba vonni. A kétsze­
res kontroli használata biztosítja» hocy csak a ké­
sőidé hatosára bokövotkosö változás okloal essáooljtmk*

A rövidtávú kezelések urodadnyoit felhasználva 

kezdtünk hozzo a hosszútávé kősóié«okhoz, 'l kezelé­
seket 10 О-os vízben végeztük, tehát téli VStsskera&P- 
uékleton* 5 ag/l paraquat kezelés listására a közölt 

állatok vóreukorszlut ja és Lili rausluaktivltúea is

Ч
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*csökkent. Látszólagos ellentmondást a rövidtávó 

kezelésekkel az magyarázza, hogy a paraquat sor- 

konti glukóz oxidációját, főleg a pontózfoszfát cik­

luson keresztül (Rose és latsai 1976), Az eredmények 

kialakításában feltehetőleg szerepet játszott az is, 

hogy a paraquat na к közvetett hatása van a hormonális 

rendszerre is (Ross és Krieger 1979)» A paraquat két 

lépésben ürül ki a szervezetből (Fisher és mtsai 1971)• 

Eredményeink alapján az a paraquat mennyiség amely az 

első két nap ürül ki mm fejt ki jelentős hatást 

som a vércukor szintre, sem az 1ЛШ szintre. A vérben 

az első két nap nem jelennek meg izocnzimek, tehát szerv-

radó 20-30$

biztosan eljut a mélyebben levő sejtekig is és ott 

maradéktalanul kifejti hatását. A vérszérumban meg­

jelenő izoonzimek a kopoltyú károsodására utalnak 

(lő.ábra 8.oszlop). Két hét elteltével a 

at is eltávozik a szervezetből, amit a mért értékeknek 

a kontrollázint közelébe való visszatérése is mutat.

5 mg/l CuSO^-ol történt kezelés hatására (10. és 

11. ábra) a vércukor és az LDH szint is emelkedett.

A vércukor 1 hét alatt három és félszeresére nőtt, 

majd a második héten visszaállt az eredeti érték köze­

lébe. Valószínű magyarázat, az, hogy az LDH szint több

károsodás som alakul ki. A szervezetben

radék paraqu-
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taint ezorötszáz százalékkal nőtt, és az Összes 

glukóz tojsawá oxidálódott. Kimerültek a glukóz- 

raktárak, csökkent a vércukorszint. A rézszulfát 

elsődleges támadáspontja a szívizom óe a vázizom 

lehet, amit a ló.ábra 7.oszlopa mutat, mivel a szis* 

izomra jellemző ИНМ és a vázizomra jellemző “M^" 

izoonzimek jelennek meg a vérben.

Motlridathioimal történő hosszútávé kezelésoket 

2 mg/l koncentrációban végeztük el, mivel a kezelés 

hatására bekövetkező változások elég nagyok voltak 

(12.ábra) és a halak hosszútávon is kibírták ezt 

a kezelési koncentrációt, míg 5 tag/l kezelési kon­

centráció esetén a halak hamar elpusztultak.

Me t lii da t Ili on kezelés hatására hasonló eredményeket 

kaptunk, mint a paraquat kezelés során. Az első hét­

re a vércukorszint csökkent a kontrolihoz képest, 

míg az LDII onzimszint je az also héttől rohamosan 

emelkedett. A no tint da till on is paraquat  hoz hasonlóan 

serkentheti a glukóz-oxidációt azáltal, hogy a tac- 

tahólizmusa során NADPH+H^-t fogyaszt (Chopade és 

Dautermán 1981). A magas LDH szint és az előző tény 

eredménye, hogy elfogy a glukóz és csökken a vércu­

kor szint. Elsődleges támadáspotja valószínűleg a 

vázizom, amit ló.ábra 6.oszlopa is igazol.
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Megmértük az cgyos szervek tejsav és piruvátszint­

jét 5 mg/l paraquattal történő 96 órás kezelést köve­

tően az idő függvényében (2.táblázat)« Ezután 

tűk as LDH enzimek aktivitás gátlását a tejsav és 

a piruvát koncentráció függvényében, és azt kaptuk, 

hogy ogyik szervben sem érik el azt a szintet amely 

gátlólag hat az LDH enzimaktivitására. Továbbiakban a 

rézszulfát a paraquat és a methidathion hatását vizs­

gáltuk az LDH enzimre a koncentráció függvényében in 

vitro. Eredményeink alapján bebizonyosodott, hogy egyik 

szer sem fejt ki gátló hatást az LDH enzim aktivitására 

in vitro körülmények között. Ezok alapján arra a követ­

keztetésre jutottunk, hogy a vizsgált szerek közvetett 

utón fejtik ki listásukat az LDH enzimre. Nagyon való­

színűnek látszik, hogy a kezelések hatására a halak 

erősen stresszes állapotba korúinak és ez az oka a 

mognövokedott LDH enzim szintnek.

Méréseink alapján kijelenthetjük, hogy a szövetká­

rosodás és stressz hatás kimutatására alkali 

kor és az LDH enzim szint változás mérése. Megemelke­

dett értékei egyértelműen stressz hatásra utalnak, a 

vérben megjelenő izoenzimok pedig az egyes szerveket 

ért szövet-károsodásokat jelzik.

a vércu-
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