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BEVEZETLES

El6vizeink tisztasdgénak és a bennilk kialakult biolé-
giai egyensilynak a megdrzése korunk egyik £6 feladata.
A mezbgazdasigban felhasznidlt kémiai dgensek szima és
mennyisége egyre nd, Ezekrdl a vegyiiletekrdél mir kordb-
Pan kimutattik, hogy esdzés révén a vizbe keriilve karos
hatdst fejtenek ki az ottééld szervezetekre, igy a ha-
lakra is (MolnAr-$zakolcai, 1980). JelentSs mértékben
kérositjak a létfontossigi szerveiket: az idegrendszert,
majat, vesét, kopoltyit és az emésztési folyamatokat is
(sauerbier és Meyer, 19783 Warwood és Beamish, 1978)
labat és mtsai, 1977). Egyes peszticidek wér igen kis
koncentridciéban a halak pusztuldsit okozhatjik (Schreck,
1978). Ezenk{iv{il wmir embrionélis &llapotban is kérositjik
a halakat, aminek eredményecképpen életképtelen egyedek
kelnek ki a petébSl (Weis 1977). A vizszemnyezbdés és

a vizi kérnyezet hirtelen megvéltozisa stresszhatést
valt ki a halakban (ellgard és mtsai, 1978; Freyer, 1975)
Albrecht, 1977). Ilyenkor a halak, "kdzérzete" romlik,
rosszul tdpalkoznak, és mindezek kévetkeztében fogé-
konyabbd vilnak a fertdz8 betegségekre (Wedemeyer, 1970;
Wedemeyer és Wood, 1974). A humén diagnosztikdbél Atvett
médszer foként tengeri halak esetében mir Jjo6l bevalt
eljards a mAj=, vese- és izomszivet-kirosodas kimutatéi-
sadra a vérszérum transzaminiz és tejsav dehidrogeniz



enzimeinek meghatiroziséval., E mbédszer alkalmasnak
matatkozott a tengeri halakat ért kirnyezet-szeny-
nyeztdés okozta szivetkérosodéasok kimutatédsira is,
(Kristoffersson és mtsai 1974). Ezek az enzimek
normél éllapotban a sejthdrtyén beliil a citoplaz-
méban és a mitokondriumokban taldlhaték. Abban az
esetben, ha a sejtek kérosodnak és szétesnek (sejt=-
nekrézis), ezek az enzimek nagy memnyiségben a
vérbe keriilnek. Ez a vérszérum-enzimaktivitds hir-
telen nivekedését okozza. A kirnyezetszemnyezddés

a szdvetkirosodéson kiviil stresszhatédst is okoz a
halakban, melynek egyik tiinete a vércukorszintemel-
kedés (Silbergerd E.K., 1972).

Az utdébbi mésfél éviizedben egyre gyakoribba valt
hazénkban a folyé és aAlldévizekben a témeges halpusz-
tulds. Ennek pontos okait modern biokémiai médsze-
rekkel ezidédig hazénkban nem vizsgaltik. A vizsgila-
tok csupan arra terjedtek ki, hogy egyes nivényvédi-
szerek Lpso, TLn értékeit adjik meg. A tanszéken
olyan biokémiai médszerek bedllitasin dolgozunk,
amelyek bevezetésével vizsgalni lehet a halak olyan
biokémiai és élettani folyamatait, amelyek a vizi
kirnyezet kedvezdtlen irdnyu vAdltozasit még a
krénikus halpusztulisok megkezdOdése eldtt jelzik,
Kiildnbdzé koncentricidju paraquat (PQ), réz (cusoh).
és cink (ZnCl); és a vizhdmérséklet hirtelen vAlto=-
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zasénak hatdsit vizsglltuk hirom eltérd taplalkomési
halfajon (ponty: Cyprinus carpio, busa: Hypotalamics-
thys mollitrix, harcsa: Silurus glanis), valamint a
metidathiont pontyon. A vizsgdlt anyagok kérositd
hatédsa a halak vérszéruminak transzaminidz, tejsav-
dehidrogeniz, acetilkolineszterdz és proteolitikus
emésztlenzim aktivitdsénak, valamint a vércukorszint
meghatirozasaval tortént.

A VIZSGALT KEMIKALIAK £S A SZERVEZETRE KIFEJTETT
HATASUK ISMERTETESE

Réz=-szulfit

A killonbozd fémkationok toxicitésa a periddusos
rendszerben elfoglalt helyiikkel fiigg Ussze., Az elektro-
negativitédsuk nivekedésével csbkken a toxikus hatdsuk
(Cremlyn 1978).

A gombadld képesség a fémek kelatképzl képességével
van kapcsolatban, A gombdkra kifejtett toxicitas

fokét az 1onizélat1an,rénkonplexcknnk a sejtfalhoz
kapesoldédd kovalens vagy koordindcids kétéseinek
eréssége szabja meg (Lukens, 1971).

A réz toxikus hatdsa loginkdbb a vizi életmbédot
folytaté Allatokat fenyegeti Singleton és Guthrie(1977)
2 ppm réz-szulfittal kezelt viz baktériumfldérdjit ha-
sonlitottdk kontrollhoz, és megillapitotték, hogy a
réz csdkkenti a baktériumfléra stabilitésit.



Nehézf émelk bizonyos esetekben erdsen feldisilnalk a
vizben. Egyre gyakrabban kapunk hirt nagyarédnyt

nehézf ém-szennyezddésrél. Gergely és Cielszky
1977-ben leirtik, hogy 1940-1970 kdzbtt az USA-ban
majd szldzszmorosira emelkedett a Hg szint a halakban,
Magyarorszagon 1977-ben egy tisztavizli patakban
fogott halakban (Szalajka patak) a Hg-szint 0,1 mg/kg,
mig a Balatonban 0,4 wg/kg, a Dundban 0,6 wug/kg
(Molndr-Szakolecai, 1980).

Yamamoto és mtsai (1977) két hétig 0,1 ppm réz-
szulfét tartalmi vizben tartott ponty szerveinek
réztartalmdt kontrollhoz hasonlitva azt tapaaétalték.
hogy a hepatopankredsz, a kopoltylk, a bél és a vese
réztartalma 2-6 szorosara nidvekedett. A halak egyes
szerveiben a kiilsd koncentracié sokszorosa is lehet
(Molnér~Szakoloai, 1980 Greig és mtsai 1977} sok
haifajbél 250 ppm rezet tudtak mérni bizonyos
esetekben akir 5000-szeresére is akkumulaldédhat
Reichenbach-Klinke 1972, Nemesék J., L.Boross (1980)
i, 10, 100 ppm CuSOh-tal kezeltek halakat két 6rém
keresztiil, és az egyes szervekbdl radioaktiv jelzmett
rezet hatéiroztak meg. Az akkumulicid - kiildndsen nyari
vizhémérséklet (20 C) mellett -~ t8bb tizmszeres értéket
mutatott.

A réz-szulfat nagy mennyiségben felhasznalt fungicid
hatési permetezdszer, Rézgélic 96% CuSO

A
Bordéi 16 45% Cuso,,



A réz és a cink sziikséges a szervezet szimira

bizonyos metalloproteinek wulikbdéséhez, de menuyisd-

gilk nem mutat ogyenes arémnyt a testsillyal (Vinikous

és Goldstein 1980). Rezmet a legnagyobb men:;iségben

a wdjbél tudtak kimutatni, és megfigyelték, hogy
mennyisége szezondlisan valtozott. Tavasszal

és Bsszel nagyobb volt, mint nyédron (Braek W.L.F. 1979).
A réz LD, ériéke patkémyra 300 ng/kge Vizi szerveze-

5
tekre az LD, értéke figg a viz mindségbtil is. A viz

pn-értékénoi emelkedése nvveli a réz toxikus hatdsit.
(Chakoumakos C,y Rossemarie C. Russia és R.V.Thumston
1973) « Kemény vizben kisebb a réz hatdsa, mint ligy-
ban. A réz ott kémnyebben alkot komplexet, és ebben
a formiban new toxikus (Pagenkopf és Rosemarie 1974).
Szubletalis koncentracidji rézzel kezelt halak

LDSO értdke ndtt cinkkel szemben., A hatds forditva
wég erdsebb (Dixon és Sprague 1981).

Réz kezelds hatdsira (10"" M CuSQ,) a vesecsatornikban
csdkken a Na és Cl ionok visszasziviédidsa, aminek
kiévetkeztében a testfolyadék hipotdénids lesz (Spronk
és wmtsai 1971).

A cink-klorid (ZnCl,) csivézészerek hatdanyaga. Toxi-
citésa kisebb mint a rézé, Halakra a réz L, értéke

0,143 mg/l viz, cink esetén 2,5 ug/l viz.



Cinket nemcsak madjbél, hanem izombdél is nagy
mennyiségben mutattak ki, A mdjban kétféle for-
médban fordul eld; magy része egy nagy molekula-
sGlyG fehérjefrakcidhoz kétddik, kisebbik része
egy kis molekulasilyd fehérjefrakcidhoz (Sugawara
Naoki 1977).

Paragquat

A quaterner amménium vegyiiletek toxicitdsit régen
felismerték, Az ICI 1958~ban dobta piacra a her-
bicidek méig is legjelentisebb képviseldjét a

paraquatot (PQ).

— —

He—N N N—cn, | 20
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PARAQUAT (PQ)

(11 - dimetil - 44 - dipiriditium - dichlorid |

A névényekben vizoldott Allapotban oxigénhiény ese=-
tén stabil pozitiv toltésii PQ iom forméban van jelen.
Oxigén jelenlétében gydkionokkéd redukidlédnak, melyek

kArositjAk a kloroplasztisz membrénjit.



Sttétben, boris idében hatésa lassibb, igy felszi-
védik a ndvényben és a mélyebb talajrétegekig is
eljut., A talajban mnagy a perzisztencidja, stabilan
a talajszemcsékhez kitdédik, Felszini wvizeinkbe
nem immen jut els@sorben, hanem a vizelvezetd érkokbdl
és a rizsfdldekrdl, mivel ezeket is paraquattal kezelilk,
Ujabban az Allévimekben is alkalmazzdk hindrirtésra,
A ndvényekre két Gton hat:
l. mint erds elektronakceptor a fotoszintézist gé-
tolja
2. a ndvényekbe jutva redukilédik, majd oxigén ha-
tésidra reoxidilédik, mikdzben 5202 keletkezik
az erds membrinkérosité hatdsdval roncsolja a
plasztiszokat,.

A1latiszervezetbe keriilve a plazma proteinjeihez
gyengén kétddik, a vérben szabad formiban kering,
gyorsan eljut wminden szdvetféleséghez, ahonnan a fel-
szivédott dézis nagy részme 48 6rdn beliil kiiiriil
(Comning és mtsai, 1969). 20-30%~a azonban a szbve-
tekben ~ f8leg a tiidében - marad, és csak 2=3 hét
milva iiriil ki (Fisher és mtsai 1971 Rose és mtsai 1977).
A tiidfben aktivan koncentrilédik az alveolusok epithe-
lidlis sejtjoiben egy energiafiiged mechanizmus ré-
vén, amelyet bizonyos anyagokkal gAtolni lehet,
Hoffman és BEastin (1982) t8késrécén végzett vizse-
gélatokkal megillapitotta, hogy a mezlgazdasigi fel~-



haszndléisra ajénlott koncentracid feléndél mér embrio-
toxikus és terratogén hatésd,
Toxicités emllsbkre:

1. Intracellularis NADPH koncentracidéjit cstkkenti,
mely gltolja msirsavak és az Usszetett lipid-
ek szintézisét (az utdébbibdl épiil fel a tildd
alveoldris falénak véddrétege) (Fisher és mtsai
1971).

2, A szabadgydkdk altal okozott membran-kirositd-
hatéis.

3. A mitokondridlis 1légzdlancot kapcsolja szét;
igy csbkken az ATP szintézis (Masana 0., T.Hasegawa,
1978). A bipiridilium vegyiiletek, amik a 1légzb-
lancot a legelején kapcsoljédk szét a NAD és a
FMN kizdtt, amitokondriilis membrénokat nem
kidrosit jak.

4, A lipid peroxidiciéra kifejtett hatds; GAtolja
a lépid peroxidicidt, de ez csak mellékhatis a
PQ toxicitédsnak kialakuldsiban (Steffen és Netter
1979; Steffen és mtsai 1980). A tiidében a
legnagyobb a hatés, de mij, vese, agyszivet
esetén is kimutathaté. Fajonként valtozmik a
hatéds., Patkénywéd jban cstkkenti a lipid per-
oxiflicidt, egértiidbben - mijban, juhmdjban
ndveli. Nines korrelécidé az in vivo és az
in vitro kezaléeoﬁ eredménye kdzdtt.
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In vitro magyon kicsi a hatds (Douglas, Kornburst
és Mavis 1980). Az elibntmondidst Matkoviecs és
mtsai (1980) prébaljék feloldani., Egerekben kis
dézisi paraquatkezelést kdvetden azt tapasztale
ték, hogy a dézis emelkedésével (120 mg/kg

300 mg/kg PQ) a lipidperoxidécidé a kontroll
szintre, sdt ald csdkkent. Elképzelésiik szerint
lehetséges, hogy a PQ az alacsonyabb koncentrécid-
ban aerob elcktrondonorkémt hat, ellsegitve az
0"'z gybk képzbdését, mig a koncentriciéd nivelé-
sével elektronakceptorrd valtozmik, csikkentve a
lipid peroxidicidt.

07, anion termelése kivetkeztében a lizeszémélk
is kéreosodnak, a lizoszéma enzimkészlete

a citoplazwidt tdmadja (Block 1979). Am "A" és

az "E" vitamin, valamint a kortizon stabilizalja
a lizoszbémamombrént. A 0"2 anionok a virdsviérsejb
membrént is tdmadjik, hemolizist idéznek eld
(KEobayashi és wtsai 1979).

Rose és mtsai (1976) wmegfigyelték, hogy a PQj

diquat stimuldlja glukéz elbontédsdt. A glukdz

14

egyes ¢és hatos szénatomjat jelezték ~ C mbédszor-

rel, és a tiid6b6l mutattdk ki a jelzett CO_-t.

2
Azt taldlték, hogy a pentémfoszfét-ciklust sti-

maldlja, és 10™7 Me0S
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koncentrédcidéban a leger®sebb a hatés. A
paraquattal kezelt dllatol tiidejében szi-
vetkérosodist is kimutattak, Montgomery

és mtsai (1979) eredményei ezt aldtédmasztjilk.
A biokémiai méréseket elektromikroszképos
felvételekkel igazoltdk, Paraquatkeze-

1lését kbvetlen a tildé 1légzdhémjénak sé-
riilését mutattdk ki, Diquat hatédsira is gyor-
sult a pentozfoszfat ciklus miikddése, de szbvetki-
rosodids nem volt kimutathaté. EbbS1l arra lchet
kévetkeztetni, hogy a glukédéz oxididlés serken-
tése nem jar egyiitt szdvetkirositd hatéssal., A
kezelések in vitro is hasonlé eredményt adtak.
Manzo és mtsai (1979) megfigyeltdk, hogy béar

a tiidfhém az clsbdleges t4maddspont, veseelég-
telenséget, szivizommekrézist, fokozmott Srmé-
kenységet, illetve a prosztaglandin és a vére
cukorszint megvaltozésit is okozza., Rojik és
mtsai (1982) halakndl wdj, vese kopoltythém
sériilést mutattdk ki,

A paraquat detoxikécidéja 3 mechanizmust foglal mae

géba

1. Am o"2 gyblk lebontAsit szuperoxid-dizmutdz ds
katalaz tevékenység révién,

2. A paragquat indukdlta lipid-peroxidicié szabad-
gytkds léncreakcidéinak termindcidéjdt az "E" vitamin
antioxidéns hatésa altal,
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3. A GSH-peroxidaz rendszer enzimeinek (GSH
peroxidédz, GSH reduktdz és GO6PDH) stimuldcidjit.

A paraquat méregtelenitése soran a NADPHe-ra és
GSH-ra van sziikség. A paraquat redukéléasa a
wdjban megy végbe Keeling P.L., és mtsai(1982)
szerint a kivetkezd mbédon,

G-6-® 6-foszfoglukonat
NADP*>—< NADPH+H"
<
red PQ ox PQ
><
0, Oi/szuperoxid anion/
lipid alkohol lipid hidroperoxidazok
—
GSH?jG SSG \_/ GSH

NADP* NADPH

prot-SH 7N GSS-prot.
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Az elsbdlegesen glikolitikus anyagesere termékeinek
felhasznadlisdval miikddd virdsvérsejtek szamara a
G=6=-PDH és 6-P-glukoronidt DH wilkbdésének eredmé-
nyeicént NADPH+H' keoletkemik, ami a viérdsvérsejtek-
ben nem a bioszintézis hidrogendlasi reakecidira
hasznadlédik fel, hanem kiildnleges redox egyensilyi-
nak femntartdsara., Az eritrocitédkban ugyanis mnagy
az oxigén koncentrécid, ami a szulfhidril tartal-
mi fehérjéket oxidélhatja. Ha kelld wmemmyisdgi
NADPH keletkezik, redukdlé anyag jelenlétében azm
oxidacidé nem kivetkezik be, mivel a PQ elhaszndlja

a NADPH-t és a keletkezmett 0 . anionok hatéséra beki-

2
vetkeznek a fehérjék kéros oxidicidi.

A peraquat a bdrdn keresztiil is felszmivédik, bdr
és nydlkahartya gyulladdst okoz., Halak esetében
megszinik a bdr véddfehérjéinek kividlasztéasa,
ezéltal fokozottabban hajlamossid vidlnak fertdzd
betegségekre (Davis 1982).

A paraquat felhaszndléasit és a hatbéanyag talajba
keriilését Magyarorszidgon a kivetkezd tablazat
szemlélteti,
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alkalmazisi engedélyezett wony- ug
teriilot nyiség helctéronként hatéanyag/u>

Vetés elbtt

gyomirtasra 395 = 5,2 1 87s5 = 130

Gylimblesbs kor-

donmiivelésii 4,3 1 107,5

82810 _

Sik legeldk '

feldjitasa 7,8 - 12 1 195 - 300

1. téblézat: Gramoxon-permetezésnél ajinlott ndvény-
véddszer memnyilségek.
( Engedélyezett ndvényvédbszerek 1982)



Methidathion

Szerves foszforvegyiiletek hntésmochanizpuaét a
melegvérieknél jo1 ismerjiik, a rovarcknal és
halaknédl azonban még bizounytalanok a kutatdk
a hatbéanyagok bioldégiai hatésidt 1illetlen, bér
1950 6ta széleskirben elterjedtek a nivényvé-
delemben, Melegvériieknél Ving K.,D., és misai
@983) szerint a szerves foszforvegyliletek Ggy
fejtik ki hatédsukat, hogy megbénitjik az
acetil-kolineszterdaz enzim miikddését., Az ace~
til-kolineszterazt koumpetitive gitoljik, ugy
hogy amnak anionos vagy észterkdtd helyeit
elfoglal jak,

Az 4ltalunk vizsgilt metidatiommak kevés irodaluma

van éppen ezért esett réd a vilasztis,

/P\
CHSO 5 —LH, @)
AN N /
o
N g S
I
OC H,
METHIDATHION

/00-DIMETIL-S/2-METOXI-134-TIA-DIA-
Z0L-5/H/-ONIL-4-METIL 1/DITIOFQSZFAT/



Chopade H.M., és W.C.Dauterman(1981) vizsgélta
a metidation metabolizumusédt. A metidation bomlésa
sorén vizben és kloroformban ddhaté termékek ke-
letkeznek. Az Atalakitédsokban glutation S-transz-
feradz vagy kevert funkecidji monooxigenidzok vesz-
nek részt. A lebontdshoz sziikség van GSH-ra és
NADPH-ra, a lebomlés sebessége egyenesen aranyos
ezek memmnyiségével, Ezem szubsztriatok nélkiil a
mircoszoméknak nincs metabolitikus aktivitésuk,

CH30 s O=(If C-mB
i Desmethyl Methidathion
/P-S-Cﬂg-

soluble fraction, GSH (major)
mfo, NADPH, O, (minor)

hydrolysis, enzymatic

0=C C-OCH

-

liS-CHe-N—fl

01130 Oxygen Analog of

\ MeE R R 1 S-methylation, in vivo
ida 1on B —

soluble fraction,

=
S,
NADPH, 0\ / \ GSH ox,/ \
\\ I ﬁ-OCH -(1733
o CH3-S-CH2-N : Sulfide
Methoxy microsomes,
NADPH, 0
Thiadiazolin
Gl /S\ /S
utathione o=¢ C-OCH g (XIB
Conjugate I | 3 [} I
U Sulfoxide
GS-CH2- CH -S- CH N——N
l l mfo, NADPH, O
Cysteinyl glycine conjugate OJS
N N N Sulfone

CH3-3-CH2-
0
H, N- -Cl‘l -5- CE

Cysteine Conjugate
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' Glatt He és Foesch(1977) megfigyelték, hogy a
metabolizmus termékei a mikroszomiban a kiildnbdzd
szubsztratokkal konjugdtumokat alkotmnak,

Patkény és egér mijban eltérd sebességgel umegy

a degradicid, emmek valdészinii oka az eltérd szubszt-
rat koncentricid.

Ajénlésok az Ultracid 40 WP nagyiizemi felhaszniléshoz
(Engedélyezett névényvédiszerek, 1982)

: 3 3
g 34 iy
ﬂ L]
% i T 35
00 58 N
~ (] —nH 2
Py ErlRat +# =
- 4 a y N a
n'g oh (+] .
g 58 tH “fd
ﬁ’o 26 .2 L] (4]
Almés 750=1000mg/1 2000 1 60=-80 ug
Oszibarackos 750-1000 mg/l1 1400 1 h2-56 ug

Borsdévetdmag
termesztés 2000 ug/1

' Kukoricés 1500-2000 mg/1 1000 1 60-80 mg



Yéreukor

Stresszhatés kimutatésa vércukorszint mériésével
huméndiagnosztikédban rég elfogadott eljérés.
Silbergeld (1972) halakra is alkalmazta ezt

az eljarést, és érzdkeny mbédszermek bizomyult.
Dildrinnel kezelt halak wvércukorszintje a kezmce-
1ést kbvetd Btédik napon haromsziz szézaldkkal
emelikedett, majd a huszadik nap tért vissza nyu-
galmi szintre. Kraybill (1969) szerves-klérve-
gyiiletekicel kezelt emldsdkben hasonld credményt
kapott. Az okot vizsgdlva Hort és mtsai (1971)
arra az eredményre jutott, hogy a vércukorszint
emelkedését a vese glukokortikeoid hormonjénak a
stimulédcidéja okozta. Dando (1969) kezelési
streszt mért halakban, Ggy hogy azokat kiemelte
a vizbdl, meghatéreozott ideig (1-5 perc) levegén
tartotta, vagy injekeiéval megszirta a halakat,
Eredményiil azt kapta, hogy a kezelést kdvetd
£él oréam beliil jelentdsen megemelkedett a vércue
korszint, a tizedik éraban érte el a maximumot,
és ogy map alatt csengett le. Heath (1965)
megfigyelte, hogy hypoxia és anoxia hatéséra is
megemelkodik a vércukorszint, wmikdzben az izowban
nagyarényd és tartés glukogémnszint-csdkkends mue
tathaté ki, A mdjban kezdetben csbkken a glukéz-
szint, de rdvid iddn beliil & normidl szint £81é
emelkedik,
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Gerincesek vérében és testnedveiben eléforduld
gyakorlatilag egyetlen szénhidréit a glukdz, ez

a leggyorsabban felhasznédlhaté tadpanyag. A vére
glilkéz szintjét, illetve a mAjban és az izomban
glukogén formiban tirtémd raktirozdédisat a szere-
vezet szabidlyozza., A mij, az izomszivet, gliikédéz
anyageseréjét szabllyozé hormonok, az inzulin és
az adrenalin, Kbzvetett hatésa van szomatotrop
hormommak a glukokortikoidnak és a troximmak,
Murat (1967) a < amildzmak is szabdlyozd szere=
pet tulajdonitott. Lhezés hatdsédra a hal seojt-
Jeinek lizoszéméibél szabadul ki, és wobilizile

Ja glukézt., A vércukorszint bizonyos mérvi
szabdlyozésira maga a madj is képes. A vércuko-
szint csdkkendsére a whj fokozott glukogenolizmissel
és glukbselvélanztéasai valaszol, uig a vércukeore
szint cumelkedése a glukdézleaddst csBkkenti., A whj
szabélyozé ulikddését a Langerhans szigetek dés a
mellékveseveld miilkdddése segiti. A szigetappardtus
a vércukorszint cumelkedésére fokomott inzmulinsmels
réecibval valaszol, ami »észbon a periférids glukédz
felhasznilas, részben a midjbeli glukogénszintézis
fokozésa révén helyredllitja a vércukorsmintet.

A hipoglikémia ezzecl szcmben reflexes dton a
mellékvese-velddllomény adrenalin tormecldsét sere



kenti, s ez a wihj glikogénlebontésdt ndveli a
vércukorszintet a normdlis értékre emeli. A
kézponti idegrendszer szabidlyozdé mechanizmusa
a hipotalamuszon keresztiil valésul meg (Adém
és Pehér 1975).

Teisav de Z{EDH) enzim

Az LDH sertésbfl izoldlva 140000 dalton wmole=-
kulasélyinak bizonyult. Ez a cink tartalmi proteid
emlstlknél két £éle alegysdégbfl: "™M" tipusi; ami

a vazizomra jellemmd és "H" tipusGj aui a szive
izowra jellemsz8 (Appella és Market 1961). Halake
bél izolélt LDH azonban izoclektromos clvilasztis
utén t¥bb csikot adott mint az vérhaté veolt a
kétféle alegység kombindcidjabél, A kétféle
alegység 5 féle kombindcidt adhat.

Markert és Faulhaber (1965) kilenc csikot tudott
elkiildniteni keményit8 géleclektiroforézissel és
igy egy "C" tipusi alegység létezdsét tételemtiék
£81, 30 fajban ki is mutattdk a jelenlétét. Whitt
és Booth (1972) a “"C" alegységet vizsgdlva kiwue
tattédk, hogy csak csonteshalakban fordul 1@,
Shaklee 6s mtsai (1973) csontos halakban
elektroforetikus &és hisztokémiai mbédszmerekitel vizs
gélva a "C" alegysdget adltaldban szembSl és sper~
wiumbél tudtdk kimutatni, de pontyfélékndél a mdjbél

is.
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M@llapitottak, hogy a haromféle alegységet
hérom gén hatirozza hog;'A "C" alegységet meg-
hatérozé gén nem azon a kromoszdémin van amelyen
. a mAsik két alegységet meghatarozéd éh gén.
Az LDH unzin‘osak tetnamer allapotban képes
kifejteni hatdsat.

Az LDH enzim miilkbdése:

0 Omee (4] s
\/ N
| LDH l
C=0 e +
4+ NADH4H oeesmm—— H—C—O0H +NAD
c‘:n |
3 °33
piruvit tejsav

A laktét dehidrogenzéhoz a NAD nydjtott alakban
kapesoldédik, és szimos oldallénccal létesit kil
csnhatidst. A piruvit szubszitrdt (enol-alakban)
metilén csoportjival a NAD piridingylir{ijének [
=helyzetéhez kitSdik. Az enzim miikddésdéhez esszen=~
cidlis a His-195, ami a nikotinamidgylirli karbonil-
oxigénjével képez hidrogénkdtést, ha protondlt
dlapotban van (pruvédt nincs jelen). Vesell E.S.
és mtaai(1966) az egyes izoenzimek eldfordulisi-
nak gyakorisigit vizsgdltik, és arra a kivetkeztetds=-
re jutottak, hogy M, tipusi igoenzim anaerob élet
wédot is folytatd szervezetekre vagy sejtekre
Jjellemzd,.

1



Sejten beliil az LDH 65%-a a citoszolban oldva
35%=a pedig kiiltnbdzd strukturdlis elemekhez
ktve taldlhaté, £6leg az ondoplazmatikus
retikulum terwmindlisaiban, tovabba az izom
szarkoplazmatikus retikuluméban (Melnick és
Hultim 1981).

Az azonos alegysbgekbdl feldpiild izoenziu az M,‘

a vazizomra a Hy, a szivizomra a c,‘ fajtdél fige
g8on a2 mAjra a swomre és a spermuiu jelleowuzd,

A kdztes formék; Mx n,_. ahol x és y nem nagyobb
mint hérom, Ssszegilk viszont mislig négy, a tibbi
szbvetfbleslégre jellemzd, Fritz &és mtsai (1969)
az LDH izoenzimck memmyiségli meghatirozésit végeze
ték el az sgyos szorvekben, Azt tapasztalték,
hogy az egyes formik és mennyiségli megoszlisuk

a szivetre Jellomzd értéket ad, Egy késbbbi

munkd jult sorén Fritz és mtsai(1973) az LDH
djraterunclidésénel schességét irtdk le. Patkiny-
ban az LDH szintdézis sebessége: majban 79 p mol/
nap/g szdvet, szivben 53 p mol/map/g szivet,
izomban 13 p mol/map/g szdvet. Hochachka (1966)
valamint Kepes és Whitt (1972) vizsgdltak az egyes
izoenzimeket pontyféléken. Ugy taldltdk, hogy a

wa jespecifikus ch izoonzim, kinetikdjiban és imsnume
reakcidjiban
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az M, izoenzishesz 411 kdzelebb. Tsukuda (1975)
kiildnbbzl hémérsékleten aklimatizalt halak LDH
izoenzimein végmett vizsgilat kdzben azt talalta,
hogy 18 C=28 C-on tartott halakban az M, -es
forma a legaktivabb, Az aktivitds 18 C-on
nagyobb mint 28 C=on, eckkor azm M) ~es forma
bssz.aktivitds 60-P0%-at teszi ki,
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ANYAGOK ES MODSZEREK
A halak szdllitdsa és tartdsa

Vizsgélatainkhoz pomnty; (Cyprinus carpio) busa;
(Hypophtalmictys mollitrix) harecsa; (Silurus glanis)
egy és kétnyaras egyedeit haszndltuk fel. A halakat
a szarvasi haltenyésztési és Kutatd Intézmetbdl, és

a Tapéi Halgazdasagtdl kaptuk, A halakat 200 l-es
miianyag tartdlyban levegdtilnyomés alatt szmallitot-i
tuk. A tartdlybél a halakat akkor raktuk a4t az
alkvariumokba amikor azok vizhlmérséklete mir meg-
egyezett a szédllitott tartdly vizhbmérsékletével.

A kezelt akvariumokba hérom, a kontroll akviriumokba
négy halat tettiink, A vizhfmérsékletét a szoba leve-
g6 jének szabdlyozdsidval 4llitottuk be, a kisdérletnek
megfeleld hémérsékletre I 1 C. Az akvariumok iivegét
a kiils8 ingerck kizmarédsa ©dljaboél elsbtétitettiik.

Az oxigénellétést slritett levegd beporlasztidsival
biztositottuk, A halakat a kisérlet folyamén nem
taplaltuk, A kisérlet mogkezdése elétt a halakat
legaldbb egy hétig adaptdlédni hagytulk az alcviriumi
k¥rilményekhez,

A halak kemeclése
A kezmelést az akvariumokban in vive végeztiik el.
Az akvériumok 100 1 vizet tartalmaznak., A hatd-



anyagbél térzsoldatot készitettiink és megfeleld kon-
centrédcidéban oldottuk az alkvirium vizdében,

Hirtelen hémérséklet vAltozas hatédsinak vimsgilata-
kor meleg vizmel, illetve jéggel allitottuk be a
megfeleld hbmérsékletet. A kezelések idbtartama
révid tédwvikezelés esetém 2 6ra, hossza tava keselés
esetén 24 éra és 2 hét kdabitt valtozott.

A szérum eldkészitése

A halakat lehetdleg gyorsan és évatosan vettilk ki
az akvariumbél. Heparinnal atdblitett fecskendbvel
a farokvéndbdél vettiink vért. Egyszerre 5-6 ml vért
vettiink, A vért hitott centrifugacsivekbe tettilk és
azomnal lecentrifugdltuk: 12000 g értdken Bt percig,
hidegszobédban, igy a szérum tiszta hemolizismentes
lett. Minden haltdél kétszer vettiink vért a keme~
1ést megelfmben az un, "nullaperces® vért és a ke~
zelds utén a kezmelés idétartamitdél fiiggd idbben,

A kezelés befejezmtével a halakbédl a szerveket is
kiszedtilk és a felhaszndlastél fiiggden homogeni-
zdltuk, Az LDH méréshez, és izoenzim elvilasztis-
hoz 53 mM-os pH=7,5 foszfit pufferban homogenizile-
tuk a szerveket 1:5 arédnyban., A homogenizdlést
lengyel gyaArtminyd elecktromos megha jtidsi potterrel
végeztilkk (max. 200 ford/perc),



A pottercsivet jeges fiirdSvel hiitdttiikk., A homo-
genii&tumt hideg centrifugédban 12000 g értéken
10 percig centrifugdltuk., A feliiliszét hasznile
tuk a wérdéseink sorén,

Az anyagot tovabbi felhasznllds c¢éljabél lefagyasz-
tottuk, Irodalmi adatok szerint az LDH enzimaktivi-
ths -4 Ceon 7 map alatt 12%=ot +4 Ceon 25%-ot
csdkken, Mi «1§ C-cn tartottulk és azt tapasztaltuk,
hogy egy hémap wmilva is csak 2—3%—et cskken az
enzimaktivités., Tanishima &és Nagahama (1982)
vizsgélita az LDH stabilitésdt és hasonld credményt
kapott. =20 Ceon tartott emzim 100 mnap alatt 15«20%
aktivitéscsbkkondést mutatott, ha glicercllal stabi-
lizdlta,l1:9 glicerol:szérum ardnyéban, gyakorlatilag
nem véltozott az aktivitas,

A vérvételnél figyelembe vettilc az LDH napszakos
valtakozdsat (Sauerbier és Meyer 1978). Emért

a vérvételek azonos idbben td¥rtiéntek. A szervek ese-
tében windig teljes szervet vettimk ki, mert

a szivben (Jolmson és mtsai 1973) nem homogén az LIH
enzim aktivitids megoszlisa, Izom esetén is hasonléd a
helyzet ezért mindig ugyanabbdl az izmomcsoportbdl
vettiink wmintédt.
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Vércukorszint wmérés
Gliilkézoxidizos (GOD), peroxidézos (POD) rendszerrel

dolgoztunk, o.diazidin segitségével.
A mérés alapja

GOD

Glilkdéz + H 0 + '02 o> H,0, + glilkoronat.
POD

n202 4+ 0,01azidin s HyO + ()

(D) = eloxidalt o.diazidin hidroklorid, szin intenzitisa
egyenesen ardnyos a gliikéz memnyiségével.

Reagensek:
1./ Puffer enzim: 0,1 M-os foszfat puffer pH = 730

+40 ug POD/mli puffer
+250 ug GOD/ml puffer
2,/ Kromogén: 6,6 mg o.diazidin/mi 0,1 M HC1
3./ Gliilkéz standard: 1,2,5,8,10,20,50 mg gliikéz/ml viz
4./ Gliikéz reagens: 100 térfogat egyes oldat + 1 tér-
fogat kettes oldat,
5./ TCA 0,33N
6./ Vérszérum
Mérés:
A kégbbbi kidrtékeléshez cliszmir a glikdéz standardbdl
kalibrécibés egyemest készitetteom.
A vérszérum fchérjementesitése, 0,9 ml TCA + 0,1 ml
vérszérum. Alapos Usszekeverds utédn 6000 rpm/perc
értéken 5 percig centrifugdlni kell,
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A méréshez a feliiliszdét kell haszmilni, A udrés 450
nm-en 0,1 mm-es résidllisnial vakkal szemben f&rtén:l.k.
A méréscket VSU 2 tipusi fotoubteren v‘goztﬁk.’

A mérendd oldat Usszecdllitéasa:

szinreakcid v
vak /ul/ standard /ul/ 73}&

bideszt viz 0,2 - -
standard - 0,2 -
vérsavd - ' - 0,2
glilkéz reagens 5:0 540 540

Az anyagok Usszemérése utén 35 perc inkubdlési idd
utén mértem, (Az inkubdlis szobahdn megy). Mivel

a reakeid 1d6fiiged a reakcidkat 20 mp-=enként in-
ditottam, hogy az extincid wmbrésénél azonos idépon-
tokban mérjek. Minden esetben hérom pirhuzaumossal
dolgoztam. Az eredményeket mg/100 ml dimenzidban

adtan weg.

- LDH aktivitds wmérése

A mérés alapja:
, LD

Piruvét f§~NADH+ + HY e 1, tojsav + NAD'

A piruvétbél ag LDH hatésdra tejsav kelotkezilk, mi=
kbzben a mumé” 0x1d416dik NAD-ra. A NADH, fogyhsit
tudom nyomonkdvegni extincio méréssel.

Ez tornéazotazn}ﬁlog egy csbkkend extincidt ad.
|



Reagenselc:

1./ Fosuzfét puffer 0,052 M-0s PH = 7,5
+ piruvédt 0,62 ml-ra

2./ HADH, 11 mM-os
3¢/ Szérum

A mérendd oldat Usszedllitdsa

3 ml az egyes oldatbél

+ 0,05 ml a kettes oldatbdol

+ 0,1 wl szérum

Mérést PYE UNIOAM SP 800-as fotométeren végeztem
340 nm-en, Vakot nem hasznéltam,

A reakcidét a kiivettdban inditottam a szérum hozzda-
dédséval, ezzel egy idbben inditottam a rekordert is,
a mérést 3 porcig végeztem, Olyan higitéist hasznile
tam, ahol a AE az idbvel linedrisan véltozott. A hi-
gités mértékével vissza kell szorozni,

.‘.A_E-. 1000 . = U/1
t a-c PV

AE = extineid valtozis

t = 1 perc
£ = moléris extincibés koeficiens (LDH-ra 6,22)

d = kiivetta 4tmérd

P V = bevitt memnyiség térfogata

G V = reakecid elegy térfogata

Az eredményeket szintén hirom parhuzamosbdl szémoltam.
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Az Lnﬂvqnzin gﬂ,fgﬁﬁésénsk wérése

Na foszfit pufferb8l (0,052 M-os) pH sorozatot ké-
szitettem pPH = 5,5 - pi = 8,5 kPzdtt. Durva kize-
litéssel azt taldltam, hogy az enzimaktivitis maxi-
muma pHz=7,2-« pH=8,2 kizé esik minden szervben., Ez

a mér6§ szempont jadbél j6, mivel a Na foszfat puffer
ezen tartominyon beliil kielégitlen fejti ki puffereld
hatisit, emen tartoményon kiviil a puffer-kapacités
rohamosan csdkken. A tovabbiakban pH=7,2 - pH=8,2
kézbtt 0,1 pH értékenként készitettem puffert.

A mérés minden esetben friss preparatumbdl tortént.
10 pontybdél szervenként 3 parhuzamossal végeztik el
a mérést.

Az LDH szervenkémi megoszlisanak mérése

A pH fiiggés alkalmiaval mért eredményecket felhasz-
nalva az optimdlis pH értéken ponty 4 szervébil
hataroztam meg az LDH enzim mennyiségét. Szintén
3 pérhuzamossal dolgoztunk,

Az LDH izoenzimek elvalasztésa poliakrilamid gélel-
‘oktroforézissol

Torzsoldatok és elegyitési ardny lugos kizegii sziik=-
pérusi kationos szepardld gélkizeghez.
(Altalunk wédositott E.Goldberg recepturdja).



1,/ 36,6 g TRIS A TRIS-b81l tdményebb olda-
0,30 ml TEMED tot készitimk, hozzdadjuk
48 ml 1N HCL 4 a sbésavat majd ebben old=
100 ml-re d,vizzel juk a TEMED-gt, azutan

higitjuk végtérfogatra és
mogszirjik. HitOben tarolj-

ukk piH=8,9.
2.Z 28 g akrilamid A bisz oldatban oldjuk az
0,757 g bisz ~ akrilamidot, utana szirjiik.
100 ml-re d.vizzel HGt6ben tarolhatd.
3./ 0,20 g perszulfat Mindig frissen kell készi-
100 ml-re d.vizzel teni!

A megfeleld sorszami ofldatok elegyitési aranyai:

1:2:viz § 3=1: 2 : 1 : 4 térfogat ardnyban,
Ezen arédnyok betartdsidval a szepardld gél 7%-os

akrilamidra nézve.

Térzsoldatok és elegyitési aramy lugos kdzegi
tégporusi, kézbiilsd anionos gélrendszerhez,

(Davis = Canalco Inc, recepturdja).



he/ 5.98 TRIS A TRIS toményebb sésave
1,8 ml 1N HCL as oldatéban oldhatd a
0,46 g TEMED TEMED; Végtérfogatra
100 mlere d.vizzel valé higités utén hitSben

tarolhaté pH=6,7.

5./ 2,5 bisz Bisz oldatban oldjuk
10 g acrilamid az acrilamidot, hiit&ben
100 mi-re d.vizzel tarolhatd.

6./ 4 mg riboflavin
100 mlere d.vizzel

7./ b0 g glikéz (dextrédz)
100 mi-re d.vizzel

A megfeleld sorszami térzsoldatok elegyitési arénya:
b : 5 36 : 7=1:2:1:h4 térfogat

Elektréda-pufferoldat piH = 8,3

6 g TRIS

28,8 g glicin

1000 mlere d,vizzel

Homogenizilis 4-szeresére higitott gélpufferben
vagy pH=7,2-es 0,052 M-os sdésavas foszfat pufferben
1:5 aranyban,



Minta: Glicerin 20/41 - 100/41 szérum
+ 1 1 brémfenoRkéi,

Festés: 1 ml TRIS + 1,3 mg NAD A TRIS pi-ja 7,2
0;45 wg NBT 6,1 g TRIS
0.1" mg PMS . 3’68 ml cc,HCl

1000 mle-re d,vizzel
Az egészhez tejsavat kell adni Ggy, hogy a vége=
térfogat tejsavra nézve 0,05 M-os legyen,
(A festést Allen J.M., utén mbédositott eljérdssal vé- -
geztiik, ) ioatési 1d8t nem lehet pontosan megadni
mert nagyban fiigg az alkalmazott vegyszerek aAllapo-
tédt6l ( némelyik bomlékony) és a szérum enzimaktie
vitdsdtél,
Fixédlés; 5:4:1 = vizimetanol: cc.ecetsav
a fixdldéelegybe tett gél hiit8ben megtartja Allagit,
Az elvdlasztist 0B-107 tipusd poliacrilamid-géle
elektroforézis késziilékkel végeztem,.
A milanyag tubusok héatrénya, hogy a gél nem nedve-
siti elég jOl, ezért a gél és a tubus fala kdzdtt
egy folyadékfilm képzddik ahol az elvalasztidés
soran szabad elektroforézis jatszdédik le. £z rontja
az elvalasztés hatékonysigit. Eldnye viszont, hogy
a gél sokkal kinnyebben kiszedhetld beldle. A Lké-
sziillék egyszerden Usswzedllithatd mert csavarmenetteol

vannak elléitva a tubusok.



.

Célszerli a gélrendszert elbelekiroforézissel
(iresjérat) a minta felvitele eldtt megtiszti-
tani az esetleges peroxiszulfit eltavolitisa

cél jabdl,

Az eldelektroforézis utan a mintit a spacer-gél
£6l1é rétegenzilk évatosan, Kezdetben 2 mA csd
fesziiltséget kapesolunk réd, addig amig a minta
tGl nem halad a spacer-gélen, ezutén 5 wA ¢sd
fesziiltséggel futtatunk,

A broufenolkék, mint jelzifesték, a leggyorsabban
mozgd fehérje helyét mutatja, s az elektroforézis
végét jelzi. A bromfenolkék valamelyik albumin
frakcidhoz kbtddik. Az elektroforézist akkor
célszerii befejezmni mikor a festékkorong 3-5 mm-re
megkdzelitli a tubus végét.

A laktat dehidrogendz negativ t6ltésli fehérje és
az alsé pdéluson elhelyezett andd felé vandorol
t8ltésének megfeleld sebességgel,

A gélrudacskakat festékoldatot tartalmazdé Vasserman
csivekbe raktuk. A festék pH-jat 37 C-on a festés
eldtt NaOH-dal pH=7,6-ra be kell dllitani. A fes-
tés 37 C=0s termosztitban sttétben kbs 5-10 perec
alatt jatszdédik le. Festésnél iligyelni kell arra,
hogy a gél ne szinezddjon el mert a sttét hattér
rontja a kiértékelést.
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Festés utan a gélt fixald ofladtban helyezziik és
hiitSben tarolhaté tobb hétig is, Fotdzds cblji-
b6l olyan Allvanyt célszerii alkalmazni amely alul-
rél vilédgitja meg a gélt. Atesd fényben szebb
képeket nyerink, Célszerii a gél Altal szabadon
hasyoft feliilotet feokete kartomnal ledrnyékolni,
igy»éllitani be az expozicidés idbét és a blendét,
majd az drnyékoldst eltévolitva expondlni. fgy
biztositott, hogy a gélre allitottuk be az értéke=-
ket nem a hattérre.

Tejsav mérés

A receptet a Boshringer-Mannheim, Test Handboolk-bél
vetten. A mérés alapjat a kivetkezl egyenlé magyarazza.

LDH
L-tojsav + NAD =——we—> piruvidt + NADH+H'

———
A keletkezett NADH~-t lehet mérni, amely ekviwoléris
mennyiségben kelotkezik a fogyott tejsav memmyiségével.
A kapott extincid értékbil szamolhatd a tejsav meny-
nyisége, vagy kalibréacids egyenesril kbzvetleniil lo-
olvashatd.
Sziikséges anyagok:

A mérendd wmintit fehérjemeﬁtoéiteni kell,

(1wl 0,6 Heos perklérsav + 0,5 ml minta, 3000 r.p.m-
=en 5 percig contrifugalni és a feliiliszdét kell hasz=

nalni )



1./ Hidrazin-glicin puffer 0,5 M-os pH=9,0
2.,/ 27 m M-os NAD oldat
3./ LDH (2 mg LDH/ml)

A mérés elvégzése:

Vak minta
l-@s oldat 2500 ml 2,00 ml
fehérjemontesitett
minta - 0,20 ml
perklidérsav 0,20 mi -
2=@s oldat 0320 ml 0,20 ml
j-as oldat 0,20 ml 0,20 ml

A mérést Spekord 195-bn végeztem 340 nmeen.

Piruvat wmérés
A mréshez szilkséges receptet szintén a Boehringer-
=Mannheim kataldgusbdél vettem. A mérés alapja:

LDH
piruvdt + NADH + Y e L=tejsav + Nap*

Swmiikséges anyagok:

A mintdt fehérjementesiteni kell (4 ml 0,6 lM-os
perklérsav + 4 ml minta, 3000 r.p.m-en 5 percig
centrifugédlni, a feliiliszé6t kell haszndlni).
1./Foszfat puffer 0,7 M pH=9,0

2,/ NADH (2,5 uM NADH)

3./ LDH (2mg LDH/ml)



Mérés elvégzése:

I. 1l-es oldat & ml + 2 ml a fehérjementesitett
mintédbél 10 percet 4llni hagyjuk majd szird-
papiron megsziirjilk, a sziirlet pH-jat 7-8.as
értékre allitjuk, |

II, Sziirt minta 2 ml + 0,20 ml 2-es oldat keverés
utén mérjik az extineisjht E, 340 nm-en.

III., Az 0l6z6 mintdhoz hozzdadjuk a 3-as oldatot
5 perc 4lléds utén mérjiik az extinci 6t L,

Ey=Ey=0E - b6l szlmolhatd a piruvat, vagy
kalibréacidés egyenesrdl leolvashatd.

Az LDH tisztitdsa

Elsd l1lépésben szérumot X 1l00-as jelzésli Diafléd
microporusi membrinsziirn 2 atmoszféra nyoméson
tisztitottam., A késziiléket a tanszéken készitettiik.
20 ml szérum 24-26 éra alatt ment 4t a szlirdn
hidegszobidban, l=2-szeres relativ tisztulist

lehet igy elérni, A szdz ezer daltomnidl kisebb
molekulasilyt fehérjék eltavoznak, A wmédszer hite
rénya, hogy az LDH egy része alegységeire disszo-
cidl és igy képes Adtjutni a meombrén-szirén, figy

a kitermelés alacsony foki,
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Mésodik l1lépésben affinitds kromatografidt alkal-
waztam O Carra és Barry (1972) utédn midltalunk
mbédositva,

Anyagok: AH sepharose 4B; minden 5 ml-hez adunk:
140 mg kédlium-oxaldtot 2 ml desztilédlt vizben
oldva pH=4,7 értékre bedllitva, ewmutédn 370 ug
viieldhaté lecthyl=3=(3-diemthylaminopropyl carbodiimid)-
et 1 ml desztildlt vizben, lassan csepegtetve és
kevergetve., Utdnma (jbél bedllitjuk a pH-t; szoba-
hén 20 6rdn 4t kevertetjiik, a végén megint pH-elle=-
nbrzést végsziink, Az oszlop kapacitidsinak megéllapi-
tdsdra NaOH-os titrdlist vigeztinmk 2 ml gél szusz-
penzidéval. A fogyott NaOH memnyisége ekvivalens az
oxamdttd At mem alakult kdlium-oxaldt memmyiségével.
15 mmees Atméréji 120 mm hosszisigi oszlopot hasz-
nAdltam, _

Az anyagot 0,02 M-os foszfétpufferben pi=6,8
vittiik fel; amely 0,1 M-0s volt NaClere nézve, és
200 mM NADHe-ra, Az elvadlist 0,02 M-os foszlfitpuf-
ferrel 0,5-0,5 M NaCl gradiens mellett viégesztiik,

Az elst két oszloptérfogatban 200 M NADH veolt,

itt jétt le a fohérje cstcs, Ezutdn & auM piruvidtot
tettiink a NADH helyett és az LDH is lejitt az osz-
loprél,



A Na Cl-ra azért van szilkséyg, hogy megakadilyozza a
nem a specifilkus rehérjék k8tddésdt, nagyobb kone
centrdcidban pedig ellsegiti am LDH levAldsét am
oxamAtrél. Az oxawdt piruvdt analdg, NADH jelen=-
létében az LDH k hozzakdtddik. Az oxamdt a gélhez
az aminohexil karon keresztil L¥iSdik. Aw elvim
lés folyamén a NADH elhagyisa negativ eclucidt

eredadnyez.

Oxamatos AH szcfardz 4B oszlop kapacitésa
William és mtsai. (1974) szerint 0,5 mg LDH/gél ml,
"b tipusi izoenzimre a kapacitds kisebb. Az alta-
Junk készitett oszlop kapacitésa 3 mg LDH/gél wml veolt.
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A ROVIDTAV(U KEZELESEK EREDMENYETI

Cinkklorid (ZnCl hatasa a zesalt £ajokra

A CuSQy~-el azonos (10mg/1) koncentracidban adott
ZnCl, kezelés hatasira a vércukorszint egyik vizs-
gélt halfajban sem vﬁltozotﬁvnog szignifikansan,

Az LDH enzimaktivitas is hasonldé eredményt adott.
ZnC1, kezelést kivetfen nem volt kimutathatdé val-
tozas a komntrollhoz képest, Néha arra lehetett

kévetkeztetni, hogy Zn ionok hatédsira csikken az

enzimaktivitas,
VERCUKOR U LDH
™3/A00ml /i
Plkontrolt 3000}
r]KezeH
2500}
120}
100}
8o}
60}
sof
20}
P B H

1, ébra; A vizsghlt halfajok vérszéruminak és
LDH- és vércukorszint vdltozdsa 10 mg/l ZnC1,

hatésira. Kezelépl 1d8 2 Ora, kezolédsli himérséklet
20 ¢* 1cy 3-5halbsl; P < 0,001,

i



Hirtelen homérsékletviltozds hatésa a vizsgllt

halfajokra
LDH VERCUKOR
Y mg/]
| 00ml
t
HKon roll 6ot
ﬂKezelt
120+
500}
80}
300}
4Ot
2
| | A g
P B H P B H

2.4bra: A vizsgdlt halfajok vérszéruminak LDH- &és
vércukorszint jeinek valtozésa a hirtelen himérsdéke
lot nbvekedés hatisbra, Kezelési idd 2 éra, keze-
1ési homérséklets 20 C + 1 C~rél 26 C # 1 Cera.

3=5 halbdl P< 0,001



LDH VERCUKOR
Lyl mg/
Kontroll 100ml
7 f% 19661
|1Kezeu 140}
500} 100}
300} 60}
P B H P B H

3.4bra:A vizsgdlt halfajok vérszéruminak LDH- és
vércukorszint jeinek viltozédsa a hirtelen homérsék-
let csikkenés hatéasidra, Kezelési idd 2 ora, keze-
1ési homérséklet 20 C £ 1 C-ré1 10 C 1 C-ra,
3-5 halbél P < 0,001

Hirtelen himérséklet-nivekedés szignifikinsan meg-
emelli a ponty és a busa vércukorszintjét, valamint
a vérszérum LDH aktivitdsit, Ezzel szemben a harcsi=
bél meghatérozmott éritékek nem mutatnak viltozast.

A hirtelen himérséklet-csitkkendsre is eltérd
médon reagiltak a vizsgélt halfajok. Mig a ponty
és a busa vércukorszintje és LDH aktivitédsa a hideg
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stresszt kivetlen jelentdsen ndtt, addig harcsa
esetében a vércukorszint csak alig emelkedett,

az LDH aktivitis pedig inkébb cstkkent.

ézszulfat (CusSO hatésa a vizs t fajokra

A rézszulfat a kemelt koncentrécidban a vércukor-
szintet szignifikinsan megviltoztatta a kontrollhoz
képest. Itt is busa, ponty, harcsa a sorrend. Az
LDH enzimaktivitds tUbbszirdsére viltozott. Busa
esetében 4,5-szbrdsére, pontynil h-szeresére és
harcsindl 2-szeresére.

LDH - VERCUKOR
m

[kezett 70} P

1000} I 50} I
600} 30}
200} EP1 10}
P 11V
P B H P B H

k.4bra:A vizsgdlt halfajok vérszéruminak LDH-és
véroukoszint jének valtmedsa 1O0ug/lL CusS0,, hatésira,
Kezelési 1d6 2 6ra, kezeldsi hémérséklet 20 ¢ % 1 ¢y

3s=5 halbél; P < 0,001
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Paraquat hatésa a vizsgdlt fajokra

A paraquat minden koncentricidban mérgezfnek
putatozott., 100 mg/l paraquat hatasara vala-
mennyi hal tipikus fulladisos timetek kdzmepette
(hdtonuszds, felgyorsult kopoliyumozgéis, hasi
ha jszdlerek kivirSstdése) elpusztult. A vércu-
korszint és az LDH enzim aiktivitds a kezeldési
koncentricidval arédnyosan ndvekedett, mindharom
vizsgdlt halfaj esetében, A legnagyobb viltozést
a busa vérszéruma tilkrdzte, majd ponty, harcsa

a sorrend.

EU/I LDH
400 Oponty
Mbusa
300 " B@harcsa
1 %
- i M
200 - f
P ,/ r i
] e L]
100 g 2
L]
.‘./ @
. N 143
K 1 10 100 mg/l PQ

5.4braiA vizsgdlt balfajok vérszéruminak LDH-szint
vAltozasa 1,110,100 _ymg/l PQ kezelés hatisira. Keze-
1ési idd 2 oray ikomc.l.éazl hémérséklet 20 C £ 1 ¢
3=5 halbél, P<0,001

1



mg/100ml  VERCUKOR

120 Oponty
Mbusa
100 - Bharcsa
%
80 IT] 1 ,ﬁ
7 /!
g 7
60 4 i iyt
40 Il f it ¢
1 / 5 ;
5 # % % %
/ :
va § Lé—ss
K 1 10 100 mg/l PQ

6.4bra: A vimsgdlt halfajok vérszéruminak vércukor-
szint valtozésa 1, 10, lOO‘ng/l PQ kezelés hatasara.
Kezelési id6 2 éra; kezelési hémérséklet 20 C = 1 C)
3-5 halbél, P < 0,001

A metidation kezelés hatédsa a ponty
enzimaktivitédsaira és a vércukorszint jére

A metidation ilyen »¥vid expozicids 1d0 alatt nem
volt képes megemelni a vérszérumban az LDH enzim

memnyiségét, a vércukorszintet viszont szignifilkinsan,
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ma jdnem duplijéra emelte, A transzaminiz szintet

(Orbén L.) mérései alapjén csikkentette.

Enzimaktivitds és
vércukorszint az
onkontroll %/%-aban

300

200 (
7]

==
ola
olo

1001 a {“ '
:
9

LDH
GPT =1
Veércukor

= T
o =)
(&5 b

Kezeletlen kontroll ~ +10 mg/l Methidathion
2h 2k

Zsébra: Ponty vérszéruménak LDH-, &s vércukorszint,
valamint transzaminédzszint vdltozdsa 10 mg/l
metidation hatasidra., Kezelési idd 2 6raj; kezelési

héubrséklet 20 C £ 1 ¢j 6-9 halbél; P £ 0,001
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A HOSSZUTAVU KEZELESEK EREDMENYEI

Paraquat hatésa ponty vércukor szintjére

A kontroll Allatokon joél lathatd a szmirdsi stressz-
hatés a megemelkedett vércukorszintbdl. A kezelt ha-
lak vércukorszintje ennek ellenére még a mullaper-
ces szintjiiket sem éri el., A kontrollhoz mért ki-
lénbség az'cgyhctos kezelés soran a legnagyobb, két
hét elteltével wir nem jelentds.

az énkontroll VERCUKOR

o7, Gban Fakontrou
50 [Tkezett
100}
50t

24h 48h 96h 1hét 2hét

8 s élbrﬁ
Ponty vérszéruminak vércukorszint valtozdsa 5 mg/lL

PQ kezelés hatisara azm idd fiiggvényében., Az érté-
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A paraquat hatésa ponty LDH enzim
aktivitdsara

A paraquat kezelés hatidsinak a maximuma az
egyhetes kezelésnél mérhetd. 24, 48, 96 6rés
kezelések hatdsira bekivetkezmett LDH szint-
valtozésok nem szignifikénsak, A két hetes ko~
zeléds kontroll és kezmelt értédkeinek a kiilonbsége

is szbéréason beliil van.

:Jz cznkontroll LDH
/o aban nkontroll

1sol [kezert

100F

50

24h 48h 96h 1hét 2hét

9.4bra: Ponty vérszéruménak LDH szint valtozmésa PQ

kezelés hatidsidra az idd fiiggvényében. Az értékekot

(kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal) az tnkontroll %-aban
adtuk meg; P < 0,001



(:uSt)‘l kozolés hatésa a ponty wvércukorszintjére

Az egyhetes Lkezelést kivetlen a vércukor szint
250%=al nétt a kontrollhoz képest és a kiildnbség
kiviil volt a szérdson., A 96 érds és két hetes
kezelés hatisara bekdvetkezett valtozdsok wir nem
olyan nagyok deo smbérdson kiviil vamnak, A 24, és
48 6rés mintik ndvekedésének ardnya is a kont-
rollhoz viszonyitva elég nagy de a kiildnbségok
szérdson beliil vannak,

az onkontroll
°/0 ébon Vi
400} VERCUKOR
Hkontroll
300} [kezett
200t

f I

10,4bra: Ponty vérszéruminak vércukorszint vdltozésa

N

=3
[N
—_

24h 48h 96h  1hét

5 mg/1 CuS0Q,, kezelés hatésira az id8 figgvénydbben;
Az értékeket (kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal) am

ltontroll %-dban adiul mes P < 0

e el i = = =~
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A CuS " kezelds hatdsa a ponty LDH

aktivitéséra

A rézszulfédt hatédsa az idéfiuggvényében végig
omelkedd tendenciédt mutatott., Mir 24 éra eltel-
tével 230%-0s az emelkedés, és a két hetes min-
tdkndl mir 143%-os az emelkedés. Az kiildnbségek

minden esetben a szdérdson kiviil esnek.

az onkontroll LDH
°/ aban ﬂkontroll
[kezett
1500f
1000

—

500

100} AII /] E

24h 48h 96h 1het 2hét

ll.4bra Ponty vérszéruminak LDH szint valtozésa

5 wg/1 CuSOu kezelés haté.léré az i1idd figgvénydben,
Az értékeket (komtroll 6-8, kezelt 6-9 hal) az
Snkontroll %-aban adtuk meg; P < 0,001,



A killdnbdz8 koncentrécidjd metidation hatésai
a vizsgilt paraméterekre

Harom koncentricidban kezeltimk metidatiomnnal
halakat, egy és két napon keresztiil. Az LDH~ és
a vércukorszint az egynapos kezeldést kivetfen a
kezelési koncentricidéval ardnyosan ndvekedett.
Két napos kezelést kivetlen az LDH is és a vér-
cukor is nbtt, de a wvércukor mir nem a kezelédsi
koncentraciéval ardnyosan,

vércukorszint az

onkontroll */,- dban VElRCUKOR

[Jkezeletien kontroll
3004

@I 15 mgy
ZA20mg; | $Methidathion
50mg/

2004

1004

484 t

l2.4bra: Ponty vérszéruminak vércukorszinti - vil-
tozésa, a hatdanyag koncentrécidé és az idé fiigg-
vényében. Az értékeket (kontroll 6-8,kezelt 6-9 hal)
az Snkontroll %-dban adtuk megj; P < 0,001



Enzimaktivitas |

az dnkontroll %/-aban LDH ] kezeletien kontrol
W 1,5 mg/l
600- 23 20mgil } Methidathon
&S 50mg/!
500+

4004

300+

200+

100+

13.4bra Ponty vérszéruminak LDH szint vAlto-
zédsa, a hatéanyag koncentrdcidé és az 1d8 fiigg-
vényében. Az értékeket (Kontroll 6-8, kezelt

6-9 hal) az bnkontroll %-dban adtuk meg;
P < 0,001



- 52 =
A Metidation kezmelés hatésa a ponty
vércukorszint jére

A metidatiomnal kezelt halak vérszéruminak
vércukorszintje az elsé harom nap szignifikansan
emelkodik, de egy hét utén csikken, és a masodik
hétre kezd beéllni a kontroll értékre.

az onkontroll

%% aban VERCUKOR Pkontrol
150} :1188134 [Tkezett
T
100}
50}
24h 48h  96h  1hét  2hét

14.4bra: Ponty vérszéruménak vércukorszint viltozasa
2 ug/l metidation kezelés hatésara az idéfiiggvényé-
ben. Az értékeket (kontroll 6-8, kezelt 6-9 hal)

az Unkontroll %-éban adtuk meg; P <0,001



A metidation kezeldés hatésa a ponty
LDH enzimaktivitdsara

Metidatiomnal kezelt pontyok vérszéruménalk
LDH szintje a kontrollhoz viszonyitva két elité-
rési maximumot ad, Egyik az elsd napon van és
ezutéin a harmadik napig osdkken a kontrollhoz
viszonyitvét enzimszint-nivekedés, de egy hét
utén ismét emelkedni kezd, és a midsodik héten
extrém nagy eltérés mutatkozmik,

az onkontroll LDH Hkontroll
°/o 6b0l’\ nkeze[t
B0 20727 [776:236
100} % %
(NN
|/ /]
] Q %
; 2 /
Y 7 4
4 I |
0 %
/ A1 Ul 1
% Y% 7 /

2uh  48h  96h  1hét  2hét

l5.abra Ponty vérszéruminak LDH-szint valtozésa
2 mg/l metidation kezelds hatdsira, Az értékeket
(kontroll 6-8., kezelt 6-9 hal) az tnkontroll
%-tban adtuk heg; P < 0,001



Az LDH swzervenkénti megoszlasa Icét idépontban

sziv izom wmhj - vér

t61i homérséklet 6928 2872 3840 112
£ 1986 £s5610 %080 I 37

nyéri hémér- 6870 4560 7420 21
séklet Z2510 t628 %2890 I g

l.téblézat: az értékek U/l-ben vannak megadva

LDH aktivités szezondlis valtozésa ponty egyes
szerveiben, nydri és t6li iddszakban., A szivben
valtozatlanul magas as aktivitéds mind té1i, mind
nyiri hémérsdékloten kondiciondlt halakndl, Az i-
zomban és a midjban nyari houdrsdékleten magasabb,
mig a vérben télen magasabb az aktivités.

LDH imoenzimeolk clvilasztiasa lap-gélelicterfordzissel
Kezdetbon diskelektrofordézissel dolgoztunk, mege

kerestilk a megfeleld elektirédd puffert, Odense és
mtsai (1966) mmkdja hatdsara ellszdr bordt puffert
pH=8,3 haszndltunk, de ebben a rendszerben csak a
lass\ vandorlési sebességii alegysdégek valtak el.
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A pH emelésével pH = 9,0-ig némi javuldst lehetett
elérni., Goldberg E.(1966) munkéja nyomin tértink
4t a TRIS-glicin elektrdéd pufferre, és pH = 8,3-nél
volt a legjobb az elvidlds. Ezek utédn az elektrdd
puffer ionerdsségét kellett bedllitani. A legjobb
elvilést akkor értiilk el, amikor a felsd tartdlyban
0,33 M=os az alséban pedig 0,25 M-os TRIS-glicin
puffert alkalmaztunk, A gélkoncentrécid is nagy =-
mértékben meghatirozza az elvilist. Az emldsbkbdl
nyert LDH izoenzimek elvilasztésira ajénlott 7 és
8%-0s poliakrilamid gélen az elvalds nagyon lassi
és rossz volt. 4-6%-0s gélen mér kielégitlbben
valtak szét az alegységek. A 4%~0s gél viszont
lagysiga miatt nagyon nehezen kezelhetd, A legjobb
elvalést gradiens gélen tudtunk elérni: 5-6% kizdtt.
A biszakorilamid arénya 4%-ss az akrilamidhoz vi-
szonyitva,

A gradienst 11 cm hosszi lapgélen Allitottuk el8,
A felvitt anyag 25%-0s volt glicerinre és 2-%-os
bréomfenolkékre nézve. A jbé elvidlds érdekében az
anyagot max, 2-3 miliméter rétegvastagsigban lehet
£folvinni a gélre. Disc. elektroforézis esetén ezt
a nagypérusti tombritdgél alkalmazisa biztositja.
Lapgélre viszont nem lehet nagy-
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pérust gélic temni, mert a feliilet geometridja nem
alakithatd ki annak légységa miatt. Betbmbrithetd
az anyagy ha az elektroforézis elején nagy aram=
erdsséget alkalmazunk (5uA/2 ) 1-2 percig.

Ha a folsb tartdlyban 0,33M-o0s,; az alsdéban 0,25
M-os TRIS-glicin puffert alkalmaztunk, és 1 mA/mm”
gél éaramerdsséggel futtattunk, mint ahogy Goldberg
E.(1966) javasolta, a futdsi idé 7-8 éra volt.
3uA/ - gél 4dramerdsséget alkalmazva ez az idd
245=3 Oréra cstkkent.A gél melegedédse itt wir
szdmottevd volt, a léghilités nem volt elegendd, ezért
a rendszert folyadékhiitéssel lattuk el.

A folsb puffertartily nagysigitdl fliggBen eldbb
utébb elfogynak a téltéshordozd ionok; és a megfe-
leld Aramerisség tartédsa érdelkében a fesziiltséget
emelni kell a megnivekedett ellenéillds fliggvénydbben
az I=U/R bsszefiigpés értelmében, Egy hatdron ¢4l a
fesziilteés emelése olyan mérvii Bbtermeléssel Jjar,
hogy azt az intenziv hiités sem képes kompenzidlni,
Ugyanis a fesziiltség négyzeteson ardnyos a rend-
szerben termel&dd hoével a Joule térvény értelmében,
Qeal = K(Uzjn)t. ahol K az elektromos hiekvivalenst,
U a fesziiltséget, R az ellendllést, t az iddt jel¥li.
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Mérési tapasztalataink szerint 15V/mm> gél érték £516
menni nom szabad, mert nagyon mleg;zik a gél, Ezért
ramstabilizadlt fesziiltségforrds helyett ajinlatosabb
teljesitmény stabilizdlt fesziiltség forrdsokat allkal-
mazni .

11l cm hosszi lappal dolgoztuunk amennyiben a gél
hossza ettdl eltér a futtatdsi dramerlsség moghati~
rozasandl figyelembe kell venni, mivel a lap hosz-
szival az ellendllés egyenes ardnyban né az
R=(S*1)/a egyenlet alapjém. Ahol a fajlagos ellen=-
4lléds "A" az Aramvezetd kereszimetszete "1" pedig

a hossza,
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16.4bra: 5-0%-0s gradiens poliakrilamid gélen elvéa-
lasztott LDH izoenzimek ponty kiildnbdzd szerveibil.

1. Kontroll ponty sziv-howmogenizatum
2. Kontroll ponty izom-homogenizitum
3. Kontroll ponty mij-homogenizitum
k4, Kontroll ponty kopoltyu-homogenizitum
5. Kontroll ponty vérszéruin-homogenizitum



6. 2 mg/l metidatiomnal 2 hétig kezelt ponty
vérszérum ;

7. Smg/1 Ousou-al 96 6rédig kezelt ponty vérszdruma

8. 5mg/1 PQ-al 1 hétig kezelt ponty vérszéruma

LI tisztitdsa ponty szérumbsl

Diafld xy 100-as wmicroporusi membrinszirdn
elbétisztitott és betoményitett szérumat vittem £BL
oxamitos AH szefardz 4B oszlopra, 15 mi oszlop tér-
fogatra 4 mle-t, Ellentétben az eredeti recepturéval
Ps0 Cara és Barry ( 1972) 0,5 M NaCl-t tartalma-
26 eluvils folyadékban az LDH nem kit6d6tt fel azm
oszlopra, 0,1 M NaCl koncentrrdcidt alkalmamtamy
igy viszont nem jott le az oszloprdli. Kombiilsd
megoldast hasmé.ltung Opl=0,5 M NaCl gradiens mole
lett elvals.

Haszonhétszeres relativ tisztulédst tudtunik elérni
40%=08 kitermelés mellett. A kézepes ereduény vald-
szinli oka a nagyon kicsi LDH és a nagy fohérje
tartalom. T6bb 1lépses tisztitdst kell alkalmazni,
de a hagyominyos mbédszerek, hddenmaturdcids, kisézés
mwédszer, alkalmazdsakor az izocenziumkdép megvaltozhat
mivel az egyes alegységek nem egyformén reagilnalk

ezelkre a kezelésckra,.
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NaCl gradiens 01 0,5mol
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17. ébra: LDH tiszmtités ponty vérszérumbdél affinités
kromatogréfidval. (Oxamidtos AH szefaréz 4B-n,)

Kn és V — nérések

MAjbdl tisztitott és tisztitatlan LDH enzimakti-
vitdsdt mértilk a szubsztrit telitettség fiiggvényé-
ben, és ebbll, linearizilidssal meghatiroztuk a
maximbilis sebesség (Vm) és a Michelis 4llandd (Kn)
értékét. Eltérés csak a maximilis sebesség (V mx)
értékénél adédott. Mivel a tisztitott enzimmnek a

K értéke nem viltozott a nyers enziméhez képest, a
tovabbi kinetikai vizmsgdlatokndl nyers homogenizi-
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tumbél mértem; tehét litszdlagos értékelket kaptam,
de a tendenciara ebbil is lehet kivetkemtetni,

LDH enzim Piipedse

Ponty kiilénb8zé szerveib6l myert tissztitatlan
LDH pH fiiggésének in vitro vizsgdlata soran egyet-
len helyen: az agy homogenizatum esetén mutatkozott
némi eltérés; de az sem szignifikins. Az enzimakti-
vitédsok értéke pH=7,7 agy esetdben pH=7,9 értdken
mutatattak maximllis értéket,

un :
max.ert.%-aban
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18,ébra: Ponty kiildnbbzészervelibil nyert tisztitatlan
LDH enzimktivitdsénak scbessége a pH fiiggvényében.



3

hal

kontroll
luzélt 24
koezolt 48a

kowzelis 96h

keowalt 1hét

kewzolt 2hét

' 2.tablacat:
' pleuvidt 68 tejsav wangyisige ponty kilinbizd sserveiben 5 mg/l
PQ kezelbée batdstre mi/100g ssivob

vér izon sadv wh ]
tejsav plruvic tejsav  plouvit tojsav plruvit  tojsav piruvét
2,620,6 0,1630,08 60251,2 0,5150,09 14,2%1,1 02140,06 9,9%2,1 0,72%0,12
2,950,7 0,2750,07 7,0%1,0 0,60%0,12 - 10,2%2,4 0,79%20,18
- - 83%0,9 0,67%0,13 6,1%1,2 0,22%0,06 14,2%3,6 -
3,020,5 0,17%0,06 - - - - 12,2%4,0 0,69%0,10
2,5%0,6 ©,18%0,05 6,2%1,1 0,51%0,08 5,0%Q9 0,2120,08 10,1%3,6 0,70%0,12
2,520,6 051650405 6,131,2 0,50%0,07 4,2%1,0 0,20%0,07 9,7%3,0 0,750,121



LDH enzim aktivitds gdtlésa piruvhttal és tejsavval
n vitro

Ponty Lkiilonbdzl szerveibdl nyert tisztitatlan
LDH, szubsztrdt (piruvédt) és termékghtlésit (tojsav)
vizsgaltuk in vitro., Az egyes szervekben kizel amo-
nos értékek addédtak. Termék és szubszirat gltlast is

csak a fizioldgiés mennyisdgeknél magasabb értékeken
tapasztaltunk,

U/l max.ért.%%-aban

100F —_— ., g
/Z:ﬂt:\:\ “— xizom
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19, ébraiPonty kiildnbdzd szervébil nyert tisztitatlan
LDH enzime-aktivitdsinak gitlésa piruvattal
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20, 4bra:; Ponty kiildubdzl szervébll nyert tisztitatlan
LDH enzimeaktivitésénak gitlésa tejsavval

cgoh, PQ és a Methidathion £6t1é6_hatasa
az LDH enzim-aktivitdsa in vitro
In vitro 5 és 50 mg/l CuSQ,, PQ, 2 és 20 mg/1
methidathiommal kezeltiink izom, sziv, wdj h“omogoni-
zhtumot, és {gy vizsglilituk az LDH enzim sebességének
szubsztrat figgését. A vizsgllt komikdlidk az LDH
aktivitdsit nem befolydsoltdk szignifikémsan egy

esetben sem a kontrollhoz viszounyitva.
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ere ek éritékelése

A munkédt a kezelési koncentrécidk meghatérozésival
kezdtilk, A rovidtivi kezelések célja az volt, hogy
a rdvid expozicids iddket mnagy szerkoncentricidval
kompenzidlva modellezziik a természetes viszonyokra,
A kezeléseket 20 C X 1 Ceon, tohédt nydri vizhdmére
sékleten végesztiik,

10 mg/1 ZnCl,-vel tortént két 6réds kezelés ha-
tasara jelentds valtozasokat nem kaptunk sem az
LDH enzimszint, sem a vércukorszint esetében.

(1.4bra). Tehdt ZnCl, ebben a koncentridcidban nem

2
mutatkozott sem mérgezdnek sem stresszor anyagnak,

Finelli és mtsai(1977) hasonlé eredményt kaptalk
patkinyon végzett kisérletek sordn.

A hirtelen hémérséklet viltozéds mir jelentds mér-
tékben hatott mind az LDH enzimszint mind a vércukor-
szint emelkedésére (2., és 3.4bra). Halak kizel azo-
nos LDH enzimszint és vércukorszint vAltozdssal rea-
ghltak a hémérséklet emelkedésre és a hdmérséklet
cskkenésre, A legkisebb védltozids a harcsa esetében
tapasztalhaté., Amely azt mutatja, hogy ez a faj
képes leginkébb elviselni a hirtelen hiémérsékletvile-

tozdst, Ggy hogy az jelentSsebb stressz hatédst nem okoz.




10 mg/1 CuSOy~el tbrtént 2 érés kemeldés hatéséra
az LDH enzimszint a vérszérumban 6-800%-kal nétt a
kontrollhoz képest, a vércukor 40-60%~kal ndtt
(4.4bra), Most is a harcsa bizonyult a legérzéketle-
nebbnek a kezmelésekkel szemben. A harcsa kisebb fokid
reagilésénak valészinii oka az, hogy a kemelést ki
vetben vismonylag nyugton maradt az akvédrium aljan,
mig a misik két faj idegesen uszkalt.

A paraquat hatdsdt a halakra a kezelési koncent-
récidk filiggvénydében vizsgdltuk (5.6s 6. ébra).
1-10 mg/l koncentricidig arédnyosan niétt a viltozmés
mértéke a 2 6rds kemelést ki¥vetden mind az LIUH enzime
szint, wmind a vércukorszint esetében, 100 mg/l keze=~
1ési koncentrécid esetén az LUH enzimszint és a vér-
cukorszint értékei is emelkedtek, noha a halak a kezme-
1ést kivetden 10-15 perc alatt elpusztultak, A paraquat-
nak elsbdleges és gyors tamadaspontja halak esetében
valésziniileg a kopolityihdm, amit Rojik és mtsai (1983)
igamoltak is elektrommikroszképes felvételekiel.
A kopoltydhéam drasztikus sériilése 100 mg/l paraquat
kezelés hatdsara megakaddlyozza a normilis gazanyage
eserdét, amelynck kivetkemtében a halak anexids dllapot-
ba keriilnek, EbbSl kivetkezik, hogy megnivekszik azm
LDH enzimszintje és a vércukorszint is. Ugyanaikkor
viltozatlan marad az aminotranszfordzszint (Orbén L,
1983).
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Telhiit a »Uvid 140 eltelidvel bokivethezett halpuss-
tulds ola a wogomelkedott LiiH és viércukorszint low-
het.

10 ug/l wethidathionnal t¥ridént 2 Grds komeldst
kivetbon csak a véroukorszint niveledett meg. A Law
pott credulny mgyarémta talén az, hogy a kouzclist
kivetbon a halak mménktiv:ttéau teljesen locsildcant.
Enudl a kisdrloitnél vozettilk be az inkontrollos ki-
értbkelésckets Az Gj kisdérlet nagy elimye, hogy a
kontroll halak mellett ogy belsd kontrollhoz is tu=
dunle viszonyitani, 4 szfmolds sordn minden halnal:

a sajét * aullaperces® Sritéhkéhozs viszonyltott swie
zaldkos drtdhet adituk meg. Buzel a mbédsmorrel au

egyoedi sudrigokat ki lohotett kiiomtbilni, A kontroll
halalk hassmAlatéval a keszelési (vérvétel) strosss

olsomta hatdsokat tudjulc korelkcidba vemmi, A kétszo-
res koutroll hasmmilata biztositja,; hogy csalk a koe
solés hatdstra bokivotkomd viltozbsokizal szdwoljumis,

A rOvVidtévi kesollsels erodadnyeit felbasznilva
kozdtimk houzé a hossatiivia komeldsokliez, A kemelde
soliot 10 Cwos vimben vigoubils, tehdt 611 vishimbe-
séisloton. 5 mg/l pavaquat kezelés hatdséra a Lemelt
4llatok véroukorszintje ¢és LI enzlemltivitisa is



csdlkent. LAtszélagos ellentmondist a rdvidtava
kezcléseckkel az magyarazza, hogy a paraquat ser-
kenti glukéz oxidicidjdt, fSleg a pontézfoszfat cik-
luson keresztiil (Rose és mtsai 1976). Az eredmények
kialakitadsdban feltchetdleg szerepet jatszott az is,
hogy a paraquatnak kdzvetett hatédsa van a hormondlis
reondszerre is (Ross és Krieger 1979). A paraguat két
1épésben iiriil ki a szervezetbf§l (Fisher és mtsai 1971).
Eredményeink alapjén az a paraquat memnyiség amely az
olsd két m<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>