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1. BEVEZETES

Hossza tavon (honapok, évek) a vizek tisztasagat az adott vizben el6forduld éldvilaggal
mindségileg jellemezhetjik. Legujabban a vizszennyezések nyomon kovetésére egyre
gyakrabban hasznalnak halakat, ugyanis a kilonb6zd algakkal, rakokkal, puhatestiiekkel
taplalkoz6 halak a taplalékkal egyiitt felhalmozzak testiikben az idegen mérgezd anyagokat.
Kopoltyajukkal, borikkel allando és szoros kapcsolatban vannak a vizzel, ezaltal a vizben 1évo

gy

vizsgaltak (Pénzes, 1977, Gaal és mtsai, 1980; Salanki €s mtsai, 1982).

A novényvédd szerek kozil kiemelkedd jelentOségiiek az inszekticidek (pl. szerves
klérvegyiiletek, szerves foszforsavészterek, piretroidok), melyeket kiterjedten alkalmaznak a
mezOgazdasagban, de a haztartasokban is ismertek csétany-, hangya- és poloskairt6d szerként,
A legelsé szintetikus inszekticidek a klérozott szénhidrogének voltak. Ezek két ok miatt
kulondsen veszélyesek: egyrészt, mivel viszonylag lassan bomlanak le (Virag, 1981), egyes
képviseloik képesek a taplalkozasi lancban nagymértéki akkumulaciora; masrészt specifikus
idegrendszeri elvaltozasokat okoznak, mint a DDT (Schirilla, 1978; Chambers és Carr, 1995).
A kovetkezd generacios inszekticideket az antikolinészterazok (foszforsavészterek és
karbamatok) alkottak, melyek a kolinészteraz enzimek bénitasan keresztil fejtették ki
hatasukat (Moretto és Johnson, 1987). Ezek a vegyiiletek mar labilisabbak, mint a klorozott
szénhidrogének, de ezek sem specifikusak a célallatra, igy igen gyakran okozték a kartevékon
kivil egyéb allatok pusztulasat is. A piretroidok képezik az Un. haramdik generacios
inszekticideket. Ezek a Na'-csatornak mikédésében okoznak zavarokat. Labilis vegyszerek,
tehit a kornyezetben gyorsan lebomlanak, az emlésokre alig toxikusak, ezért a
legbiztonsagosabb vegyszereknek tartjdk Oket (Narahashi, 1984; WHO, 1990). Viszont
rendkiviil mérgezoek a halakra (Chambers és Carr, 1995), példaul gércsés merevedéssel jard
tomeges halpusztulast okozhatnak (Salyi és Csaba, 1994). Az emlitett elvaltozisok nyomon
kovethetSk az allatok kolinerg rendszerén, mely jol jellemzi a halak fiziologias, neuronilis
allapotat. Ezen rendszer alapvetd részei a kolinészterdz enzimek, melyek aktivitasaban,
szerkezetében el6forduld valtozasok révén az idegrendszer A4llapotardl kaphatunk
informaciokat (Nemcsok és mtsai, 1987, 1988a, 1990; Szabé és mtsai, 1992).

A Szegedi Tudomanyegyetem Biokémiai Tanszékén és a Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi
Alapitvany Biotechnoldgiai Intézetében végzett koérnyezetbiolégiai munkik célia a
mezdgazdasagban alkalmazott, onnan kézvetlen vagy kozvetett uton vizekbe keriild toxikus
anyagok (elsésorban novényvédd szerek) vizi szervezetekre gyakorolt hatisinak vizsgélata.
Munkam, szorosan kapcsolodva e kutatasi iranyvonalhoz, a halak Aallapotat jellemzd
enzimrendszerekkel és ezek peszticidek indukalta valtozasaival foglalkozik, kiilonos tekintettel
az inszekticidek csaladjaba tartoz6 deltametrin (DM) halak kolinerg rendszerére kifejtett



hatisara vonatkozoan. Ennek soran enzimkinetikai és biokémiai modszerekkel vizsgaltuk az
AChE enzim fajonkénti és szervenkénti megoszlasat, kinetikai jellemzését. Kilon fejezetben
foglalkozunk a balatoni angolnapusztulas okainak felderitésével, amelynek soran nyilvanval6va
valt a DM lehetséges szerepe, és kiillon fejezetben ennek a szernek a Mauthner sejtekre
gyakorolt hatasaval.

Az 1990-es években két tomeges angolnapusztulas tortént a Balatonon. 1991-ben 300 tonna
angolna pusztult el a Balaton nyugati medencéjében, mig 1995-ben ennél kevesebb, mintegy 30
tonna hullott el a to keleti teriiletén. Az angolnapusztulas mindkét évében kimutathaté volt az
angolnakban (Anguilla anguilla L.) a szinyogirtészerként hasznalt DM-t tartalmazé K-
OTHRIN 1 ULV nevil inszekticid. Az 1995-6s angolnakatasztrofa soran viszont még mas
halfajban is, igy a keszegben (4bramis brama L.) és a fogasban (Stizostedion lucioperca L.),
sot a tofenék iszapjaban is mérhetd volt e szer. Ezt kovetGen laboratériumi vizsgalatokat
végeztink a DM angolnara kifejtett hatasanak kideritésére. Az Osszegyijtott agonizald és

tulélo angolnakban mértiik a vérszérum néhany biokémiai paramétereit:
- vércukorszintet,

- acetilkolinészteraz (AChE, E.C. 3.1.1.7)

- katalaz (E.C.1.11.1.6)

- tejsavdehidrogenaz (LDH, E.C. 1.1.2.3)

- glutaminsav oxalesetsav-transzaminaz (GOT, E.C. 2.6.1.1)

- glutaminsav pirosz6ldsav-transzaminaz (GPT, E.C. 2.6.1.2)
enzimaktivitasokat.

-A DM szamos idegrendszeri karosodast okozott a vizsgalt balatoni halfajokban. 1,0 ug/l
axonterminalisok AChE aktivitasat, amelyek szinaptikus kapcsolatban allnak az oridssejttel. A
DM 10 pg/l koncentracioban blokkolja a kolin-acetil-transzferaz (ChAT, E.C. 2.3.1.6)
expressziGjat a bulbus axontermindlisokban, amelyek szinaptikus kapcsolatban allnak a
Mauthner sejt lateralis dendritjeivel. Mivel normal koriilmények kozott a Mauthner sejtek
funkcidja, hogy koordinalja C start reakciét, amelynek révén a hal gyorsan elmozdul a
fajdalmat okozd stimulacié eldl (nociceptiv stimulacio), feltételezhetd, hogy a DM-nel kezelt
hal hamarabb aldozataul esik mindazon koriilményeknek, amelyek az egyed tulélési esélyeit
csokkentik.

A Mauthner sejtek kolinerg rendszerének fény- és elektromikroszkopos enzim- €s immuno-
hisztokémiai vizsgalatat végeztiik el néhany balatoni halfaj esetében, normal koriilmények
kozott (kontroll) és in vivo DM kezelést kovetSen.

—
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kolinészteraz enzimek (ChE) jellemzése

A kolinészterazokat (ChE) kiilonboz0 gatloszerekkel szembeni viselkedésiik, szubsztrat
specifitasuk, eléfordulasuk alapjan acetilkolin-észteraz (AChE), butirilkolin-észteraz (BuChE)
és ezerin rezisztens (maradék) kolinészteraz tipusokra osztottak fel (Chatonnet és Lockridge,
1989).

2.1.1 Az acetilkolin-észteraz (AChE)

Az utobbi két évtizedben biokémiai és farmakologiai szempontbdl az acetilkolin-észteraz a
legintenzivebben kutatott enzimek kozé sorolhaté (Holland és mtsai, 1967; Coppage és mtsai,
1975; Coppage és Braidech, 1976; Olson és Christensen, 1980; Habig és mtsai, 1988; Wallace
és Herzberg, 1988; Horsberg és mtsai, 1989; Gill és mtsai, 1990). Hatasmechanizmusat
tekintve a szeril protedzok - észterazok csaladjaba sorolhaté, mivel az enzim aktiv
centrumaban egy szeril oldallanc nukleofil oxigénje a tulajdonképpeni katalitikus hely. Ez a
nukleofil oxigén tamadja a hasitando észterkotés C=O csoportjat. A szeril oldallanc
oxigénjének nukleofilitasat pedig egy aszparaginsav-hisztidin alkotta toltés relé biztositja
azaltal, hogy protont von el a szeril oldallanctdl (ZTorpedo californica AChE enzimében az
aszparaginsav helyett glutaminsav szerepel (Sussman €s mtsai, 1991)). Ez teszi lehet6vé, hogy
a kémiailag egyébként inert oldallanc katalitikus funkciora alkalmassa valjon (El6di, 1983). Az
itt leirt katalitikus helyhez (melyet egyes szerzOk észteraz helynek neveznek) tarsul egy
szubsztrat kotOhely, vagy mas néven anionos hely is, melyet egy triptofan oldallanc alkot
(Trp84, a Torpedo californica AChE-ban). Ez a triptofan oldallanc kéti meg az acetilkolin
(AcCh) trimetil-ammonium csoportjat. Mind a katalitikus hely, mind a szubsztratkot6 hely egy
kb. 20 A mély zsebben helyezkedik el, melynek formélasiban még két fenilalanin lanc is részt
vesz. A két fenilalanin szerepe igen fontos, mivel biztositjak a zseb hidroféb jellegét. Ez
egyrészt elosegiti a szubsztrat kotddését, mert csokkenti a reakcidban résztvevé molekulak
oldallancok speciélisan szerzett sajatossagai kifejezettebben érvényesiiljenek (El6édi, 1989). A
katalitikus zseben kiviil - melyet acilalasi zsebnek is szokas nevezni, mivel a szeril csoport
acilalason és deacilalason megy keresztiil, mikézben bontja az észterkotést - feltételeznek még
egy szubsztratkoto helyet az enzimen. Ez a hely az acilélasi zseb peremén helyezkedik el és egy
triptofan oldallanc (Trp279) (Taylor, 1975), valamint az ezt kozre fogd két polipeptid hurok
néhany aminosav oldallanca alkotja (Weise 1990, Schalk 1992, Radic 1993, Barak 1994). Az
egyik hurkot forméjarél (2-huroknak nevezték el.



Az AChE azonban nem egységes enzim, hisz szamos molekuléris forméja 1étezik. Ezen formak
felépitésében alapvetd szerepet jatszik egy kb. 80.000 dalton molekulatomegii globularis
monomer forma, a Gl forma (Dudai és Silman, 1974; Bon és Massoulié, 1976). A
monomerbdl diszulfid hidak révén dimer képz6dhet, G2 forma (Anglister és Silman, 1978). A
két dimer feltehetGen van der Waals er6k hatasara tetramerré kapcsolédhat, G4 forma. A
tetramerek elektronmikroszkoppal lathaté haromszalas farokrészhez kapcsolodhatnak
(Rosenberry és mtsai, 1980), amely farokrész immunolégiailag (Anglister és mtsai, 1979),
valamint kollagenazzal szembeni viselkedését tekintve (Lwebuga-Mukasa és mtsai, 1976,
Rieger és mtsai, 1976) a kollagénhez hasonlit. A farki rész egy-egy szalahoz diszulfid hidakkal
Osszesen harom tetramer egy-egy dimerje kapcsolodhat, A4, A8 és A12 formak (Bon és mtsai,
1979; Rosenberry és mtsai, 1980). Ennek alapjan eddig 6 féle AChE molekularis format
kilonitettek el (1. abra).

Azonban ez nem jelenti azt, hogy az igy elkiilonitett formak egységes csoportot képeznének.
Ugyanis a molekularis formakon belil is tovabbi csoportositasra ad lehetGséget a formak
oldhatosaga, ami azok sejtmembranhoz valé kapcsoldodasanak er6sségérél ad felvilagositast.
Példaul a G4 formabol Flores-Flores és mtsai (1996) 3 tipust kiilonboztetnek meg: az emlésok
agyaban talalhat6 s6-oldhatd (G4™) és a detergens-oldhatd (G4*) formékat, illetve a teljesen
hidrofil vagy mas néven szekretorikus format (G4°), mely a cerebrospinalis folyadékban
talalhat6. A G4* formikban két alegység a Cys580-as aminosavakon keresztiil diszulfid
kotéssel kapcsolodik egymashoz, a masik két alegység pedig szintén diszulfid kotésekkel egy
20 kDa-os alegységhez (P alegység) kapcsolddik, mely alegység felelés az egész komplex
membranhoz torténd kapcsolodasaért. G4™ forma nem rendelkezik a P alegységgel (Flores-
Flores és mtsai, 1996). Fernandez és mtsai (1996) a P alegységen beliil harom szubdomént
kulonboztetnek meg: egy 7 kDa-os szubdomént, mely a diszulfid kétéssel kapcsolodik a
katalikus egység C-terminaljahoz, egy 6 kDa-os prondz szenzitiv kézti szubdomént és egy 7
kDa-os disztélis pronaz rezisztens, zsirsavakat tartalmazé szubdomént, mely a membran kettds
rétegébe agyazddva rogziti az enzimet.
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1. abra Az AChE molekularis formai

A membranhoz torténd kapcsolodas azonban nem csak a P alegységen keresztiil torténhet. Egy
masik modja ennek a glikolipideken keresztiil torténé kapcsolodas. Ezt a modot koveti a 7.
californica elektromos szervébdl izolalt G2 formak (Mehlert és mtsai, 1993) és a szarvasmarha
eritrocitajaban talalhaté G2 formak egy csoportja (Haas és mtsai, 1996). Ezen formak egy
glikoinozitol foszfolipid (GPI) horgonyon keresztiil rogziilnek a membranhoz. Ez a GPI
horgony etanolamin-foszfatbol, manndézokbol, glikdézaminbol, inozitolfoszfatbol és a
trigliceridbdl all. A 7. californicabdl izolalt GPI még ezeken felil tartalmaz galaktozamint és
szerint is (Mehlert és mtsai, 1993). Az is kideriilt, hogy a GPI horgonyt tartalmazzé alegységek
C terminalisanak aminosav Osszetétele eltér a tobbi alegységétol. Ezért a GPI horgonyt
tartalmazo format elnevezték H alegységnek, mig a masikat T alegységnek. A két alegység
egyetlen génrol irodik at, de a mRNS érése soran alternativ splicinggal jon létre. A C
terminalist ugyanis két exon is kodolja (7. californicanal a 4. és 5. exon) és ebbdl csak az
egyik marad meg, a masik kivagodik (az 5. exon tartalmazza a GPI horgony szignaljat)
(Anselment és mtsai. 1994; Haas és mtsai, 1996). Mindezek kovetkeztében egyes szerzok
megkiilonboztetnek két féle amfifilikus format: az 1 tipusba tartoznak a GPI horgonnyal
kapcsolodoak, a II tipusba pedig azok, melyeknek nincs GPI horgonya. A fentiekbdl
nyilvanvalo, hogy az I tipust formaknak az alegysége H és ide a G2 formak egy része tartozik,
mig a II formak T katalitikus egységekbol épiilnek fel és ide az aszimmetrikus formak, a
tetramer formak €s az Gn. konnyti G2 formak tartoznak (Flores-Flores és mtsai, 1996).

Az AChHE a szinaptoszomaban, axonalis és gliamembranhoz kétddve fordul eld. Az enzim a
perikaryonban termel6dik, €s axonalis transzporttal jut az axonterminalisba. Az irodalmi adatok
szerint a sejtek AChE tartalma nem jelol feltétlenal kolinerg neuront (Contestabile, 1978).
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2.1.2 A butirilkolin-észterdz (BuChE)

A butirilkolin-észteraz (EC 3.1.1.8) a gerincesek vérplazmajaban fordul eld nagy
mennyiségben, foként emlOsokben, de néhany filogenetikailag alacsonyabb szinten allé
osztalyban is (Gautron, 1982; Chatonnet és Lockridge, 1989). Jellemz ra, hogy nemcsak az
AcCh-t, hanem egyéb kolinésztereket is képes hidrolizalni, bar legnagyobb sebességgel a
butirilkolint (BuCh-t) bontja. Szemben az AChE-zal, szubsztratfelesleg gatlasat még nem irtak
le. 10-3 M ethopropazinnal specifikusan gatolhat6, ami lehetdvé teszi, hogy AChE jelenlétében
is tudjuk mémi az aktivitasit. Mig az AChE 105M BW 284 C51-gyel gatolhatd, addig a
BuChE nem, ami a mérési metodikaban szintén fontos.

Ennek az enzimnek is ugyanazok a molekularis formai léteznek, mint az AChE-nak. Ugyantigy
megtalaljuk a s6-oldhaté formakat €s a detergens-oldhatd formakat. Pl. az emberi vérplazma
jelentds mennyiségli s6-oldhaté BuChE-t tartalmaz. Detergens-oldhaté formakat jelentettek a
Torpedo marmorata szivéb0l, és az emlosok agyabol is. Ezen hasonlosigra alapozva allitjak
egyesek, hogy az embrionadlis fejlodés kezdeti szakaszaban a BuChE helyettesiti az AChE-t
(Chatonnet és Lockridge, 1989).

Bar BuChE talalhaté az emldsok és madarak agyaban, de altaldban nem az idegi elemekben,
hanem az endotél és glia sejtekben fordul el6. A vérplazma mellett a magasabb rendii
gerincesek szive is nagy mennyiségben tartalmaz BuChE-t (Chatonnet és Lockridge, 1989).
Erdekes, hogy mig az emlsk szivében az AChE hasitja el a fiziolégiasan felszabaduld
acetilkolint, addig ez a feladat a Torpedo szivében - Chatonnet és Lockridge (1989) szerint - a -
BuChE-ra harul.

2.2 Transzaminaz, laktit dehidrogenaz, katalaz, acetilkolin-észteriz aktivitisok és a
vércukorszint, mint indikatorok és ezek alkalmazisa tomeges halpusztulisok okainak
felderitésére

A szervezet karosodasanak egyik leggyakoribb formaja a szovetnekrozis. Szovetnekrdzis soran
a transzaminazok a vérbe keriilnek, és az ott megnévekedett aktivitisuk jelzi a szoveti
karosodas mértékét (Bell, 1968; Onishi és Murayama, 1970; Kristoffersson és mtsai, 1974;
Schmidt és Schmidt, 1976, Nemcsok és mtsai, 1981; Nemcsok és Boross, 1982a). A
szovetnekrozist jelzo transzaminaz enzimeket - els6sorban a humandiagnosztikiban - mar
régota hasznaljak szovetkarosodas kimutatasara (Wrobelski és La Due, 1985; Asztalos és
Nemcsok, 1985). A GOT az emlésok minden szévetében el6éfordul. Jelentds mennyiség
talalhaté az agyban, szivben, vesében és majban. Mivel a szovetek enzimtartalma tobb
ezerszerese a vérben keringé mennyiségeknek (Bell, 1968), ezért a szervezetben eléfordulod
szovetkarosodas a szérum GOT aktivitasanak jelentds novekedését eredményezi, s ez jol
detektalhatd. Els6sorban szivizomszovet nekrozis (pl. szivinfarktus) és majszévetkarosodas
(pl. virusos majgyulladas) detektalasanak egyik fontos eleme. A GPT szintén szamos szervben



megtalalhatd enzim, de a szervenkénti megoszlasa eltér a GOT-étol. Ezért a két enzim
szérumban mért aktivitasanak aranya fontos adat a diagnosztikaban (Schmidt és Schmidt,
1976).

A vércukorszint és a laktat dehidrogenaz aktivitasanak valtozasa a szervezetet ért stresszhatas
mérésére alkalmas (Wedemeyer, 1970). Az LDH az anoxias stresszen kivil jelzi az
izomszovetekben bekovetkezett pusztulast is. Az enzimnek két izoenzime létezik. Az un. H
izoenzim a szivizomszovetben talalhaté, mig az un. M izoenzim a vazizomszovetekben
detektalhato. A két izoenzim gélelektroforézissel elkiilonithetd, igy megallapithatd, mely tipusu
izomszovetet érte a karosodas (Kufcsak és mtsai, 1992). Az AChE aktivitasanak mérése a
kolinerg rendszerre hato kemikaliak hatdsanak a kimutatasara szolgal (Nemcsok és mtsai,
1985; Galgani és Bocqueué, 1989; Nemcsok €s mtsai, 1990).

A katalaz enzim aktivitasa a halak szervezetében mindig megnovekszik szabadgyok képzodés
esetén. Igy ezen enzim aktivitasanak mérése alkalmas a szabadgyok jelenlétének kimutatasara,
ugyanis felel0s, mas enzimekkel egyiitt, a szabadgyokok karositd hatasanak kivédéséért.

2.3 A felhasznalt rovarirto szer, a deltamethrin (DM) jellemzése

Az 1970-es évektol hasznaljdk a piretroidokat a mezdgazdasagban rovarkartevok ellen. A
piretroidok eldnye a régebbi tipust inszekticidekkel szemben, hogy igen széles spektrumu
rovarolé szerek, a kornyezetben lebomlanak, igy akkumulaciojuk nem szamottevd, valamint
artalmatlanok a melegvértiekre, igy az emberre is (WHO, 1990). Ugyanakkor igen toxikusak a
hidegvért gerincesekre, pl. a halakra (L'Hotellier és Vincent, 1986; Chambers és Carr, 1995).
A piretroidok struktirajuk, kémiai sajatsagaik, neurofizioldgiai €s toxikoldgiai hatasuk alapjan
két nagy csoportra oszthatok (Eells és mtsai, 1987): az elsé csoportba (I. tipus) a
cianocsoportot (nitrilcsoportot) nem tartalmazo, mig a masodikba (II. tipus) a cianocsoportot
tartalmazo vegytletek tartoznak.

2. abra A deltamethrin képlete



A Decis 2.5 EC hatéanyaga egy harmadik generaciés inszekticid, a deltamethrin (vagy
decamethriny DM, II. tipusu piretroid; (S)-o-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cisz-3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilciklopropan-karboxilat, = Cy,H;oBr,NO;), amit az  egyik
legbiztonsagosabb forgalomban 1évé inszekticidnek tartanak (2. abra). A Decis 2.5 EC DM
tartalma 25 g/l. A DM els6dleges hatasa, hogy elnyujtja a Nat-ioncsatornak becsukédasat az
idegsejtekben (Narahashi, 1984; Ghiasuddin és Soderlund, 1985). Valészinii, hogy a GABA
receptorokhoz is képes hozzakotddni, gatolva ezzel a GABA-fiiggsd kloridion aramlast
(Lawrence és Casida, 1983; Costa, 1987). Mindezeken til szamos egyéb hatasa is ismert. Rose
és Dewar szerint (1983) a DM-nek legalabb két jol elkiilonithetd hatasa van: egy rovid ideji
farmakologiai hatas a haldlos dézishoz kozeli koncentracional, és egy joval hosszabb idejii
neurotoxikus hatas, amelynek eredménye az idegsejtek pusztulasa. Osszességében
megallapithatd, hogy a DM neuromuscularis diszfunkciét okoz az allatokon (Rose és Dewar,
1983).

A nemzetkozi irodalomban egyre tobbet olvashatunk a DM kiilonb6z6 paraméterekre
gyakorolt hatasair6l, mint példaul az agyi vérkeringésre és gliik6z metabolizmusra (Cremer és
Seville, 1985), a kalmodulin stimulalta Ca2*-ATP-4zra és az adenilat ciklazra (Sahib és mtsai,
1987), az allatok tanulasi folyamataira (Stein és mtsai, 1987), a testsilyra, a vérszérum
fehérjetartalmanak alakulasara, valamint az AChE és ATP-azok aktivitisara (Shaker és mtsai,
1988). Megfigyelték tovabba, hogy a DM hat a szinapszisok kolin transzportjara és
foszforilacios folyamataira (Matsumura, 1988), az ACh muscarin és nikotin tipusi receptoraira
(Eriksson és Nordberg, 1990) és a foszfoinozit/proteinkinaz-C aktivacidjara is (Enan és
Matsumura, 1993). Ezeken feliil kromoszoma aberracidkat okoz az egerekben (Bhunya és
Pati, 1990). Mindezek ellenére kevés kutatas iranyult a DM halakra kifejtett toxicitdsanak
kideritésére (Zitko és mtsai, 1979; L'Hotellier és Vincent, 1986). A nemzetkozi
szakirodalombol ismert, hogy a 96-6ras DM kezelés LCsq-es értékei halfajtol fuggben 0.4 és
2.0 pg/l kozott vannak (L'Hotellier és Vincent, 1986). A szabadfoldi kisérletek azonban nem
mutattak ezt a nagymérvi toxicitast (WHO, 1990). Nincs jelentés kilénbség a toxicitasban
hideg és meleg vizet kedveld halfajok esetén (Stephenson, 1982). Ugy tiinik, hogy a DM
alacsony és magas homérsékleten is hasonléan hat, bar némely kutatd osszefiiggést talalt a
hémérséklet és bizonyos piretroidok hatasa kozott (Kumaraguru és Beamish, 1981). Tovabba
a piretroidok (koéztiik a DM) toxicitasanak mértéke nem fligg a viz keménységétol és pH-jatol
sem (Mauck és mtsai, 1976), ugyanakkor fiigg a lehetséges izomerek aranyatol és a hordozo
mindségétdl (Chambers és Carr, 1995). A DM képes befolyasolni a halak ontogenezisét
(Gorge és Nagel, 1990): rendellenességet figyeltek meg az ikrabodl valé kikelés mértékében, a
halak egyedfejlodésében, mely tobbek kozott a testhossz csokkenésében is megnyilvanult.
Mind fiatal, mind felndtt halakban a piretroidok képesek az agy AChE enzimet gatolni (Reddy
és mtsai, 1991).
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2.4 A Mauthner sejt neurobiologiaja

A csontos halak (Teleostei) agyébari két hatalmas idegsejt talalhatd, amelyek a gerincesek
idegsejtjeinek atlagos méreteihez képest valéban ,oOriasinak™ tekinthetok. Ezek a sejtek
Mauthner (1859) nevét viselik, aki kozel masfél évszazaddal ezel6tt irta le hatalmas axonjukat
a halak gerincvelejében. A sejtek perikaryonjat Goronwitsch (1888) talalta meg a nyultveldben,
s kimutatta, hogy a Mauthner altal megfigyelt axonok ezekbdl az orias-sejtekbol erednek.

Cajai (1904, 1911, 1995) szerint a Mauthner sejtek orias (,,kolosszalis”) axonjai a halak
gerincvelejének funiculus ventralisaban, pontosabban annak is a Van Gehuchten altal a
funiculus ventralis ,,dorsalis kotegének” nevezett kontingensében futnak. Cajal szerint a
Mauthner axonok valamennyi csontos halban megtalalhatok, a Plagiostoméak (ferdeszajiak)
kivételével. Cajal emliti, hogy a Mauthner-féle rostok nyultveloi keresztez6dését mar Deiters
és Stieda kimutatta, tovabba, hogy sajat vizsgalatai megerdsitették Goronowitsch (1988),
Burckhardt (1888) és Beccari (1908) eredményeit, miszerint a Mauthner-féle idegrostok eredé
idegsejtjei az agytorzs VIIIL. agyidegmagvaban foglalnak helyet.

A Mauthner sejtek méretei az irodalom adatai szerint (Beccari, 1908; Bartelmez, 1915;
Bartelmez és Hoerr, 1933; Bodian, 1937, 1942, 1952; Coghill, 1934; Plat, 1950; Retzlaff,
1954, 1957, Robertson és mtsai, 1963) szokatlanul nagyok: hosszisaguk 0.5-1 mm, atméréjiik
0.06 mm.

A Mauthner-féle oriassejtek nemcsak csontos halakban, hanem porcos és tiidos halakban
valamint Agnathakban, sot kétéltliekben (ebihal, szalamandra) is megtalalhatok; utobbiaknal a
metamorfozis soran visszafejlédnek. Nincsenek viszont Mauthner sejtek a fenéklakd, sedentaris
életformat folytaté halakban, ha mégis jelen vannak, ugy csak csékevényes formaban fordulnak
eld. A legkifejezettebb Mauthner féle sejteket az aktiv Uszo életformaji, subcarengiform
halakban talaljuk.

Bar fajonként jelentds kiilonbségek vannak a Mauthner sejtek morfologidjaban, van négy
alapvetd kritérium, melyek alapjan megkiilonboztethetok a tébbi reticulospinalis neurontdl.
Ezek a kiilonleges vonasok az alabbiak:

1. Nagyméreti sejttest. A prikaryon atmérdje aranyhalban 100 pm-ig terjed. A
Mauthner sejt a VIII. agyideg szintjén foglal helyet.

2. Két 6 dendrit. A dendritek koziil az egyik ventralis helyzetii, a masik lateralisan fut
s egészen az agy felszinéig terjed.

3. Axon. Ez a keresztez0dés utan a gerincveld felé halad a fasciculus longitudinalis
medialis dorsalis kétegében.

4. Axon sapka. Az axon inicidlis szegmentumat és eredési kupjat specializalodott
neuropil veszi kériil, melyet vastag gliahiively borit. Ez az axon-sapka.
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A Mauthner-féle idegsejt sejtmagja kb. 1 mm-nyire van a nyultvel6 felszinétél és kb. 0.3 mm-
nyire a kozépvonaltol lateralisan, a VIII. agyideg (n. Vestibulocochlearis) belépésétél éppen
cranialisan. A Mauthner sejt sajatossagaihoz tartozik, hogy a szokasos kis dendritek mellett
van egy igen nagy un. Lateralis dendritje, amely latero-caudalis iranyba halad, s ezen kiviil van
egy valamivel kisebb, Un. Ventralis dendritje, amely ventrocranialis iranyban fut. Az axon
dorsomedialisan indul a nuclearis regiobdl, tehat a prikaryonbdl. Tovabbi lefutdsa soran
keresztezddik az ellenkezd oldali Mauthner axonnal a koézépvonalban, éppen csak a 4.
agykamra feneke alatt, majd caudalis iranyba fordul s a tovabbiakban a gerincvel6ben halad, s
ott agakat ad le a mells6 szarvi motoneuronokhoz a gerincveld egyes szegmentumaiban. Az
axon els6 0.05 mm-nyi szakasza mintegy 10 um-nyire vékonyodik; ezt a szakaszt nem boritja
vel6shiively. Itt speciélis neuropil veszi koriill az axont mintegy 80-90 um-nyi vastagsagban; ez
az un. ,axon-sapka”. Ezt kovetéen az axon gyorsan kitdgul s mintegy 30-35 um-nyi
vastagsagot €r el; ezzel egyiitt vastag velOshiively is tarsul az axonhoz.

A Mauthner sejt egész perikaryonjat és valamennyi dendritjét szamos szinapsisz boritja. Ez al6l
csak a ventralis dendrit lateralis felszine képez kivételt, amely igy mintegy csupaszon marad.

A lateralis dendnit lateralis részét szamos Un. bunkoszerli végzodés veszi koril. Ezek
lényegében tompa, perpendicularis végzOdései jokora méretld velGshiivelyli idegrostoknak,
amelyek a lateralis dendriten végzOdnek. VelGshiivelyiiket hirtelen elveszitik az axon
végzddésénél €s az axon egyszeriien kiteriill a dendrit felszinén mikozben atméréjik alig
fokozbdik.

A Mauthner sejteken végz6dd axon terminalok masik tipusat alkotjak a terminalis boutonok
Ezekre jellemzd, hogy a rendkiviil vékony neurit (axon) bulbus-szeriien hirtelen kitagul eredeti
vastagsaganak sokszorosara, amint elterpeszkedik a postszinaptikus membran felett. Mind a
bunkészerii végzodések, mind pedig a terminalis boutonok konnyiiszerrel identifikalhatok
munkaja nyoman, els6 elektronmikroszkopos azonositasuk Robertson és mtsai (1963) nevéhez
fuzodik.

A lateralis dendriteken elhelyezkedd nagy bunkdszerii végzOédésekrdl ismert, hogy a VIIL
agyideg végzOdései. (Bartelmez, 1915; Bartelmez és Hoerre, 1933; Bodian, 1937).
Feltételezik, hogy egyes kisebb bunkdszerii végzddések, amelyek a sejttesten helyezkednek el a
sejtmag kozelében, az ellenoldali VIII. agyidegb6l szarmaznak (Bodian, 1952). A boutonok
eredetét nem ismerjiik pontosan.

Nagy méretiik és vastag veloshivelyiik révén a Mauthner sejt axonjainak ingervezetése sokkal
gyorsabb, mint mas, a gerincvelében futd rostoké. Bartelmez (1915) szerint ezek egy
haromsejtes reflexiv részei, melynek 6 érzé bemenetét a VIII. agyidegnek a lateralis dendriten
elhelyezked6 végzddései képezik, mig az efferens impulzusok a gerincvelé mellsGszarvi

motorikus idegsejtjein keresztiil 1épnek ki. LT~
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A mai felfogas szerint (Korn, 1987) mindkét Mauthner-féle o6rias idegsejt egy-egy un
command neuron, amely ellenoldali ,startle reflexet” valt ki varatlan ingerek hatasara vagy
pedig ragadozd halak tamadasanak elharitasira. E cél szolgilatiban a Mauthner sejtek
»miniatiir agyként” vannak organizalva, Ugy, hogy a szinaptikus mechanizmusok valamennyi
alapvet6 mechanizmusa miikédik ezen a szinten.

A Mauthner sejtek fejlodését alaposan tanulmanyoztdk. A Mauthner sejtek az embriéban
megjelend elsé idegsejtek kozott vannak s mar ekkor a feln6tt sejt miniatiir valtozatanak
felelnek meg. A differencialodas jellegzetes sort kovet: elészor megnagyobbodik a sejttest és
kind az axon; csak ezutan kovetkezik be a citoplazma reorganizacidja és a dendritek
kialakulasa.

A Mauthner sejt felszinén helyet foglald szinaptikus terminalok lokalizacidjuk és
ultrastrukturalis jellegzetességeik alapjan Nakajima (1974) szerint hat csoportra oszlanak, ugy

mint;

1. Vastag vel6shiivelyil nagy bunkoészerli végz6dések. Ezek a VIII. agyideg hats6 szakaszabol
szarmaznak és a lateralis dendrit distalis szakaszan foglalnak helyet. Kémiai szinapszisokra
jellemz6 aktiv zonakat, valamint gap funkcidkat is tartalmaznak. Ezeket a végzddéseket
Furshpan és Furukawa (1962), valamint Furukawa és Furshpan (1963) tanulmanyozta s ezek
alapjan identifikalta el6szor az elektrotonikus transmisszidt gerinces agyban.

2. Kicsiny vel6shiivelyti bunkészerti végzodések. Ezek ugyszintén kevert szinapszisokat
tartalmaznak.

3. Veldtlen bunkoszerii végzodések. Ezek kémiai transmisszioval mitkodd szinapszisokkal
kapcsolédnak a Mauthner sejttel, foleg az axon-sapkan beliil, de kisebb szamban azon kiviil is.
4. Kicsiny szinaptikus vesiculdkat tartalmazd boutonok. Ezek az axon-sapkan kiviil
szinaptizalnak a Mauthner sejttel s ugyanigy, mint a (3) alatt emlitett veldtlen bunkok,
legalabbis részben, ugyanazon passziv hiperpolarizaciés potencidlt) mutatd gatld
interneuronokbol erednek.

5. Nagy sinaptikus vesiculakat tartalmaz6 boutonok, melyek kevert vagy kizarolagosan kémiai
szinapszisokat képeznek.

6. Spiralis idegrost végzddések. Ezek az inicialis szegmentre csavarodnak €s az axon eredési
kupjat veszik koriill. Kémiai, kevert és szimmetrikus szinapszisokat képeznek, de mikodésuk
mindez ideig ismeretlen.

A Mauthner sejtek legjobban ismert szenzoros inputja az octavolateralis rendszerb6l (VIIIL
agyideg) szarmazik. Ezek a rostok a lateralis dendriten végzodnek és hallasi, gravitacios,
szoggyorsulasi, vibraciés vizaramlasi és elektromos téringereket kozvetitenek. A VIIL
agyidegb6l szarmazo6 kapcsolatok monoszinaptikus jellegliek, mig azok, amelyek az oldalvonali
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szervbdl érkeznek, mono- vagy poliszinaptikusak. A Mauthner sejteknek valdsziniileg vannak
vizualis, tectalis és cerebellaris eredeti inputjai is. A VIII. agyideg hats6 komponensének
aktivalasa kettds serkentd postszinaptikus potencialt valt ki, amelynek korai komponensét
elektronikus, késdi komponensét kémiai szinapszisok hozzak létre.

A keresztezett Mauthner axon a gerincveld ellenoldali felében, j6forman annak teljes hosszaban
végig halad, mikoézben motoneuronokkal €és interneuronokkal létesit kapcsolatot révid
collateralisok révén, melyek 150-200 um-ként hagyjak el az axont. Maga a Mauthner axon 50-
80 pm atmérdvel rendelkezik; ingeriiletvezetési sebessége, azaz az akcids potencial terjedési
gyorsasaga 60-100 m/sec, mialtal egyike a leggyorsabban vezeté gerinces idegrostoknak. Az
impulzusok 2-2.5 mm-ként generalédnak j6l definialt, egymastél elkiloniilt, diszkrét aktiv
helyeken, amelyeket funkcionalis befiz6déseknek neveznek. Ezeken a helyeken igen nagy a
fesziiltség-érzékeny natrium csatorndk siirlisége. Megjegyzendd, hogy a funkciondlis
beflizddések nem azonosak a sokkal stiriibben elhelyezked6 collateralisokkal. A vizsgalatok
soran adatok gyiltek Ossze arra nézve, a velSshiively nem annyira hatékony szigeteld, mint
ahogy régebben gondoltak. Ezzel szemben a Mauthner sejt kimen6 halozata lényegében még
ma sem ismert.

A Mauthner sejt rendszer egyike azoknak az igen kicsiny szami eseteknek a gerincesek
kozponti idegrendszerében, ahol szigori Osszefliggés all fenn egyetlen idegsejt aktivitisa és
egy jol definialt magatartasi valasz ko6z6tt. A Mauthner sejt karakterisztikus |, startle”
valaszmagatartast indit meg, melynek soran az éllat kezdetben C betii alakot vesz fel: feje és
farka azonos oldalra hajlik. Ezt egy masodlagos visszacsapasi stidium koveti, amely a halat
elhajtja eredeti helyzetébdl s igy eltivolitia az ingert kivaltd tényez6tSl. A nem-aktivalt
Mauthner sejt kilonb6z6 szintjein mikodd gatld ideghédlézatok elejét veszik annak, hogy
konfliktust okoz6 parancsot adhasson ki s igy megakadalyozzak annak miikodését.

Végiil ki kell emelniink, hogy a Mauthner-féle sejt nem adaptalodott ismételt aktivalodasra,
hanem arra specializdlédott, hogy esetenkénti optimalis teljesitményt nyujtson. A Mauthner-
Tovabbi vizsgalatok tisztaztak, hogy a Mauthner sejt axonjanak nincs velshiively-mentes,
nodalis hézagja (Graham és O’Leary, 1941; Leghissa, 1956; Gray, 1970; Celio, 1976; Koenig,
1978, Yasargil és mtsai, 1982). A Mauthner-féle axon kizarolag a relative rovid (50 um) és
szoros egymasutanban (100-300 pm, atlagban 150 pm-ként elhelyezkedd) axon collateralisok
eredésénél talalhatd; ezek a collateralisok interneuronokkal és motoneuronokkal létesitenek
szinaptikus kapcsolatokat, amit egyes szerzok (Bartelmez, 1915; Coghill, 1934; Bodian, 1952,
Leghissa, 1956; Retzlaff és Fontaine, 1960;Barets, 1961) mar évtizedekkel ezel6tt
megallapitottak, s amit az 0jabb vizsgalatok is megerositenek (Diamond, 1971; Gray, 1970;
Diamond és mtsai, 1971; Celio és mtsai, 1976, 1979; Funch és mtsai, 1984).

A Mauthner-féle axonra ugyaniigy, mint mas orias-axonokra all az a torvényszeriiség, hogy az
ingeriiletvezetés gyorsasaga az axon atmérdjének négyzetgyokével aranyos (Young, 1987).
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3. CELKITUZESEK

A koérnyezetszennyez® anyagok a halakra faj-, szer- €s szervspecifikusan hatnak. Mivel az

altalunk vizsgalt rovarirtészer idegméreg, ezért az idegrendszer egyik legfontosabb enzimének,

az acetilkolinészteraz enzimnek a vizsgalatara fektettiik a a f6 hangsulyt. Els6 lépésként meg

akartunk gy6z6dni arrdl, hogy a filogenetikailag kiilonb6z6 fejlettségii és kiilonbdzd életmodu

halak kolinerg enzimrendszerében vannak-e szamottev$ kiilonbségek. Majd két kivalasztott

halfajon DM tartalmu inszekticiddel végeztink kisérleteket, hogy megvizsgaljuk, vajon

eltérben reagalnak-e a kezelésekre. Vizsgalataink a biologiai szervez6dés hirom szintjére

terjedtek ki: az in vitro kisérletekben az enzim szinten, az in vivo szubletalis kezelések soran az

enzimrendszerek szintjén €s a szovetek szintjén vizsgaltuk a kezelések hatdsat. Vizsgaltuk,

milyen modon hat a deltametrin a kolinerg rendszerre, a hozza tartozé kolinoceptiv Mauthner

sejtekre, valamint az egyéb karosodast jelzd biokémiai paraméterekre.

Célunk az alabbi kérdések megvalaszolasa volt:

1. A lénai tok, angolna, busa, ponty és harcsa AChE és BuDhE aktivitasainak meghatarozésa
agyban, szivben, vazizomban és méajban.

2. Meghatarozni a fent emlitett halfajok fent emlitett szerveib6l szarmazé AChE enzimek so-
és detergens oldhat6 formainak aranyat.

3. Meghatarozni a fent emlitett halfajok fent emlitett szerveib6él szarmazé AChE enzim
molekularis formamintéazatat.

4. A DM in vitroAChE gatlasanak jellemézése és a gatlasi allando meghatarozasa klasszikus
kinetikai médszerekkel ponty és angolna esetében:

5. A DM hatasanak jellemzése az AChE aktivitasara, valamint a molekularis formainak
megoszlasara a ponty és az angolna kiilonb6z0 szerveiben.

6. Az 1991 és 1995 évi balatoni angolnapusztulas okainak kideritése az altalunk kifejlesztett
monitoring rendszer segitségével.

7. A DM hatasa a talélési reakciokat koordinaldo Mauthner sejtekre.

Munkénk szorosan kapcsolodik a Szegedi Tudomanyegyetem Biokémiai Tanszékén és a Bay
Zoltan Alkalmazott Kutatasi Alapitvany Biotechnologiai Intézetében folyé kornyezetbiokémiai
kutatasokhoz. Kutatasaink tavlati célja, hogy a két intézet altal hasznalt halas biomonitoring
rendszerhez 0jabb enzimdiagnosztikai modszereket dolgozzunk ki, melyek rutinszeriien, olcson
és gyorsan elvégezhetdk, s tovabb finomitjak rendszeriinket, lehetOséget adva természetes
vizeink 4llapotanak pontos és objektiv értékelésére. '
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok

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

Enzimek: Alkalikus foszfataz (EC 3.1.3.1), BSA (Sigma), glikézoxidaz (EC 1.1.3.4), B-
galaktozidaz (EC 3.2.1.23, Sigma).

Vegyszerek: (NH,),SO,, deltamethrin (Sigma), 85%-os foszforsav, 96%-os etanol, a-
oxoglutarat, acetiltiokolin-jodid (AcTCh-I)(Lachema), aceton, BW 284 C51 (Sigma),
Comassie-Brillant Blue, CuSO4*5H,0, D, L-alanin, dinatrium-p-nitrofenil-foszfat, 5,5'-ditio-
bis-(2-nitrobenzoesav) (Sigma), ethopropazin (Sigma), etil-acetat, formalin, glutaraldehid,
H,0,, hexan, K-Na-tartarat, KI, kloroform, L-aszpartat, methidation (Sigma), metil-viologén
(Sigma), Na-acetat, Na-kakodilat, Na,HPO,*12H,0, Na,S, Na,SO,;, NADH, NaH,PO,,
NaOH, neosztigmin (NBS Biologicals), o-dianizidin, OsO,, PbNO;, pirosz6ldsav, selecton B,
(EDTA), tris, triton X-100, uranil-acetat.

4.2 Tartasi és kezelési koriilmények

A kisérleti allatok, a busa kivételével, mind feln6tt, ivarérett egyedek voltak. A vizsgalt busak
1+ nyarasak voltak. A busak, harcsak szarmazasi helye a Fehér-t6, angolnakat a Balatonrol,
mig a lénai tokokat a Szarvasi Haltenyésztési Intézett6l kaptuk. A pontyokat a Tiszai Halaszati
Szovetkezettdl vasaroltuk. A pontyokat, angolnakat kettesével 100 l-es jOl levegoztetett
akvariumokban, mig a tobbi halat 400 literes, szintén jol levegoztetett kadakban tartottuk. A
vizsgalt hatéanyagot (DM) a halak egy hetes adaptacidja utan az akvariumok vizében oldottuk
fel. Minden kezelést 3-8 allaton végeztiink el. .

A kolinészterazok molekularis formainak vizsgalatahoz 2 pg/l DM-nel 3 napig kezelt halak
agyat, majat, szivét, vazizmat és vérszérumat hasznaltuk.

A pontyok in vivo DM kezelésekor 1.4 pg/l piretroidot hasznaltunk, mig az angolnak kezelése
0.5 pug/l koncentracioval tortént. A kezelés idGtartama 24, illetve 96 6ra volt. A DM
akkumulaciojat 2 pg/l DM-nel 4 napig illetve a kezelt allatok agyabol, majabol és
kopoltyjabol hataroztuk meg.
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4.3 A kolinészteraz aktivitasok mérése

4.3 .1 A kolinészteraz aktivitas mérése

A kolinészterazok aktivitasat Ellman és munkatarsai (1961) spektrofotometrids eljarasaval
mértik. Az elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 52 mM Na-foszfat puffer (pH=7.2, 25 °C),
0.26 mM 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesav) (DTNB) és 82.4 mM AcTCh-I. A reakciét 0.01-
0.1 ml homogenat hozzaadasaval inditottuk a vizsgalt szovettdl fliggben, és 412 um-en
detektaltuk Cecil CE 5501 UV-VIS spektrofotométerrel. A kolinészterazok aktivitasat az
elhidrolizalt AcTCh-jodid pmol/min/mg protein értékben adtuk meg (U/mg protein). Az AChE
és BuChE aranyanak meghatarozasakor, az AChE aktivitasanak mérésekor a fent leirt elegyhez
BuChE gatloszerként 10° M ethopropazint adtunk. A BuChE aktivitisanak mérésekor
AcTCh-I helyett BuTCh-I-ot hasznaltunk szubsztratként, az AChE gatlasara pedig 10* M
neostigmint hasznaltunk.

4.3.2 Az AChE aktivitasanak mérése ultracentrifugalas utan levett frakciokbol

Mivel az egyes frakciokban az elobb leirt modszerrel nem detektalhaté az enzimaktivitas az
AChE kis koncentracidja miatt, ezért a kovetkezd médszer szerint jartunk el:

Az elkészitett, DTNB-t tartalmazd pufferhez 0.1 ml mintat adtunk az adott frakciobdl, s a
szubsztrattal 37 °C-os vizflirdében 15-45 percig inkubaltuk az elegyet. Az inkubalas utan a
reakciot 100 ul neosztigminnel Allitottuk le gy, hogy annak végkoncentracidja
104 M legyen.

Osszehasonlitd oldattal szemben mértiik a mintakat, mely oldat a frakciobol kivett elegy
hozzaadasakor mar tartalmazott kolinészterazt gatloé neosztigmint. A kolinészteraz aktivitast az
elhidrolizalt AcTCh-jodidbol szamoltuk. Az AChE mérésekor a kiindulasi elegy specifikus
BuChE gitl6 ethopropazint tartalmazott, melyeknek végkoncentracidja 10-5 M volt.

4.4 Az in vitro Kisérletben hasznalt médszer

Az in vitro kisérletekben agy homogenizatumot hasznaltunk, mivel ez a szerv bévelkedik
AChE-ban. Kezeletlen ponty €s angolna agyat kipreparaltuk, 1:4 aranyban elegyitettiik 0.5%
Triton X-100-at, 12.5 mM (pH=7.2) foszfat puffert, 67.2 mg/100 ml EDTA-t és 0.4 M NaCl-
ot tartalmazé homogenizald oldattal és homogenizaltuk (800 minl), majd lecentrifugaltuk
(7000 rpm, 1 6ra, K23 centrifuga). A kapott feliiliszot hal fiziologias sooldattal (0.62% NaCl)
kétszeresére higitottuk, majd kozvetlenil AChE aktivitds meghatarozasra hasznaltuk az in
vitro kisérletekben.

Az idofiiggések vizsgalatakor két szerkoncentraciot is hasznaltunk. A reakciopufferekhez 10 pl
agy homogenat feliliszét adtunk, majd a megfelelé gatloszer mennyiségekkel inkubaltuk
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egylitt 6ket 0-60 percig szobahOmérsékleten. A reakciot az AChE mesterséges szubsztratjaval
(acetiltiokolin-jodiddal) inditottuk és a fényelnyelést 412 nm-en kovettitk. A homogenizatum
fehérje tartalmat Lowry és mtsai (1951) modszerével végeztilk, az enzimaktivitasokat
specifikus aktivitasként adtuk meg.

A koncentraciofiiggés vizsgalatakor a megfeleldo szerkoncentraciokat allitottuk el6 a
reakcioelegyekben, és 10 percig inkubaltuk az enzimet az inszekticidekkel.

A Michaelis-Menten-féle kinetikat gatloszer nélkiil, 10 pM és 20 uM koncentraci6ji DM-nel.
A Dixon-féle kinetikanal 0.05, 0.10 és 0.20 mM-os szubsztrat koncentraciét alkalmaztunk.

4.5 Az AChE molekularis formdinak meghatarozasa

A DM-nel kezelt halak (4-6 db) agy-, maj- és szivmintdit 1:4 aranyban, a vazizmot 1:9
aranyban elegyitettiik 0.5% Triton X-100-at, 12.5 mM (pH=7.2) foszfat puffert, 67.2
mg/100 ml EDTA-t és 0.4 M NaCl-ot tartalmaz6 homogenizalé oldattal. A kotott és szolubilis
formak elkiilonitésére kiilonb6z6 homogenizalokat hasznaltunk (Rakonczay és mtsai, 1981). A
vérmintak lecentrifugéalasa (Eppendorf centrifuga, 12000 g) utan a vérszérumot hasznaltuk a
tovabbiakban. A mintakat Braun 853302/4 tipust Potterrel homogenizaltuk (800-1000 min-?).
Az igy kapott homogenizdtumokat el6centrifugaltuk 16000 rpm-en, 45 percig 4 °C-on Heraeus
Christ Cryofuge Nr. 8730 tipusi centrifugaval (26000 g). A molekularis formak elvalasztisa 5-
20%-os linearis szachar6z gradiensen tortént, 16 Oras 36000 rpm-es ultracentrifugalassal
(160000 g), amihez Sorval Ultra PRO 80 tipusu centrifugat és TH-641-es rotort hasznaltunk.
Az ultracentrifugalas utan 40 frakciot szedtiink, majd minden egyes frakcidban meghataroztuk
az AChE és a marker enzimek aktivitasat, illetve a BSA tartalmat. Szedimentaciés markerként
BSA-t (4.3S), alkalikus foszfatazt (6.1S, EC 3.1.3.1), katalazt (11.3S, EC 1.11.1.6) és B-
galaktozidazt (16.0S, EC 3.2.1.23) hasznaltunk. Az alkalikus foszfatdz, a katalaz és a B-
galaktozidaz aktivitdsat Boehringer Mannheim GmbH (1974) katalogusban leirtak alapjan
hataroztuk meg.

4.6 Az in vivo Kkisérletek soran hasznalt modszerek

6raig 12 £ 1 °C-on (kora tavaszi - késd Oszi koriilmények). Angolnak esetében 1 pg/l DM volt
a kezelés koncentracio 96 oraig 20 + 1 °C-on. A kezelést kovetben tiszta vizbe téve a kisérleti
allatokat folytattuk a kisérletet. A kisérletek alatt adott id6pontokban a pontyok
farokvénajabol vettiink vért. Angolnak esetében a vérvétel a szivbOl tortént. A vért
lecentrifugaltuk (12000 g, Eppendorf centrifuga) és a hemolizismentes szérumbdl mértik az
enzimek aktivitasait az alabbi modszerekkel:

— Az ACHhE aktivitdsat acetiltiokolin-jodid szubsztrattal hataroztuk meg Ellman és mtsai

(1961) szerint.
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— A glutamat-oxalacetat transzaminaz aktivitasokat Reitman és Frankel (1957) modszere
alapjan mértiik a Reanal altal gyartott kitt segitségével.

— A laktat dehidrogenaz aktivitdsanak mérésére Annon (1971) médszerét alkalmaztuk. Az
enzimek specifikus aktivitasat U/mg fehérje mértékegységben adtuk meg. (1 U= 1 umol
atalakitott szubsztrat percenként.)

— A fehérjetartalmat Lowry és mtsai (1951) szerint hataroztuk meg.

— A vércukorszint meghatarozast enzimatikusan glilkkézoxidaz-peroxidazzal végeztik . A
reakcidelegy 2.5 ml gliikk6z reagenst [2 mg peroxidazt és 12.5 mg gliikkozoxidazt oldottunk
50ml 0.1 M foszfat pufferben (pH=7.0), majd ehhez 1 ml o-dianizidin oldatot adtunk
(3.3 mg/ml 1 N HCI)] és 0.1 ml fehérjementesitett vérszérumot tartalmazott. Szobahén 30
percig inkubaltuk az elegyet, majd 450 nm-en mértiik a fényelnyelést.

A kezelést kovetden az adott szerveket eltavolitottuk, majd Braun 853302/4 tipusu potterrel

(200 mg nedves szovethez 0.8 ml homogenizal6 oldatot adva) homogenizaltuk. Ezt kévetéen a

homogenizatumot centrifugaltuk, és az AChE enzimaktivitasokat a feliiliszébol hatiroztuk

meg.

4.7 A DM akkumulicidjanak meghatirozasa

angolna esetén 0,5 . pug/l koncentraci6ji DM-nel 4 napig kezelt halak szerveit acetonnal
homogenizaltuk, centrifugaltuk, majd a feliliszot diklormetanba raztuk at. A koncentralt
extrakt kétszeres oszlopkromatografids tisztitisa utan a DM-t elektronbefogasi detektorral
gazkromatografiasan hataroztuk meg (KP 5880, HP-1 kolonna /cross-linked methyl silicone
gum phase/ 12 m*0.2 mm*0.33 pm, Tiyeio~280 °C  Splitless, Splitless time: 30 s,
Tos210p=270 °C, Tetektor=300 °C ECD-Electron Capture Detector, vivégaz: N, /T 45/, injektalt
térfogat: 0.8 pl). Standardként spektroszkopiailag tiszta DM-t hasznaltunk.

4.8 Az 1991-es és 1995-0s balatoni angolnapusztulas vizsgilatanak médszerei

4.8.1 Az angolnapusztuls helyszinén tortént gylijtés és mintavételi eljarasok leirasa
Vizsgalt mintdk

1991 julius 10-én a Balaton nyugati medencéjébdl begyijtott angolnak; 1995. jilius 25-28.
kozott a Balaton keleti medencéjébol begylijtott agonizald és taléld angolnak; 1995. jalius 24-
26. kozott a Balaton keleti medencéjének kilonbozd szegmenseibdl begyiijtott iszapminta.
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Megjegyzend6, hogy a K-Othrin 1 ULV-vel tortént szunyogirtds napjan, julius 14-én
felhdszakadas tort ki a keleti medence folott. Az Orszagos Meteorologiat Szolgalat jelentése
szerint 45,8 mm csapadék esett ezen a napon. Ez a havi 60,7 mm-es csapadékmennyiségnek
pontosan a 75 %-a. Ez a nagy mennyiségli, egyidében lehullott csapadék a part menti talajt a
hozzatapadt szinyogirtd szerrel egyiitt bemoshatta a toba; 1995. augusztus 3-7. kozott a
Balaton keleti medencéjébdl gytijtéttunk be tGléld angolnakat, dévérkeszegeket (Abramis
brama L.) és siralyokat (Larus canus). A szabadfoldi kisérletek soran begyiijtott angolnak farki
vénajabol illetve szivévol 2 mm vért vettiink, heparinnal atolitett fecskendével. A vérmintakat
hiit6tt korilmények kozott centrifugaltuk (12.000 g Eppendorf centrifuga), amellyel
eltavolitottuk az alakos elemeket. A maradék szérumhoz ugyanolyan mennyiségii glicerint
adtunk. A vérmintakat 4° C-on tartva szallitottuk a laboritériumba. A szévetmintikat azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztik és igy szallitottuk. A laboratériumi kisérletek soran him és
ndivaru angolnak 400-600 g tomegl egyedeit hasznaltuk, amelyeket egyenként helyeztiink el
egy folyamatosan levegbztetett, 22° C + 2° vizhdmérsékletii 100 literes akvariumba. Az
angolnakat nem etettiik a kisérlet soran. A DM koncentracié az akvariumban: 0,5; 1,0 és 2,0
ug/l volt. Itt a kezelési id6 96 ora.

4.8.2 Transzaminazok, tejsav dehidrogenaz, katalaz, acetilkolin-észteraz aktivitasok és

vércukorszint mérése

Ezen paraméterek mérése hemolizismentes szérumbol torténik.

A transzamindzok (GOT és GPT) enzimek aktivitasat Reitman és Frankel (1957)
kolorimetrias modszere alapjan a REANAL altal gyartott tesztkészlettel hataroztuk meg.
- A tejsav dehidrogenaz enzim aktivitasanak meghatarozasa Annon (1971) modszere alapjan.
- A vércukorszint meghatarozasa: Glikoz oxidaz — peroxidaz reakcié alapjan tortént,
melyhez Sigma Kit-et hasznaltunk. A reakciGelegy 6sszetétele 5 ml reagens oldat (ez
tartalmazta a glilk6z-oxidaz enzimet, a peroxidaz enzimet és az o-dianizidint) és 0.2 ml
hiisszorosara higitott vérszérum volt. Mindezt 30 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd az
enzimreakciot 0.5 ml, 4 N HCI oldattal leallitottuk, és az abszorpciét 562 nm-en
spektrofotometriasan mértiik.
- Katalaz és AChE enzim aktivitasanak meghatarozasa: Ezen aktivitasokat a kiilonb6zd
szovetekben ugy hatdroztuk meg, hogy az adott szerveket eltavolitottuk, majd Braun
853302/4 tipusu potterrel (200 mg nedves szovethez 0,8 ml homogenizalé oldatot adva)
homogenizaltuk. Ezt kovetéen a homogenizatumot centrifugaltuk és az emlitett enzim
aktivitasokat a feliiliszobol hataroztuk meg.
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Az acetilkolinészteraz enzim aktivitdsanak meghatarozasa Ellman és Courtney (1961)

modszerével. A katalaz enzim aktivitasat spektrofotometridsan mértitk a H,0O, fogyas alapjan
az enzimaktivitast. A reakcidelegy 3,0 ml foszfat pufferbdl (S0 mM, pH=7,0, amely 1,2 ul 30
%-os H>0O,-t tartalmazott 1 ml pufferre vonatkoztatva) és 200 ul mintabdl allt. A reakciét 240
nm-en kovettiik.

4.8.3 DM kimutatasa HPLC-vel

Iszapminta elékészitése: 10 g iszapot 6sszekevertiink 10 ml vizzel és 50 ml acetonnal. 5
perc razas utan a mintdkat 1 Oraig inkubaltuk és bel6lik a DM-t 10 ml hexannal
extrahaltuk. A DM a hidroféb fazisba ment at, amelyet vakuum alatt szaritottunk. A
szaritas utan a mintakat 100 ml-re higitottuk fel HPLC eluenssel. A DM meghatirozasara a
szovetmintakat Akhtar (1982) modszere szerint készitettik el6. E mobdszert
gazkromatografiara irtak le és HPLC-re médositottak.

A késziilék leirasa: A gazkromatografias méréseket Gynkotek HPLC rendszeren végeztiik,
amely a kovetkezd részekbdl all: nagy precizitisi pumpa (Model 480), gazmentesitd
egység és Peltier termosztalhatdé HPLC oszlop. A hasznalt detektor Gynkotek 230 és 210
nm kozott varidlhaté UV detektor. Az injektor 50 pl-es Rheodyne 8125 (California, USA).
A hasznalt all6 fazis Bondapack C18 (3.9x300 mm) oszlop. A hasznalt eluens acetonitril:
0.1 % H,S0, ionmentesitett HPLC minGségii desztillalt viz (70:30). A mozgéfazis aramlasi
sebessége 1 ml/min, az oszlop homérséklete 50° C. '

Vegyszerek és eluens. Az acetonitril, hexan és aceton a Sigma Chemical Company altal
gyartott. A HPLC eluenst a Milli Q rendszerrel (Millipore, Bedford, USA)
ionmentesitettik és desztillaltuk. A standardként hasznalt Decis rovarirtoszer 25 g/l DM-
et tartalmazott.

Mérések. Mivel a mintak DM koncentracidja kevéssel a mérési hatar felett volt, mindenik

mintahoz azonos mennyiségli DM-et adtunk, hogy a médszert érzékenyebbé tegyiik (belsé
standard).
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49 A DM hatiasa a Mauther sejtekre. Elektronmikroszképos, enzim ¢és
immunbhisztokémiai eljarasok

Négy balatoni halfajt vizsgaltunk a Bay Zoltan Biotechnoldgiai Intézet akvariumaiban. Az
akvariumok mérete 80x80x120 cm. Minden akvariumba egy halat helyeztiink. Ennek vize jol
leveg®ztetett csapviz, 18 °C, pH 7,2, 16 német keménységi foki. A DM-ként a Fluka Chemie
AG, Germany cég termékét hasznaltuk. A kontroll allatok esetében csak oldoszert adagoltunk
az akvariumba (ciklohexan). A kovetkezd fajokat vizsgaltuk: ponty (négy kontroll, 9 DM
kezelt), angolna (9 kontroll, 9 DM kezelt), harcsa (5 kontroll, és 9 DM kezelt) és eziist karasz
(Carassius auratus gibelis Bloch) (8 kontroll és 9 DM kezelt). A kezelési koncentracié minden
egyed esetén 1 pg/l, 24, 48, 72, 96 oras kezelési id6; 5 pg/l esetében 72 oras; 10 ug/l esetében
24, 48, 72 és 96 orasak voltak.

A kontroll és kezelt allatokat lidokainnal tettiik mozgasképtelenné (Egis 2 ml 10 %-os injekcidt
oldottunk 1000 ml akvarium vizban). A mozgasképtelenné tett egyedeket transcardialisan 15
percig hal Ringer oldattal mostuk at, amely 0,01 %-os véralvadasgatlo heparinszulfatot
tartalmazott. Ezt kovetden a transcardialis rogzités 4 %-os paraformaldehiddel vagy Zamboni
gravitaciés nyomassal mikodd szereléket allitottunk ossze. A fénymikroszképos enzim és
immunohisztokémiai  vizsgalatokhoz a Mauthner sejteket az agytorzs kriosztatos
sorozatmetszését kovetden azonositottuk. A Mauthner sejtek elhelyezkedését és citologiai
sajatossagait modositott Protargol impregnacids technikaval tanulméanyoztuk (Csillik, 1959).
Az AChE lokalizaciojat Koelle modszerével (1954) végeztiik el, amelyet Gerebtzoff (1959),
valamint Tago Kimura és Maeda (1986) modositasa nyoman acetiltiokolin szubsztrattal, pH
5,2 és 7,6 kozotti tartomanyban, a nemspecifikus észteraz és a butirilkolin észteraz egyidejii
Etopropazinnal valo gatlasa mellett végeztiik.

Az ACHE kimutatasa Koelle mddszerével:

A szovetmintdkat 0.05 M kakodilat pufferben (pH=7.0) - mely 4% formalint és 2%
glutaraldehidet tartalmazott - 6 Oran keresztiil fixaltuk immerziés modszerrel. Ezutin a
preparatumokat izotonids mennyiségii (19.876 g/l) Na,SO4-ot tartalmazd 0.1 M kakodilat
pufferben 12 6ran at mostuk, 3 6ranként valtva a mosooldatot. Az agydarabokbél Vibratome-
mal 60-80 pm-es metszeteket készitettiink.

Ezt kovetden a mintakat 4 °C-on 30 percig, majd 25 °C-on ujabb 30 percig inkubaltuk. 200 ml
izotonias Na,SO, inkubalé elegy tartalmazott 7 mg AcTCh-I-ot, 2.2 ml 0.1 M natrium-
acetatot, 0.1 ml 3.8%-os glicinoldatot, 0.1 ml 0.1%-os Pb(NO;), oldatot, 0.1 ml 0.1 M
CuSOy-ot. A pH-t 5.5-re allitottuk be. Az inkubalas utan izotonids Na,SO,-tal mostuk 3x5
percig a preparatumokat (valtogatva a moso oldatot), majd 3-5 percre a mintakat az eléhivo
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elegybe helyeztiik, mely 20 ml 1 N natrium-acetatot, 80 ml desztillalt vizet és 2 g Na,S-ot
tartalmazott, és pH-ja 7.5 volt.

Ezt kovette haromszori mosds, el8szor izotonids NaySO4-ban, majd csapvizben, végiil
desztillalt vizben. Az utolsd mosas utan visszahelyeztiik a mintakat 12 érara az eredeti
Osszetételi fixaloelegybe. Az ilyen médon nyert preparatumokat glicerinnel lefedve Zeiss
fénymikroszk6p (Nomarsky optika) alatt vizsgaltuk.

Elektromikroszkopos vizsgalatokra az agyszovetet perfuzids modszer segitségével Palay-féle
fixaléval immerziés modszerrel rogzitettitk. és vibratommal szeleteltiik. Az enzim és
immunhisztokémiai reakcié utan a 40 nm vastag metszeteket utanfixaltuk foszfatpufferes
osmiumsavval és viztelenitettiik emelkedé alkoholgradiensben (Knyihar-Csillik és mtsai 1999).
A Mauther sejteket sztereomikroszkOppal azonositottuk, Epon-Durcupan keverékbe
Ujradgyaztuk és Reichelt-féle ultramikrotommal gyémantkés segitségével metszeteket
készitettiink. Az 1 um félfinom targylemezre szaritott metszeteket enyhén festettilk, bazikus
toluidin kékkel a fénymikroszkopos vizsgalatokhoz. A 30 nm vastagsagu finom (ultravékony)
metszeteket uranil acetattal és 6lomcitrattal kontrasztositottuk. A metszeteket Zeiss Opton 902
elektronmikroszképpal vizsgaltuk.

4.10 Az alkalmazott statisztikai modszerek és szamitogépes programok

A statisztikai értékelésekhez elsGsorban Student ¢ tesztet hasznaltunk. Szignifikinsnak
tekintettiik a valtozasokat, ha P értéke kisebb volt, mint 0.05. A felhasznalt programok: Excel
5.0, Lotus 1-2-3, Quattro Pro, Harvard Graphics 2.1, 3.0 és 2.0 for Windows, MSWORD 7.0
és 6.0 for Windows.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Néhany édesvizi halfaj kolinerg enzimeinek jellemzése

Habar az elmult években megjelend nemzetkodzi publikaciok koziil szamos foglalkozik az
AChE és BuChE enzimek biokémiai jellemzésével, sajnos azonban vagy felsébb rendii
gerincesek - madarak, emlés6k (Anselmet és mtsai, 1994; Cabezas-Herrera és mtsai, 1994;
Chatel és mtsai, 1994; Bajgar és mtsai 1995a, 1995b;) - vagy gerinctelen szervezetek, mint
példaul az orvosi pioca Hirudo medicinalis (Talesa és mtsai, 1995), a tengeri féreg Sipunculus
nudus (Talesa és mtsai, 1993), a folyami rak Pacifastacus leniusculus (Braun és Mulloney,
1994), az ecetmuslica Drosophila melanogaster (Toutant és mtsai, 1988) vagy a
burgonyabogar Leptinotarsa decemlineata (Zhu és Clark, 1994) voltak a kisérleti alanyok.
Csak néhany ké')zlemény foglalkozik halakkal. Ezek szerz6i is elsdsorban az elektromos raja
(Torpedo marmorata) és elektromos angolna (Electrophorus electricus) elektromos szerveit
tanulmanyozzak, mivel e szervek boséges forrasai az AChE-nak (Krejci és mtsai, 1991; Duval
és mtsai, 1992; Legay és mtsai, 1993; Mehlert és mtsai, 1993; Inestrosa és mtsai, 1994). Csak
nagyon kevés cikk foglalkozik mas halfajok kolinerg enzimeinek jellemzésével (Nemcsok és
mtsai, 1990; Szabo és mtsai, 1992).

Ezen fejezeten beliil 6t hazai halfaj kolinerg enzimeit jellemeztiikk. Vizsgaltuk aktivitasukat,
megoszlasukat, molekularis formajuk mintazatat kilonboz6 szervekben. Az 6t halfaj
kivalasztasakor a kiilonb6z6 életmdd és az eltérd evolucios fejlettség volt a mérvado.

5.1.1 Lénai tok (Acipenser baeri) kolinerg enzimeinek jellemzése

Magyarorszagon nem honos, de nagy mennyiségben tenyésztik a kiilonbozd halgazdasagok.
Hazai 6shonos rokonai az Acipenseridae rendbe sorolt kecsege (Acipenser ruthenus) és az
igen ritka viza (Huso huso). Mint a porcos-vértes halak egyik faja - e hal is igen 6si jellegi.
Hosszu, aramvonalas testét csontszerli lemezek, Gn. pajzsok fedik tobb sorban. Feje, melyet
szintén csontszeru pajzs véd - hegyesedo, a szaja als6 allasu. Szaja el6tt négy tapogatd bajusz
talathat6. Gerince a részaranytalan farokuszo6 felsé részében folytatodik. Iszapturd életmédot
folytat (Prichard és Linsell, 1986; Wiesinger és Szabo, 1973).
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A lénai tok szerveiben mért kolinészteraz aktivitasokat és a fehérje tartalmat az 1. tiblizat

mutatja:
SPECIFIKUS SZOVETI FEHERJE
AKTIVITAS AKTIVITAS TARTALOM
mU/mg fehérje mU/mg nedves szbvet  mg/g nedves szdvet
AGY 183.2+10.6 47+04 256+1.3
SZiv 479+173 1.6+0.2 353+9.0
VAZIZOM 30.1+4.0 24+0.2 823+79
MAJ 29.5+3.5 1.0+0.1 342+53

1. tablazat Kolinészterazok AcTCh-I-dal mért aktivitasai és a fehérje tartalom lénai tok

szerveiben .
Megjegyzés: Az aktivitasok 6 halbdl szarmazé mérés atlagat (+ S.D.) tiikrozik. A kisérleti
koérilményeket lasd az "Anyagok és médszerek" cimii fejezetben.

A kolinészterazok specifikus aktivitisa - a vartnak megfeleléen - az agyban a legnagyobb.
Lényegesen kisebb aktivitas mérhetd a szivben, illetve a vazizomban. A majban mért specifikus
aktivitds mértéke gyakorlatilag megegyezik a vazizomban mérttel. Ugyanakkor nem annyira
szembetiindek a kulonbségek, ha az aktivitasokat egységnyi tomegii szévetre vonatkoztatjuk.
Erdekes, hogy a vazizomban nagyobb széveti aktivitas tapasztalhaté, mint a szivben.

A 2. tablazatban tintettik fel a kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos
megoszlasat a kiilonb6zé szervekben. Megallapithat6, hogy a lénai tok szdveteiben a tiokolin-
jodidok hidrolizisért elsdsorban az AChE felelés. BuChE aktivitds gyakorlatilag nem
detektalhato, hiszen specialis AChE gatldszer mellett BuTCh-I hidrolizis alig megy végbe. Ami
egyben azt is jelenti, hogy a gatloszer nélkiil mért BuTCh-I hidrolizisért is (az aspecifikus
hidrolazok mellett) elsdsorban az AChE tehetd felelossé. Igen érdekes a majban talalhat6
AChHE aktivitasa. Kezdetben azt gondoltuk, hogy a majban jelentés BuChE aktivitds mérheto,
hisz a gatloszerek jelenléte nélkiil kétszer akkora BuTCh-I hidrolizist mértiink, mint AcTCh-I
hidrolizist. Késobb azonban kiderult, hogy ez a BuTCh-I hidrolizis eltiinik, ha specifikus AChE
inhibitor mellett végezziik el a kisérletet. Ebbol egyértelmiien kideriil, hogy a majban detektalt
nagymérvii BuTCh-I hidrolizisért az AChE a felelGs.
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AcTCh-I BuTCh-I
AcTCh-1 BuTCh-I ’ >
' ' HIDROLIZIS HIDROLIZIS
Li HIDROLIZI
HIDROLIZIS OLIZIS 5 ey
= , ETHOPROPAZIN NEOSTIGMIN
GATLOSZEREK NELKUL GATLOSZEREK JELENLETEBEN
(%) (%)
AGY 648 +3.11 35.2:+3.11 99.6 + 0.23 0.4+0.23
SZIV 720+ 149 280+ 149 99.1+1.6 09+16
VAZIZOM 78.0+0.7 22.0+0.7 96.7+12 35512
MAJ 329+0.7 67.1+0.7 97.7+4.1 25y 4]

2. tablazat Kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos megoszlasa lénai tok
kiilonb6z6 szerveiben specifikus gatloszerek jelenlétében és hianyaban.

Megjegyzés: Az értékeket a két szubsztrattal mért aktivitasok osszegének széazalékaban
adtuk meg. Az értékek 4 halbol szarmazé mérés atlagat (= S.D.) tiikrozik. A
kisérleti koriilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.

v (umol S/min/mg protein)

0.020
OHeEsYS
0.010
0.005
- AcTCh-l -+ ProTCh-l * BuTCh-I '
0.000 — . | T )
0 0:5 1 1.5 2
(S] (mM)
3. abra A lénai tok maj AChE-nak Michaelis-Menten kinetikédja acetil-, propionil- és
butiriltiokolin-jodiddal.
Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.1 ml majbol készilt homogenat

feliluszoja +2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben (pH=7.2) oldva
+0.05 ml szubsztrat + 0.05 ml ethopropazin (10”° M)
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Mivel azonban a BuTCh-I hidrolizis nagyobb mérvii volt, mint a AcTCh-I hidrolizis, joggal
vetddik fel a kérdés: a lénai tokban taldlt AChE nagyobb sebességgel bontja az BuTCh-I-t,
mint az AcTCh-I-t? Ugy tiinik igen. Ezt kinetikai mérésekkel sikerilt igazolnunk. Mértiik a
reakciosebesség szubsztrat koncentracié fiiggését AcTCh-I-dal, ProTCh-I-dal és BuTCh-I-dal
is (3. abra). A Lineweaver-Burk-féle linearizalassal szamolt kinetikai adatokat a 3. tablazat

tartalmazza.

AcTCh-1 ProTCh-1 BuTCh-I
Vmax 0.00846 £ 0.00043 0.01565 £0.00011 0.01246 + 0.00043
K 0.02245 £ 0.00115 0.0753 £ 0.013 0.0754 £ 0.011

3. tablazat Lénai tok maj AChE-nak Viax és Ky értékei acetil-, propionol- és
butiriltiokolin-jodidra pmol S/min/ mg protein, illetve mM mértékegységben
kifejezve.

Megjegyzés: Az értékek 4 halbol szarmazé mérések atlagat (= S.D.) tiikrozik.

Az eredményekbdl latszik, hogy bar az enzimnek a harom szubsztrat koziil az AcTCh-I-hoz a
legnagyobb az affinitdsa (ezt mutatja a kisebb Ky érték), de kisebb sebességgel bontja azt. Bar
a legnagyobb sebességgel a ProTCh-I-t bontja az enzim, de szimunkra igazabol az a lényeges,
hogy a BuTCh-I-t is 1.5 -szer akkora sebességgel bontja az enzim, mint az AcTCh-I-t.

SO-OLDHATO FORMAK  DETERGENS-OLDHATO

(%) FORMAK (%)
AGY 219+47 78.1+4.7
Sziv 82.4+89 17.6+ 8.9
VAZIZOM 84.0+2.0 16.0+£2.0
MAJ 65.4+26 346+26

4. tablazat A so-oldhat6- és detergens-oldhaté forméak szazalékos megoszlasa lénai tok
kiilonboz6 szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket a teljes AChE aktivitas szazalékaban adtuk meg. Az értékek 6
halbol szarmazd mérés atlagat (= S.D.) tikrozik. A kisérleti korillményeket lasd
az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.
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A tok szerveiben talalhat6 AChE enzimekrdl elmondhaté, hogy foleg so-oldhatod - tehat a
sejtmembranhoz kevésbé rogziil6 - formakat tartalmaznak. Ez al6l kivételt képez az agy, ahol a
detergens-oldhaté - tehat a sejtmembrannal szoros kapcsolatot tarté - formak a dominansak (4.
tablazat). Bar a majban a s6-oldhatd formak a domindnsak, de kozel sem olyan mértékben,
mint az izom tipusi szovetekben. Ugyanis a majban a forméak tobb, mint egyharmadat a
detergens-oldhaté formak teszik ki.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 és/vagy A4 Al2
AGY 286+49 67.7+03 37+52
Sziv 243+24 66.6+1.7 9141
VAZIZOM - 100.0+ 0.0 -
MAJ 275430 522+06 20325

5. tablazat Az AChE enzim molekularis formainak megoszlasa lénai tok kiilonb6z6
szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket az Osszes molekularis forma szazalékaban adtuk meg. Az
értékek 4 halbol szarmazd mérés atlagat (= S.D.) tikrozik. A kisérleti
korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

Meglehetosen valtozatos képet mutat a molekularis formak mintazata (5. tablazat,
4. 4bra). Altalinossigban elmondhatd, hogy mindegyik szervben a G4/A4 forma a dominéns.
Ez kilonosen igaz a vazizomra, mely kizardlag ezt a format tartalmazza. Ugyanakkor a tobbi
szervben jelentds a G1 formak aranya is, hiszen ezen szervekben az AChE aktivitasok kézel
negyedét ez a forma adja. Szamottevd mennyiségli A12 forma talalhaté a majban, a szivben ez
az arany kevesebb. A12 formabol az agy tartalmazza a legkevesebbet, a molekularis formaknak
csak a 3.7 £ 5.2 %-at adja ez a forma.
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4. abra. AChE molekularis formék szedimentacios sebességi profilja Iénai tok szerveiben: A) agyban,

B) szivben, C) vazizomban és D) majban

Megjegyzés: A szovetmintdkat 12.5 mM nétrium foszfat pufferben (pH = 7.2; 1:4 aranyu
elegy) homogenizaltuk (Braun 853302/4 tipusu potter, 800-1000 min-!, 5 perc, 4 °C), amely
0.4 M NaCl-ot, 0.67 mg/ml EDTA-t és 0.5% Triton X-100-at tartalmazott. Centrifugalas utan
(16000 rpm, 45 perc, 4 °C, Heraeus Christ Cryofuge Nr. 8730) 200 pl feliiliszéban oldottuk
fel a marker enzimeket és a BSA-t, 5-20% szahardz gradiensre rétegeztiik, majd 160000 g-vel
16 6ran keresztiil 4 °C-on valasztottuk szét az egyes molekularis formakat (Sorval Ultra Pro
80 ultracentrifuga, TH 641 rotor, 36000 rpm). Minden frakcidban vizsgéaltuk a
kolinészterazok, a marker enzimek (B-galaktozidaz /EC 3.2.1.23/ 16.0S, katalaz /EC 1.11.1.6/
11.3S és alkalikus foszfataz /EC 3.1.3.1/ 6.1S/) aktivitasat és az osszfehérje mennyiséget
(BSA 4.3S). A molekularis formak aranyat igy hataroztuk meg, hogy az adott csucs teriiletét
viszonyitottuk az AChE gorbe alatti teljes teriilethez.
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5.1.2 Ponty (Cyprinus carpio) kolinerg enzimeinek jellemzése

Hazankban a legfontosabb €és legismertebb hal. A dis ndvényzetii, lassi folyasu folyokat és a
kisebb-nagyobb tavakat kedveli. Kiilonosen jol érzi magat ott, ahol iszapos a mederfenék,
mivel szivesen turkal a rovarlarvakbol, férgekbol allo taplaléka utan. Igen joOl tiri az alacsony
oxigén szintet (Prichard és Linsell, 1986; Wiesinger és Szabs, 1973). A szamos nemesitett

. formai kéziil mi az in. nemesitett tiikkorpontyot hasznaltuk kisérleteinkhez.

A ponty kilonbozd szerveiben mért kolinészteraz aktivitasokat az 6. tablazatban foglaltuk
Ossze. A tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy a AcTCh-I hidrolizis mértéke az agyban
igen magas. A szivben mért magas aktivitds j6! mutatja ezen szerv kolinerg beidegzésének
fontossagat. A vazizomban szintén elég magas aktivitdst mértiink, amiért elsGsorban a
neuromuscularis junkcioban talalhat6 enzimek a felel6sek. A legkisebb aktivitast - fiiggetleniil
attol, hogy azt specifikus vagy szoveti aktivitasban fejeztiik ki - a majban talaltuk.

Ugyanakkor a fehérje tartalom (6. tablazat) - a vartnak megfeleléen - az izomszévetekben
gazdag szervekben (sziv, vazizom) a legnagyobb, mig a majban és az agyban ezen értékek
kisebbek.

SPECIFIKUS SZOVETI FEHERIE

AKTIVITAS ~ AKTIVITAS TARTALOM

mU/mg fehérje mU/mg nedves szévet = mg/g nedves szévet
AGY 1361.2 + 189.7 23.5+2.7 17.3£09
SZiv 575.0 £ 36.3 148 +0.7 258+1.0
VAZIZOM 146.5+21.8 97+1.8 65.7+3.5
MAJ 126.5 +22.7 2.7+0.4 21.2+1.0

6. tablazat Kolinészterazok AcTCh-I-dal mért aktivitasai és a fehérje tartalom ponty

szerveiben
Megjegyzés: Az aktivitasok 6 halbdl szarmaz6 mérés atlagat (£ S.D.) tilkkrozik. A kisérleti
koriilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.
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AcTCh-I BuTCh-I
AcTCh-1 BuTCh-I 3 :
: : HIDROLIZIS HIDROLIZIS
HIDROLIZIS HIDROLIZIS 10° M 10% M
o , ETHOPROPAZIN NEOSTIGMIN
GATLOSZEREK NELKUL GATLOSZEREK JELENLETEBEN
(%) (%)
AGY 96.5+3.5 3.5+35 99.8+0.2 02+02
Sziv 923+28 7.7+28 98.6+0.9 14+09
VAZIZOM 904 +23 96+23 98.8+06 1.2+06
MAJ 91.4+3.5 8.6+3.5 93.9+6.7 6.1+6.7

7. tablazat Kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos megoszlasa ponty
kulonbozo6 szerveiben specifikus gatldszerek jelenlétében és hianyaban,

Megjegyzés: Az értékeket a két szubsztrattal mért aktivitdsok Osszegének szazalékaban
adtuk meg. Az értékek 4 halbol szarmazé mérés atlagat (£ S.D.) tikkrozik. A
kisérleti korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

A 7. tablazatbdl kitlinik, hogy a ponty szervei gyakorlatilag csak AChE-t tartalmaznak. A ma4j
kivételével - ahol a mért értékekbdl BuChE jelenlétét feltételezhetjilk - a BuChE aktivitasa
elhanyagolhat6. Sajnos azonban ezen kisérletsorozat nem ad egyértelmii valaszt a BuChE
jelenlétére a majban. Az sem zarhat6 ki, hogy ez a latszlagos BuChE aktivitds a majban
esetleg nagyobb aktivitassal rendelkezd egyéb észterazoktdl szarmazik. A BuChE jelenlétére
egyértelmii bizonyitékot az enzim szintézisért felelds génrdl irddd mRNS szolgaltatna.
Ugyanakkor a tablazat adatai jol szemléltetik, hogy a masik harom szervnél a gatldszer
jelenléte nélkiil mért BuTCh-I hidrolizis igazabol az AChE tartalomnak kdszénhetd, hiszen
specifikus AChE inhibitor mellett csak minimalis BuTCh-I aktivitas mérhetd.

A 8. tablazat so- illetve detergens-oldhato AChE formak eloszlasit mutatja kiilonbozd
szervekben szazalékban kifejezve. A ponty szerveiben talalhat6 AChE enzimekr6l elmondhato,
hogy foleg s6-oldhato formakat tartalmaznak. Ez aldl kivételt képez az agy, ahol a detergens-
oldhaté forméak a dominansak. Erdemes azért megjegyezni, hogy a so-oldhaté formak aranya a
sziv-vazizom-maj sorrendben fokozatosan csokken. Mig a szivben a detergens-oldhaté formak
csak az egynyolcadat teszik ki az Gsszes formanak, addig a vazizomszévetben mar az
egynegyedét és végiil a majban kozel az egyharmadat adjak ezen formak az osszes formaknak.
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SO-OLDHATO FORMAK  DETERGENS-OLDHATO

(%) FORMAK (%)
AGY 175+1.2 825+12
Sziv 88.0+2.0 12.0+2.0
- VAZIZOM 71.7+3.8 28.3 +3.8
MAJ 69.3+3.0 30.7+3.0

8. tablazat A s6-oldhat6- és detergens-oldhaté formék szazalékos megoszlasa a ponty
kiilonb6z6 szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket a teljes AChE aktivitas szazalékaban adtuk meg. Az értékek 6
halbdl szarmaz6 mérés atlagat (+ S.D.) tikkrozik. A kisérleti koriilményeket lasd
az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 és/vagy A4 Al2
AGY 7.1+4.4 83.7+5.9 92+38
SZiv - 42.0+2.0 580+25
VAZIZOM - 84.5+27 15.5+3.6
MAJ 123+3.1 773+45 104 +3.7

9. téblazat Az AChE enzim molekuléris formainak megoszlasa a ponty kiilonb6zd
szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket az Osszes molekularis forma szazalékaban adtuk meg. Az
értékek 4 halbdl szarmazé mérés atlagat (£ S.D.) tikrozik. A kisérleti
korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

A molekularis formamintazatrél elmondhatd, hogy a ponty szerveiben elsésorban a G4/A4
formak a dominansak (9. tablazat, 5. abra). Ez alol kivételt képez a sziv, melyben - ha nem is
nagy mértékben - t6bb A12 forma talalhatd, mint A4/G4. Az agyban és a majban a két emlitett
forma mellett még a legkisebb G1 forma is kimutathatd, ugyanakkor az izomtipusu
szovetekben ezt a format nem sikeriilt kimutatni.
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5. abra

Megjegyzés:
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A) agyban, B) szivben, C) vazizomban és D) majban

AChE molekularis formak szedimentacios sebességi profilja ponty szerveiben:

A kisérleti korilményeket lasd az “Anyagok és modszerek™ cimi fejezetben
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5.1.3 Fehér busa (Hypophthalmichthys molitrix) kolinerg enzimeinek jellemzése

Hazankba - az amurral (Ctenopharyngodon idella) egyitt - Kinabdl telepitették be, hogy
megakadalyozza tavaink elalgasodasat. Kiilsére egyetlen hazai halunkhoz sem hasonlit, mert
szemei rendkiviil alacsony fekvésiiek. N6vényevo, bar az ivadékok kezdetben planktonrakokat
és kerekesférgeket fogyasztanak (Prichard és Linsell, 1986; Wiesinger és Szabd, 1973).

A busa kiilonbozd szerveiben mért kolinészteraz aktivitasokat a 10. tablazatban foglaltuk
ossze. A tablazatbol adatai szerint az aktivitasok az agyban - a t6bbi $zervhez viszonyitva -
kiemelkedben magas. Sorrendben a két izomtipust szovet kovetkezik. Specifikus aktivitasban
jelentds kiilonbség mutatkozik a két szerv kozott. A szivben lényegesen magasabb aktivitast
mértiink, mint a vazizomban. Ugyanakkor ez a kiilénbség nem mutatkozik meg a szoveti
aktivitds szintjén. A specifikus aktivitisban megmutatkozé kiilonbség elsddleges oka a vazizom
- szivizomhoz viszonyitott - magas fehérje tartalma. A legkisebb aktivitasokat e hal esetében is
a majban mértiik.

SPECIFIKUS SZOVETI AKTIVITAS FEHERIE

AKTIVITAS TARTALOM

mU/mg fehérje mU/mg nedves szovet mg/g nedves szovet
AGY 393.9+ 153.0 15.3+7.0 38.0+2.1
Sziv 136.9+8.9 75+13 543+7.0
VAZIZOM 752+ 8.0 72+21 96.5+3.2
MA]J 253+19 1.8+0.1 717+ 1.4

10. tablazat Kolinészterazok AcTCh-I-dal mért aktivitasai €s a fehérje tartalom fehér busa

szerveiben
Megjegyzés:. Az aktivitasok 6 halbol szarmaz6 mérés atlagat (+ S.D.) tiikkrozik. A kisérleti
korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

A 11. tablazatbdl kitiinik, hogy a ponty szerveihez hasonloan a busa szervei is gyakorlatilag
csak AChE-t tartalmaznak, a BuChE aktivitasa elhanyagolhatd. A maéjban mért 6%-os
latszolagos BuChE aktivitasra ugyanaz a magyarazat adhatd, mint amit a ponty estén mar
megemlitettiink. A masik harom szervben a gatloszer jelenléte nélkill mért BuTCh-I hidrolizis
igazabol ezen a halfajban is az AChE tartalomnak k&szoénhetd, hiszen specifikus AChE
inhibitor mellett csak minimalis BuTCh-I aktivitds mérheto.
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AcTCh-I BuTCh-I
AcTCh-I BuTCh-I 3 3

; , HIDROLIZIS HIDROLIZIS
HIDROLIZIS HIDROLIZIS 10° mM 10* mM

o o ETHOPROPAZIN NEOSTIGMIN

GATLOSZEREK NELKUL GATLOSZEREK JELENLETEBEN

(%) (%)

AGY 99.1+0.2 0902 999+ 0.1 0.1+0.1
Sziv 94405 5605 99.3.+0.3 07+03
VAZIZOM 66.7+3.1 33.3+3.1 98.6+0.8 14+08
MAJ 722+£22 278+22 93.8+1.8 62+18

11. tablazat Kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos megoszlasa fehér busa
kiilonb6z0 szerveiben specifikus gatloszerek jelenlétében és hianyaban.

Megjegyzés: Az értékeket a két szubsztrattal mért aktivitasok Osszegének szazalékaban
adtuk meg. Az értékek 4 halbdl szairmazé mérés atlagat (£ S.D.) tikrozik. A
kisérleti konilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

A fehér busa szerveiben talalhatd AChE enzim so- illetve detergens-oldhaté formainak
eloszlasat a 12. tablazat mutatja.

SO-OLDHATO FORMAK  DETERGENS-OLDHATO

(%) FORMAK (%)
AGY 29.6 +4.1 704+4.1
Sziv 70.6 £2.5 294425
VAZIZOM 58.7+0.4 413404
MAT 488+33 512433

12. tablazat A s6-oldhato- €s detergens-oldhato formak szazalékos megoszlasa fehér busa
kiilonboz6 szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket a teljes AChE aktivitas szazalékdban adtuk meg. Az értékek 6
halbél szarmazé mérés atlagat (+ S.D.) tikrozik. A kisérleti korilményeket
lasd az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.
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A fehér busa szerveiben talalhatd AChE enzimekrdl elmondhat6, hogy mig az agy féleg
detergens-oldhat6 formakat tartalmaz, addig a sziv-, illetve a vazizom szévetekben elsdsorban
a s6-oldhaté formak dominalnak. Mig ez a dominancia egyértelmii a sziv esetében, addig ez
kevésbé érvényes a vazizomra, ahol a detergens-oldhat6 formak ardnya meghaladja a 40%-ot.
A majban a két kiilonb6z6 oldékonysagu formak aranya gyakorlatilag megegyezik.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 és/vagy A4 Al2
AGY 49+69 95.1+6.9 -
SZiv - 100.0+ 0.0 -
VAZIZOM - 100.0 + 0.0 -
MAJ 81+115 91.9+10.5 -

13. tablazat Az AChE enzim molekularis formainak megoszlasa a fehér busa kilonb6z6
szerveiben.

Megjegyzés: Az értékeket az osszes molekularis forma szazalékaban adtuk meg. Az értékek
4 halbdl szarmazé mérés atlagat (= S.D.) tikrozik. A kisérleti koérilményeket
lasd az "Anyagok és modszerek" cimi fejezetben.

Analizalva a 13. tablazat értékeit és a 6. abra grafikonjait szembe tiinik a G4/A4 formak
abszolut dominancidja. A két izom tipusa szovet kizarolag csak ezeket a formakat tartalmazza.
Az agyban és majban - kis mértékben ugyan -, de a legkisebb formak, a Gl formak is
elkiilonithetoek. Ugyanakkor a legosszetettebb Al2 format egyik szervben sem sikeriilt
detektalnunk, ami merében szokatlan jelenség.
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AChE molekularis formak szedimentacios sebességi profilja fehér busa
szerveiben: A) agyban, B) szivben, C) vazizomban és D) majban
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6. abra
Megjegyzés:

A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek” cimi fejezetben
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5.1.4 Az angolna (Anguilla anguilla) kolinerg enzimeinek jellemzése

Az egyik legérdekesebb életmddi halfajként tartja szdmon a szakirodalom. Az angolnék az
Atlanti 6cedn nyuga.ti( medencéjébén, a ‘Sargasso tengerben ivnak. Innen kezdik meg az
ivadékok hosszii, 3-4 évig tarté vandorlasukat az eurdpai partok felé. Vandorlasuk soran
jelentds, tobb stadiumbol allé morfoldgiai valtozason mennek at. Elérve az eurGpai partokat,
megindulnak a folyokon felfelé. Herman Otté mar a mult szazadban leirta ezt a halfajt a
Balatonban. Mivel a Balatonnak akkor sem volt kozvetlen vizfolyasi kapcsolata az Atlanti
Oceannal, ezért nagy valoszinliséggel a vizeket elhagyva nyirkos, séaros, fiives talajon
tekergbzve juttottak el a Balatonig. A jelenlegi allomanyokat azonban természetesen ugy
telepitették be a hazai tavakba, holtagakba. A tavakban, folyokban €16 angolnak
rovarlarvakkal, halivadékokkal taplalkoznak. Az ivaréretté valas soran az angolnak szervezete
jelentdsen megvaltozik, mintegy felkésziilnek a hosszii visszaitra az Gcednon keresztil a
Sargasso tengerig (Prichard és Linsell, 1986; Wiesinger és Szabo, 1973).

Az angolna szerveiben mért kolinészterdz aktivitasok és fehérje tartalmanak értékeit a 14.
tablazat mutatja be.

SPECIFIKUS SZOVETI AKTIVITAS FEHERIE

AKTIVITAS TARTALOM

mU/mg fehérje mU/mg nedves szovet mg/g nedves szovet
AGY 308.8 £22.7 10.6 +1.0 347448
SzZiv 81.0+4.3 41+02 51.0+13
VAZIZOM 1437+ 18.7 95+15 65.7+3.3
MAJ 373+84 20+1.7 46.0+25

14. tablazat Kolinészterazok AcTCh-I-dal mért aktivitasai és fehérje tartalom angolna

szerveiben.
Megjegyzés. Az aktivitasok 6 halbol szarmazo mérés atlagat (= S.D.) tikkrozik. A kisérleti
korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek” cimii fejezetben.

Az angolnak esetében is az agy AcTCh-I hidrolizis aktivitasa a legnagyobb a vizsgalt szervek
koziil, fuggetlentil attol, hogy specifikus vagy szoveti aktivitast szamolunk. Ugyanakkor a
masodik legnagyobb aktivitast a vazizomban tapasztaltuk. Itt a szoveti aktivitas jelentGsen
megkozeliti az agyét. Ez nem meglepsd, ha meggondoljuk, hogy az angolna testtémegének
90%-at a vazizom adja. A vazizomszovet beidegzése meglehetdsen specifikus az angolna
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esetében. Igen jelentOs szerepet jatszanak a gerincdiicokbdl kiinduld és oda visszatérd afferens
és efferens rostok. Ezt igazolja az a csak angolnaknal tapasztalt jelenség, hogy az allatot
dekapitalva a torzs-még sokaig képes a tekerg6z® mozgast fenntartani. Lényegesen kisebb
aktivitdst mértiink a szivben, bar a mért aktivitas itt is reprezentdlja a kolinerg beidegzés
jelentOségeét.

' AcTCh-I BuTCh-I
AcTCh-I BuTCh-I } 3

: : HIDROLIZIS HIDROLIZIS
HIDROLIZIS HIDROLIZIS 10° mM 10° mM

o , ETHOPROPAZIN NEOSTIGMIN

GATLOSZEREK NELKUL GATLOSZEREK JELENLETEBEN

(%) (%)

AGY 96.5+3.9 35+39 99.8+0.2 02+02
SZiv 923+2.8 77428 98.7+0.9 13+09
VAZIZOM 90.4+23 96+23 98.8+0.6 12+06
MAJ 882+ 175 11.8+75 96.7+ 1.4 33+14

15. tablazat Kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos megoszlasa angolna
kiilonbozo szerveiben specifikus gatloszerek jelenlétében és hianyaban.

Megjegyzés. Az értékeket a két szubsztrattal mért aktivitasok Osszegének szazalékaban
adtuk meg. Az értékek 4 halbol szarmazé mérés atlagat (£ S.D.) tikrozik. A
kisérleti korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

A 15. tablazat adatai szerint az angolna szerveiben BuChE, vagy szamottev$ aspecifikus
észteraz aktivitassal gyakorlatilag nem szamottevd. igy tehit nyugodt szivvel kijelenthetjiik,
hogy a 14. tablazatban szereplé aktivitas adatok els6sorban a valés AChE aktivitasoknak
felelnek meg, mas enzimek aktivitas értékeit nem tartalmazzak.

Az angolna szerveiben talalhatd AChE enzim so- illetve detergens-oldhatd formainak
megoszlasat a 16. tablazat szemlélteti.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az angolna szervei a detergens-oldhat6 AChE formakbol
tartalmaznak t6bbet. Ez kiilondsen igaz az agyra, ahol ezen formak aranya meghaladja a 82%-
ot. Bar kisebb mértékben, de a vazizomban is a detergens formak aranya a nagyobb.
Ugyanakkor a majban a nevezett formak aranya nem sokkal haladja meg az 50%-ot, tehat
dominanciar6l ebben az esetben nem beszélhetiink. A szivben, az eddig taglalt szervekkel
ellentétben, némileg tobb so-oldhaté forma talalhatd, mint detergens-oldhatd. Ez a kiilonbség
azonban nem igazan jelentds.
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SO-OLDHATO FORMAK

DETERGENS-OLDHATO

(%) FORMAK (%)
AGY 178+ 09 8224009
SZiv 53.3+89 467+ 89
VAZIZOM 35.6+0.7 64.4+07
MAJ 442+6.5 558+65

16. tablazat A s6-oldbhaté- és detergens-oldhaté formak szazalékos megoszlasa az angolna

Megjegyzés:

kilonbozd szerveiben.
Az értékeket a teljes AChE aktivitas szazalékab.

an adtuk meg. Az értékek 6

halbél szarmazo mérés atlagat (+ S.D.) tikrozik. A kisérleti koriilményeket

lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 és/vagy A4 Al12
AGY 51+72 673+ 148 276+7.6
SZIV 46+23 67.8+0.7 276+ 1.6
VAZIZOM - 96.1+5.6 39+56

17. tablazat.

Megjegyzés:

Az AChE enzim molekularis formainak megoszlasa az angolna kiilénb6zo

szerveiben.

Az értékeket az 6sszes molekularis forma szazalékaban adtuk meg. Az értékek
4 halbdl szarmazé mérés atlagat (+ S.D.) tikrozik. A kisérleti koriilményeket

lasd az "Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

Az elkilonithetd formék kozil az angolna szervei tilnyomé tobbségben a G4/A4 format
tartalmazzak (17. tablazat és 7. abra). E mellett azonban jelentds mennyiségii A12 forma is
megfigyelhetd. Az agyban és a szivben e forma teszi ki az 6sszes forma tobb, mint a negyedét.
A vazizomban, bar jelen van az A12 forma, de meglehetdsen kis mennyiségben. Az agyban és a
szivben - kis mennyiségben ugyan -, de G1 format is sikeriilt kimutatnunk. Sajnos a majban az
AChE térfogati aktivitasa nem volt elegend0 ahhoz, hogy a molekularis formakat a szachar6z
gradiensen ultracentrifugalassal tortént elvalasztassal detektalni tudjuk.
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5.1.5 A les6harcsa (Silurus glanis) kolinerg enzimeinek jellemzése

Hazank Oshonos ragadozoé halfaja. Vizeink legnagyobb testii hala (nem szimitva az elvétve a
Dunin feltévedd vizikat). Nem ritkak a két méteres, 60-80 kg-os példanyok sem. Lassi
folyasu folyokat, iszapos fenekii tavakat kedveli. Ejszakai ragadozd, halakat, békakat és
ebihalakat, alkalom adtén kis viziemlOsoket is elnyel (Prichard és Linsell, 1986; Wiesinger €s
Szabo, 1973).

A lesbharcsa kiilonboz6 szerveiben mért kolinészteraz aktivitasokat a 18. tablazatban foglaltuk
ossze.

SPECIFIKUS SZOVETI AKTIVITAS FEHERJE

AKTIVITAS TARTALOM

mU/mg fehérje mU/mg nedves szovet mg/g nedves sz6vet
AGY 467.8 +36.2 21.6+2.9 45.9+2.9
SzZiv 262+7.5 1203 55.8+2.0
VAZIZOM 149.0 +31.4 11426 89.1+8.9
MAJ 646+ 13.4 45+05 71.1+14

18. tablazat Kolinészterazok AcTCh-I-dal mért aktivitasai és a fehérje tartalom les6harcsa

szerveiben.
Megjegyzés: Az aktivitasok 6 halbdl szarmazé mérés atlagat (= S.D.) tukrozik. A kisérleti
koriilményeket lasd az "Anyagok és modszerek” cimii fejezetben.

A lesGharcsa esetében is az agy AcTCh-I hidrolizis sebessége jelentosen meghaladja a t6bbi
szervben mért értékeket. Szamottevod aktivitast lehetett detektalni a vazizomban. JelentGsen
kisebb aktivitas mérhet a majban. A szivben mért alacsony aktivitas igen meglepd, hisz eddigi
tapasztalataink szerint altalaban a sziv viszonylag magas AcTCh-I hidrolitikus aktivitassal
rendelkezik, amit a kolinerg beidegzés magyaraz.
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AChTCh-I BuTCh-I AcTCh-I BuTCh-I

: . HIDROLIZIS HIDROLIZIS
HIDROLIZIS HIDROLIZIS 10° mM 10° mM
o , ETHOPROPAZIN NEOSTIGMIN
GATLOSZEREK NELKUL GATLOSZEREK JELENLETEBEN
(%) (%)
AGY 98.3 +0.6 1.7+06 998 +0.11 0.2+0.11
Sziv 605+32 395+32 76937 23.1+3.7
VAZIZOM 93.1+27 6.9+27 98409 1.6+0.9
MAJ 925+25 75+25 98.0+0.7 20+£0.7

19. tablazat Kolinészterazok specifikus aktivitasainak szazalékos megoszlasa a les6-harcsa
kiilonbo6zo szerveiben specifikus gatloszerek jelenlétében és hianyaban.

Megjegyzés: Az értékeket a két szubsztrattal mért aktivitasok Osszegének szazalékaban
adtuk meg. Az értékek 4 halbol szarmazd mérés atlagat (= S.D.) tiikkrozik. A
kisérleti koriilményeket lasd az "Anyagok és modszerek” cimii fejezetben.

A 19. tablazat adatai szerint a lesOharcsa szerveiben - a sziv kivételével - gyakorlatilag csak
AChE talalhat6. Az AChE gatloszer jelenlétében mért minimalis BuTCh-I hidrolizis nagy
valosziniiséggel az AChE szivargd aktivitasanak koszonhetd. igy az el6zd tablazatban
feltiintetett aktivitasok - a sziv kivételével - kizarolagosan az AChE-nak tulajdonithatok. Mas a
helyzet azonban a szivben. Méréseink alapjan gy tlinik, hogy az AChE mellett jelentés BuChE
aktivitassal is szamolni kell, mivel nem val6szini, hogy ilyen magas aranyban aspecifikus
észterazok lennének jelen a szivben. Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy a két gatloszer
egylittes jelenlétében nem tapasztaltunk BuTCh-I hidrolizist. Mindenesetre érdekes, hogy az
eddig vizsgalt halakfajok szerveiben egyediil itt talalunk jelentds mértékii BuChE aktivitasra
utaloé nyomokat.

A les6harcsa szerveiben talalhatd AChE enzimekrdl elmondhaté, hogy szervenként eltérd
aranyban tartalmazzak a so-, illetve detergens-oldhat6 formakat (20. tablazat). Az agyban és a
majban a detergens-oldhaté formak a dominansak. Mindkét szervben a detergens-oldhatd
formak adjak az 6sszes forma haromnegyedét. A vazizomban némileg a sé-oldhaté formakbél
van tobb, mig a szivben a kiilonb6z6 oldhatésagu formak aranya gyakorlatilag megegyezik.
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SO-OLDHATO FORMAK  DETERGENS-OLDHATO

(%) ' FORMAK (%)
AGY 251+£29 749429
SzZiv 487423 513£23
VAZIZOM 542+47 458+4.7
MAJ 23.1+13 769+13

20. tablazat A sé6-oldhat6- és detergens-oldhaté formak szazalékos megoszlasa a
les6harcsa kiillonb6z0 szerveiben.

Megjegyzés:. Az értékeket a teljes AChE aktivitas szazalékaban adtuk meg. Az értékek 6
halb6l szarmaz6 mérés atlagat (£ S.D.) tikrozik. A kisérleti koriilményeket
lasd az "Anyagok és modszerek” cimi fejezetben.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 és/vagy A4 Al2
AGY - 813+1.5 18.7+1.5
SZiv - 773+4.0 227+ 4.0
VAZIZOM - - 100.0 +0.0
MAJ - 100.0 £ 0.0 -

21. tablazat Az AChE enzim molekularis formainak megoszlasa a leséharcsa kiilonbdz6
szerveiben.

Megjegyzés:. Az értékeket az Osszes molekularis forma szazalékaban adtuk meg. Az értékek
4 halb6l szarmazé mérés atlagat (+ S.D.) tikrozik. A kisérleti koriilményeket
lasd az "Anyagok és mddszerek" cimii fejezetben.

A molekularis forma mintazatot vizsgalva meglepd eredményt kaptunk: a lesbGharcsa egyik
szervében sem sikeriilt kimutatni az AChE magasabb asszocialtsagu formainak alapjaul
szolgalo G1 format (21. tablazat és 8. abra). Ugyanakkor a tobbi magasabb asszocialtsag
forma igen magas aranyban képviselteti magat. A majban a G4/A4 forma, mig a vazizomban az
A12 forma az egyeduralkodo, de a sziv és az agy is jelentds mértékben tartalmazza mindkét
format.
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5.1.6 Osszehasonlito értékelés

Ezen fejezeten belil 6t hazai halfaj kolinerg enzimeit jellemeztiik. Vizsgaltuk aktivitasukat,
megoszlasukat, molekularis formajuk mintdzatat kilonbozd szervekben. A halfajok
kivalasztasanal a kiilonb6zo életmdd és az eltérd evolucios fejlettség volt a mérvado.
Megallapithatd, hogy az ot halfaj koziil a ponty szerveiben detektaltuk a legnagyobb
aktivitasokat. Ez alol kivételt képez a vazizom, ugyanis a harcsa vazizmaban mért aktivitasok
némileg felilmuljak a pontyét. A legkisebb aktivitasokat az evoluciosan legfejletlenebb lénai
tok szoveteiben mértiikk. Természetesen mind az 6t halfajnal az agyban talaltuk a legnagyobb
aktivitast, bar ezek az aktivitasok meglehetdsen kilonbozbek voltak a halfajokban, mint ahogy
azt mar masok is megfigyelték (Gant és mtsai, 1984; Bocquene és mtsai, 1990; Szab6 és mtsai,
1991). Harom esetben (lénai tok, ponty €s busa) a szivben mértiik a masodik legnagyobb
aktivitast, mely jol jelzi e szerv kolinerg beidegzésének fontossagat. Ugyanis a szivfrekvencia
és a pitvari 6sszehiizodas er6ssége a kolinerg vagus egy kardialis aganak kontrollja alatt all
(Laurent és mtsai, 1983). Ugyanakkor a harcsa és az angolna vazizmaban magasabb aktivitast
mértiink, mint a szivben. Talan ez 6sszefiiggésbe hozhat6 életmddjukkal. E két halfaj altalaban
ragadozo é€letmodot folytat, ezért sziikségiik van arra, hogy tamadaskor hirtelen gyors
helyzetvaltoztaté mozgast végezzenek, amihez nagy és sszehangolt izomerd sziikséges. Ez
pedig nem képzelhet6 el magas mérvii idegi aktivitas nélkil. Ugyanakkor a masik harom halfaj
egyedei novényevo, iszapturé életmodot folytatnak, tehat szervezetik az alland6, de lassa
mozgasra van bere'ndezkedve, ami nem igényel nagy mérvii idegi szabalyozast. A legkisebb
aktivitds - a harcsa kivételével - a majban talalhatd, ami nem meglepd. Ugyanakkor arra is
talalunk példat a szakirodalomban, hogy a majban mért aktivitis meghaladja a szivben mértet
(Gant és mtsai, 1984), mint példaul az altalunk tanulmanyozott harcsa esetében.

A kolinerg enzimek mindségének megallapitasara tett kisérleteink eredményeib6l
megallapithato, hogy a vizsgalt halfajok szerveiben csak AChE talalhaté. Ez az eredmény
egyébként jol 6sszecseng a szakirodalomban olvashaté altalanos nézettel, mely szerint a halak
szervei altalaban nem tartalmaznak BuChE-t (Szabo és mtsai, 1991). Ez alo6l talan a les6harcsa
szive lehet a kivétel, ahol BuChE jelenlétére utalo jeleket talaltunk.

A s6- és detergens-oldhatd formakrol meglehetdsen nehéz altalanos konkliziét levonni, hisz
meglehetdsen valtozatos képet mutatnak az 6t halfaj szervei. Altalanossagban azért
elmondhat6, hogy mind az 6t halfaj agyaban a detergens-oldhaté formak vannak talsulyban,
ami 6sszhangban van a szakirodalomban talalhat6 adatokkal (Rakonczay és mtsai, 1981). A
1énai tok, ponty és a fehér busa szivében a s6-oldhaté formakbol talalunk tobbet, mig a két
ragadozo halfaj szivében a két kulonboz6 oldhatdsagi formak aranya nagyjabol megegyezik. A
vizsgalt halfajbk vazizmaban - az angolna kivételével - szintén a s6-oldhaté formak vannak
tulstlyban, igaz a harcsa esetében e formak aranya nem sokkal mulja feliil a detergens-oldhato
formak aranyat. Ezen eredményeink hitelességét tamasztja ala az a tény is, hogy masok is
hasonlé konklazidra jutottak mas fajokon végzett kisérletek eredményeibdl (Massoulié és Bon,
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1982; Guillon és Massoulié, 1976). A maj altalaban szintén a s6-oldhat6 formakbol tartaimaz
tobbet. Ez kifejezetten igaz a lénai tok és a ponty esetére. A busa majaban egyenl6é aranyban
talalhatd a két forma. A két ragadoz6 halfaj esetében a majban is a detergens-oldhato
formakbol van némileg t6bb.

A molekularis formakat elemezve megallapithatjuk, hogy a szervek tiilnyomé tobbsége a
G4/A4 formabol tartalmaz a legtobbet. Ugyanakkor az is figyelemre méltd, hogy a harcsaban
G1 format, mig a busaban A12 format nem talaltunk. Viszont kifejezetten sok Gl format
tartalmaznak a 1énai tok szervei.

Megillapithato, hogy a lénai tok agyaban a G4/A4 forma mellett jelentds mennyiségben
szerepel G1 forma is. Ezzel szemben ezen forma arinya nem szimottevd az angolna és a
harcsa esetében, ahol inkabb az A12 forma jelentdségét kell hangsulyoznunk. Ez az eredmény
ellentmondésban all Nyquist-Battie és mtsai (1989) emldsoknél kapott eredményeivel, mely
szerint az agybodl teljesen hianyzik az A12 forma. Ugyanakkor masok is beszamoltak arrol,
hogy a filogenetikailag fejletlenebb allatoknal, mint példaul a halaknal magas aranyban talalunk
asszimetrikus forméat (Massoulié és Bon, 1982; Chatonnet és Lockridge, 1989; Nemcsok és
mtsai, 1990).

Vizsgalva a kilonboz6 halfajok szivében talalhato AChE molekularis formainak eloszlasat,
megéllapithatjuk, hogy itt is tilnyomé6 tobbségben a G4/A4 formék vannak talsilyban. Ez
kilonosen igaz a busa szivére, mely kizarolag csak ezt a format tartalmazza. Ugyanakkor a
ponty szive mégsem ebbdl a formabol tartalmaz a legtobbet, hanem az A12 formabdl. Ez nem
meglepo, ha figyelembe vesszitk azt, hogy az asszimetrikus formak eléfordulasa elsésorban az
izomtipusi szovetekben varhat6 (Massoulié és Bon 1982, Chatonnet és Lockridge 1989). A
két ragadoz6 halfaj, az angolna és a harcsa szivében a G4/A4 mellett jelentds mennyiségii A12
format talalunk. Ezzel szemben a lénai tok szivében a G1 forma aranya jelentds.

MeglehetOsen vegyes képet mutat a vazizom AChE formamintazata. Mig a busa és a lénai tok
vazizmaban csak A4/G4 formdkat talalunk, addig a harcsa izmaban csak Al2 format. Az
angolna és ponty vazizmaban mindkét forma eldfordul. Az angolna esetében kevesebb az A12
forma aranya, a ponty esetében tobb. Az Al2 formak ilyen magas aranya alatimasztja
Massoulié és Bon (1982) azon elméletét, mely szerint ezen formak lennének a funkcionald
formak a neuromuscularis junkcidkban.

A majnal viszonylag egységesebb a kép, dominans forma a G4/A4. Mig busa majaban emellett
csak G1 format talalunk, addig a lénai tok és a ponty maja A12 format is tartalmaz.
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5.2 A deltamethrin halakra gyakorolt hatasainak vizsgalata

5.2.1 A DM AChE gatlasanak kinetikaja

5.2.1.1 A DM AChE gatlasanak kinetikaja ponty agyban

Ezen kisérletek célja az volt, hogy meghatarozzuk a DM AChE gatlasanak mértékét,
idofuiggését, koncentracio fuggését, a gatlas tipusat, és az Gn. gatlasi allandét. Az AChE
forrasa ebben az esetben a ponty agya volt, mivel ebben a szervben megfeleléen magas ezen
enzim aktivitasa ahhoz, hogy az in vitro gatlasi kinetikakat felvegytik.

Az id6fliggés meghatarozasakor arra voltunk kivancsiak, hogy a DM hany perc alatt éri el
maximalis gatlasat. Eredményeinket a 9. abra mutatja.

v (umol AThCh-I/min/mg proteln)
1 —
ﬁ)

0.09

0.08
vy
0.07 i =0
O
R ER
.06
0.0 4
O |
0.06 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
9. abra A DM AChE gatlasanak idofiiggése 10 és 20 pM koncentraciéban

Megjegyzés: A reakcioelegy a kovetkez6 volt: 0.01 ml agybol késziilt homogenat feliiluszoja + 2.00 ml
0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben (pH=7.2) oldva + 0.44 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I
(2 mM).

Az abrardl leolvashato, hogy a DM igen gyorsan kifejti maximalis gatlé hatasat. A 10 uM-os
koncentracié esetén mar 5 perc utan jelent0s a gatlas. Nagyobb koncentracié (20 uM-os)
esetén tobb idore volt sziikség, a maximalis gatlas 20 perc utan alakul ki.

A koncentraciofliggés megallapitasara iranyulo kisérletsorozat arrél ad felvilagositast, hogy a
kiilonb6zo in vitro DM koncentraciokhoz milyen gatlasi szazalék rendelhetd.

A 10. abrabdl megallapithato, hogy mar 10 pM-os DM koncentracio is 17%-o0s , a 40 pM-os
koncentracio mar 42%-os, a 88 uM-os koncentracio pedig 61%-o0s gatlast okoz. Mindezekbdl
megallapithato, hogy bar a DM nem specifikus AChE inhibitor, de igen jelentés AChE gatlo
hatassal rendelkezik.
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v (umol AThCh-I/min/mg protsin)
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10. abra A DM AChE gatlasanak koncentrécio fiiggése

Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.01 ml agybol késziilt homogenat feliiluszéja + 2.00 ml
0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben (pH=7.2) oldva + 0.44 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I
(2 mM). Inkubécios id6: 10 perc

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

0:08
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A Kontroll € 10 uM DM = 20 uM DM
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[S] (MM AThCh-I)
11. dbra Az agy AChE Michaelis-Menten kinetikaja gatloszer nélkiil, illetve 10 uM és 20 uM koncentracioja
DM esetén

Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezo volt: 0.01 ml agybol késziilt homogenat feluliszoja + 2.00 ml
0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben (pH=7.2) oldva + 0.44 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I
(2 mM). Inkubécioés 1d6: 10 perc

A gatlasi tipus meghatarozasa kozelebbi informaciot tud nyujtani az enzimgatlas
mechanizmusardl. A gatlas tipusanak meghatarozasahoz el6szér a Michaelis-Menten kinetikat
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vettik fel (11. abra). A kapott gorbék Lineweaver-Burk (12. abra) illetve a Hanes-féle
linearizalasa utan megallapithato, hogy a gatlas tipusa vegyes (Knj(kont.)= 0.0910 mM;
KM(10 pM) = 0.0955 mM; Kng20 pwmy = 0.09686 mM; viyax(kont.) = 0.067; Vmax(10 uM)
= 0.053; Vmax(20 uM) = 0.040 [umol AcTCh-I/perc/mg protein]). Ez az eredmény jo
osszhangban van azzal az irodalmi adattal, hogy a piretroidok (koztilk a DM is) nem specifikus
gatloszerei az AChE-nak, bar van AChE gatl6 hatasuk is (Reddy és mtsai, 1991).

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

600
—A- Kontroll O
6007 == 10 uM DM
- 20 uM DM
400 A
300
200
100
=400 T T = T T T 1
-100 -60 0 60 100 160 200 260
1/[8] (1/mM)

12. abra  Lineweaver-Burk-féle linearizalas

A gatlasi alland6 (Ky) meghatarozasahoz két modszer is hasznalhat6. Az elsé abbol all, hogy a
koncentracio fliggésnél mért értékek %-at logaritmizaljuk és meghatarozzuk az 1.7-es értékhez
tartozo koncentraciot. Ez a koncentracié adja a Ky értéket. Ennek a modszernek igen nagy
hatranya a pontatlansaga (Moretto és Johnson, 1987): a K| konnyen ala vagy folé becsiilhetd.
Ezért valasztottuk a masik modszert, a Dixon-féle meghatarozast (13. abra). A Kj érték
15.6 uM-nak adodott. Ez azt jelenti, hogy a 15.6 uM-os DM koncentracio okoz 50%-o0s
ACHhE gatlast. Tehat a DM j6 gatloszere az AChE-nak.

Kisérleteink eredményeit Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a DM meglehetésen jo
inhibitora az AChE-nak. Hatasat gyorsan kifejti, kisebb koncentracié (10 pM) mellett mar 10
perc utan eléri a maximalis gatlasi hatékonysagat. 15.6 uM-os koncentracid mellett 50%-0s
gatlas érhet0 el, de ez tovabb fokozhaté a koncentracid novelésével, bar a gatlas mértéke a
koncentracio novekedésével nem linearis. A gatlas tipusa vegyes, ami arra utal, hogy a DM
nem kozvetlenil (pl. az enzim aktiv centruman kivil kotodve) befolyasolja az enzim
szubsztratkoto €s katalikus helyét.
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. 1/v (min*mg proteln/umol AThCh-l)

—— 0.06 mM AThCh-I
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0
(1] (uM DM)

13.abra K| meghatarozasa Dixon moédszerével 0.05, 0.1, 0.2 mM szubsztrat
koncentraciot alkalmazva

Megjegyzés. A reakcidelegy a kovetkezé volt: 0.01 ml agybol késziilt
homogenat feluliszéja + 2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben

(pH=7.2) oldva + 0.44 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I (2 mM). Inkubéacios
1d6: 10 perc

5.2.1.2 A DM AChE gatlasanak kinetikaja angolna agyban

Célunk ezen kisérletsorozat kapcsan az volt, hogy 6sszehasonlitsuk a ponty AChE kinetikus
paramétereit az angolna agyabol szarmazo AChE paramétereivel.

El6szor itt is arra voltunk kivancsiak, hogy a DM hany perc alatt éri el maximalis gatlasat.
Eredményeinket a 14. dbra mutatja.

A DM ebben az esetben is gyorsan kifejti hatasat. A 10 uM-os koncentracid esetén mar 5 perc
utan jelentOs a gatlas, és 10 perc utan mar a maximalis gatlashoz kozeli gatlas figyelheté meg.
Nagyobb koncentracié (20 uM-os) esetén egy kicsit mas a gorbe lefutasa, hiszen a 30 perces
gatlas utan is még nd a gatlas mértéke. Osszehasonlitva a ponty agy esetében kapott
eredménnyel elmondhatjuk, hogy a 10 puM-os koncentracional a DM hatasanak idébeni
lefutasaban nincs kulonbség, hisz mindkét esetben 10 perc utan mar kozel maximalis gatlas
mérhet6. A 20 pM-os koncentracional is hasonlo figyelhetd meg, bar meg kell jegyezniink,
hogy az angolna esetében 30 perc utan is ndtt a gatlas mértéke, ami a ponty esetében nem
tapasztalhato. Igaz, itt nem mértiink 90 és 120 perces gatlast.
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14. abra

15. abra

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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A DM AChHE gatlasanak idofiiggése 10 és 20 uM koncentracioban

Megjegyzés: A reakcioelegy a kovetkezd wvolt: 0.02 ml agybol készilt
homogenat felilluszéja + 2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben
(pH=7.2) oldva + 0.43 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I (2 mM).

Vv (umol AThCh-I/min/mg protein)
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A DM AChE gatlasanak koncentraci6 fliggése

Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.02 ml agybol késziilt
homogenat feliiluszéja + 2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben
(pH=7.2) oldva + 0.43 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I (2 mM). Inkubacios
1d6: 10 perc
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A 15. abrabol megallapithatd, hogy mar 10 pM-os DM koncentraci6 is 19%-o0s , a 20 uM-os
koncentracio 37%, a 40 uM-os koncentracid mar 52%-o0s, a 60 uM-os koncentracié 67%-o0s
és végil a 100 uM-os koncentracid 75% gatlast okoz. Mindezekbdl megallapithaté, a DM
jelentos AChE gatlo hatassal rendelkezik az angolna esetén is. Ugyanakkor azt is
elmondhatjuk, hogy némileg er6sebben gatolja az angolna agyabol szarmazé AChE-t, mivel
példaul ponty esetében a 40 pM-os koncentracio csak 42%-os gatlast okoz, addig angolna
esetében ugyanez a koncentracid6 mar 52%-os gatlasért felelds. Ezenkiviil angolna esetében a
60 uM-os koncentracio is 67%-os gatlast okoz, szemben a ponty esetével, ahol 88 pM-os
koncentracié okoz hasonlé mérvii (61%-os) gatlast.

v (umol AThCh-I/min/mg protein)
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16. abra Az angolna agy AChE Michaelis-Menten kinetikaja gatloszer nélkil, illetve

srer

Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.02 ml agybol késziilt
homogenat feliluszoja + 2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben
(pH=7.2) oldva + 0.43 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I (2 mM). Inkubéaciés
1d6: 10 perc

A gatlas tipusanak meghatarozasahoz itt is eldszor a Michaelis-Menten kinetika alapjan
szamoltunk (16. abra). A kapott gorbék Lineweaver-Burk (17. abra) illetve a Hanes-féle
linearizalasa utan megallapithato, hogy a gatlas tipusa vegyes (Kpj(kont)=0.0953 mM;

KM(]O uM) = 0.1863 mM,; KM(ZO uM) = 0.2134 mM; Vmax(kont.) = 0.0394, Vmax(10 uM)
= 0.0378; Vmax(20 uM) = 0.0348 [umol AcTCh-I/perc/mg protein]).
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1/v (min*mg protein/umol AThCh-I)
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17. abra  Lineweaver-Burk-féle linearizalas

A gatlasi allando meghatarozasahoz - hasonloan az el6z6 fejezetben leirtakhoz - itt is a Dixon
modszerét kovettik és kulonbozo gatloszer-koncentracio mellett mértilk az AChE aktivitast
harom szubsztrat koncentraciot alkalmazva. A metszéspont abszcisszara torténd vetiletének
abszolut értéke adta meg a K| értéket. Ez az érték 11.3 uM (18. abra).

Kisérleti eredményeinket hasonloképpen foglalhatjuk 0ssze, mint azt az el6z0 fejezetben tettik:
megallapithatjuk, hogy a DM meglehetdsen j6 inhibitora az AChE-nak. Hatasat gyorsan kifejti,
kisebb koncentracidé (10 uM) mellett mar 10 perc utan magas gatlasi hatékonysagot mutat.
11.3 uM-os koncentracid mellett 50%-os gatlas érhetd el, de ez tovabb fokozhato a
koncentracié novelésével, bar a gatlas mértéke a koncentracio novekedésével nem linearis. A
gatlas tipusa vegyes, ami arra utal, hogy a DM nem kozvetleniil (pl. az enzim aktiv centruman
kivil kotodve) befolyasolja az enzim szubsztratkotd €s katalikus helyét. Ugyanakkor
elmondhatjuk, hogy az angolna agybol szarmaz6 AChE némileg nagyobb érzékenységet
mutatott a DM-re, mint a ponty agybol szarmazo enzim. Ezt igazolja egyrészt az a tény, hogy
kisebb DM koncentracio mellett is nagyobb gatlast tapasztaltunk, mint a pontynal (angolna
esetében a 60 uM-os koncentracio is 67%-os gatlast okoz, szemben a ponty esetével, ahol
88 uM-os koncentracid okoz hasonld mérvii (61%-os) gatlast). Masrészt a K; érték is
némiképp kisebb (11.3 uM az angolna és 15.6 pM a ponty esetében). Meg kell azonban
emlitentink, hogy mindkét érték joval magasabb az in vivo LCsy értéknél, amibdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a természetben a DM mas modon, valoszinlileg az
idegrendszer mas elemein keresztiil fejti ki toxikus hatasat.
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18. abra K| meghatarozasa Dixon modszerével 0.05, 0.1, 0.2 mM szubsztrat

koncentraciot alkalmazva
Megjegyzés: A reakcidelegy a kovetkezd volt: 0.02 ml agybol késziilt
homogenat feliluszoja + 2.00 ml 0.26 mM DTNB 52 mM foszfat pufferben

(pH=7.2) oldva + 0.43 ml DM oldat + 0.05 ml AcTCh-I (2 mM). Inkubacios
1d6: 10 perc

5.2.2 In vivo DM kezelés hatasa az AChE molekularis formainak megoszlasara

5.2.2.1 In vivo DM kezelés hatasa az AChE molekuldris formainak megosziasara pontyban

A kovetkezo kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy in vivo rendszerben 3 napos 2 pg/l-es DM
kezelés milyen hatassal van a ponty kiilonbozé szerveiben mérhet6 AChE aktivitasra
12 £ 1 °C-on. Megallapitottuk, hogy a DM kezelés nem befolyasolta az agyban, az izomban és
a majban talalhatdo AChE aktivitasat. A szivben a kontroll érték 83%-ara, mig a vérplazmaban
78.6 %-ara csokkent az AChE aktivitas értéke (22. tablazat). Reddy és Philip (1994) arrél
szamol be, hogy 20 pg/l-es cypermethrin (egy masik piretroid inszekticid) kezelés soran 60%-
os AChE aktivitas csokkenést tapasztaltak a ponty agyaban 2 nappal a kezelés utan. A majban,
vazizomban é€s kopoltyuban ez id6 alatt 30%-al csokkent az AChE aktivitas. Az AChE aktivtas
csokkenésével parhuzamosan megnétt az acetilkolin mennyisége a szovetekben. Az agyban
86%-al, a vazizomban 76%-al mértek tobb acetilkolint, mint a kontroll egyedekben.
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AChE AKTIVITAS A HOMOGENATOKBAN

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

22. tablazat AChE aktivitasok kontroll és 2 pg/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt halak
kiilonb6zo6 szerveiben
Megjegyzés: Az AChE aktivitasok 4-6 halbol szairmaz6 mérés atlagat (= S.D.)
tikrozik (mU/mg protein). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilonboznek
a kontrolltél (Student ¢ teszt, P <0.05), amit a kévetkezd szimbélummal
jeloltiink: *,

Ismert, hogy a DM, mint minden mas II tipusu piretroid, az idegsejtek membranjanak ingerelt
allapotaban jelentdsen meghosszabbitia a Nat-csatornak nyitvatartasat, s ezzel ismétlodd
impulzusok hosszan elnyuld sorozatat eredményezi a célszervekben, valamint az
idegimpulzusok frekvencia fliggd hanyatlasat az idegkétegekben (WHO, 1990). Mivel az
idegimpulzus keletkezése és tovabbhaladasa azonos mechanizmussal térténik az egész
idegrendszerben, a piretroidok val6sziniileg hasonl6 hatést valtanak ki mind a kézponti, mind a
periférias idegrendszerben.

A natrium ionok aramlasaban bekdvetkezd valtozasok (illetve II. tipusu piretroidoknal a klorid
ionok aramlasaban is) kapcsolodnak egyéb, az idegrendszer mas elemeinek a mitkodésével is.
A szekretorikus és az enzimatikus tulajdonsagokat is befolyasolja a DM. Igy fordulhat eld,
hogy a szérum AChE aktivitasdban szignifikans csokkenést tudtunk mémi. (A hal szérum
AChE-t tartalmaz, szemben az emldsok BuChE-val, Szabé és mtsai, 1992.) Ez a gatlis
azonban nem olyan kifejezett, kilondsen alacsony homérsékleten, mint néhany mas
rovarirtoszer esetén. Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy a DM LCsq koncentracnoja
ponty esetében mintegy 1000-szer kisebb, mint a szerves foszforsavésztereké, az altalunk
valasztott laboratoriumi korilmények kozott (Szegletes és Nemcsok, 1992).
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AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 ES/VAGY A4 Al2

KONTROLL PONTY AGY 7.1+44 83.7+5.9 92+3.8
DM KEZELT PONTY AGY 7.7; 1.1 83.0+1.0 93+2.1
KONTROLL PONTY SZiVv - 42.0+20 58.0+25
DM KEZELT PONTY SZiVv - 429+38 57.1+2.38
KONTROLL PONTY 1ZOM - 84.5+2.7 155+3.6
DM KEZELT PONTY IZOM - 772+5.9 228+5.0
KONTROLL PONTY MAJ 123+3.1 77345 10.4+3.7
DM KEZELT PONTY MAJ 7052 86.9 + 4.7* 6.1+2.18
KONTROLL PONTY SZERUM 17.9+4.5 82.1+3.9 -
DM KEZELT PONTY SZERUM 12.7+3.4 87.3+5.8 -

23. tablazat AChE molekularis formak megoszlasa kontroll és 2 pg/l DM-nel 12 + 1 °C-on
3 napig kezelt halak kalénb6z6 szerveiben

Megjegyzés: Az AChE aktivitisok 4-6 halbol szirmazoé mérések atlagat

(= S.D.) tiikkrozik az 6ssz AChE molekularis formak szazalékaban. A kezelt

halak értékei szignifikansan kulénboznek a kontrolltol (Student 7 teszt,
P <0.05), amit a kovetkezd szimbolummal jel6ltink: *.

A tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a DM kezelés vajon megvaltoztatja-e az AChE

molekularis formainak mintazatat (23. tablazat). Azt tapasztaltuk, hogy a DM nincs hatéssal az

AChE megoszlasara az agyban (19. abra) és a szivben (20. abra).
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19. abra AChE molekularis formak szedimentacids sebességi profilja 2 pg/l DM-nel
12 + 1 °C-on 3 napig kezelt ponty agyéban
Megjegyzés: A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek” cimi
fejezetben.

A kezelés majban némileg megnoveli a G4 forma aranyat a G1 és A12 formak rovasara (21.
abra). Az izomban egy kicsit az A12 forma iranyaba tolddik el az arany a G4/A4 rovasara (22.
abra), mig a vérszérumban a G4-esbol lesz tobb egy kicsivel (23. dbra), bar ez a két utdbbi
valtozas nem szignifikans. A majban tortént kismértek(t valtozas oka feltehetden
visszavezethetd a DM sejtroncsold tulajdonsagara (Catinot €s mtsai, 1989) és az egyes
molekularis formak eltéré lokalizacidjara (Berninsone €s mtsai, 1989; Volpe és mtsai, 1990).
Mindemellett lehetséges, hogy a piretroidok befolyasoljak az AChE negyedleges szerkezetében
az asszociacios-disszociacios folyamatokat is. Mivel a nagyobb formak levezethetok a Gl-es
egységbdl, ha a DM felboritja a monomerek Osszekapcsolodasa illetve a nehezebb tipusok
lebomlasa kozti egyensulyt, akkor a megoszlasi aranyokban eltolodasok figyelhetok meg.
Valoszinli, hogy a majnak a méregtelenitd folyamatokban betoltott kozponti szerepe is
kozrejatszik abban, hogy sem az agyban, a szivben, a vazizomban, s6t még a szérumban sem
figyeltiink meg szignifikans valtozast az AChE molekularis formainak megoszlasaban, holott a
vérben AChE aktivitas csokkenést is detektaltunk, mig a majban nem.
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20. abra

21. abra
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AChE molekularis formék szedimentacios sebességi profilja 2 pg/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt
ponty szivében
Megjegyzés: A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek™ cimii fejezetben
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AChE molekularis formék szedimentacios sebességi profilja 2 g/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt

ponty majaban
Megjegyzés. A kisérleti kériillményeket lasd az “Anyagok és modszerek™ cimii fejezetben
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22. abra

23. abra
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AChE molekuléris formék szedimentacios sebességi profilja 2 pg/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt
ponty vazizmaban
Megjegyzés: A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek™ cimii fejezetben.
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AChE molekularis formak szedimentacios sebességi profilja 2 pg/l DM-nel 12 + 1 °C-on 3 napig kezelt

ponty vérszérumaban
Megjegyzés: A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek™ cimii fejezetben.
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35.2.2.2 In vivo DM kezelés hatdasa az AChE molekuldris formdinak megoszldsdra angolndban

A kovetkezo kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy in vivo rendszerben 3 napos 1 pg/l-es DM
kezelés milyen hatassal van az angolna kilonb6zd szervei AChE tartalmanak aktivitasara
20 = 1 °C-on. Megallapitottuk, hogy a DM kezelés nem befolyasolta az agyban és a majban
talalhato6 AChE aktivitasat, azonban a szivben és a vazizomban egyforman a kontroll érték
71%-ara csokkent az AChE aktivitas értéke (24. tablazat). Ez a valtozas jelentds, killonosen
csokkenése raadasul olyan jelentGs szervben tortént, mint a sziv, melynek beidegzésében a
kolinerg rendszernek jelentds szerepe van (Pennec és La Bras, 1984). Tehat ez az aktivitas
csokkenés sulyos zavarokat okozhat a keringéssel kapcsolatos élettani folyamatokban. Igy
példaul csokkenhet az O, felvétel, ami anoxidhoz vezethet. Ez pedig akar olyan silyos
angolnapusztulasokhoz vezethet, mint ami 1991-ben és 1995-ben tortént a Balatonon. Itt
szeretném megemliteni, hogy mindkét esetben DM szermaradékot talaltak az angolnak
szervezetében (20.0 pg/kg nedves szovet koncentacidban 1991-ben (Gonczy, 1992) és 2.7-
31,1 pg/kg nedves szovet koncentacidban 1995-ben (Balint mtsai, 1997)).

AChE AKTIVITAS A HOMOGENATOKBAN

mU/mg fehérje
KONTROLL DM KEZELT
AGY 308.8 + 22.7 315.5 + 20.1
SZiv 81.0+43 575+189*
VAZIZOM 143.7 £ 18.7 1027+11.5*
MA]J 373+84 390+3.3

24 tablazat AChE aktivitasok kontroll és 1 pg/l DM-nel 20 £+ 1 °C-on 3 napig kezelt halak
kilonboz6 szerveiben
Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbol szarmaz6 mérés atlagat (+ S.D.)
tilkkrozik (mU/mg protein). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilénb6znek
a kontrolltél (Student ¢ teszt, P <0.05), amit a kovetkezé szimbélummal
jeloltink: *.

Akaér csak a ponty esetében, itt is a tovabbiakban azt vizsghltuk, hogy a DM kezelés vajon
megvaltoztatja-e az AChE molekularis formainak mintazatat (25. tablazat). Azt tapasztaltuk,
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hogy a DM nem befolyasolja a formamintazatot a szivben (24. abra) és a vazizomban (25.
abra). Bar a kezelt angolnak vazizmaban nem tudtunk A12 format elvalasztani, de ez a valtozas
inkabb magyarazhaté azzal, hogy az A12 formak amugy is alacsony aktivitisa a kezelés
hataséra a detektalasi szint ala csokkent, sem mint azzal, hogy a DM kezelés hatasara szétestek
volna. Ezzel szemben szignifikans véaltozas volt megfigyelhet$ az agyban (26. abra). A kezelés
hatasara harmadara csokkent az A12 formak aranya és ezzel parhuzamosan emelkedett a
G4/A4 formak aranya. Mindez azt sejteti, hogy a DM befolyasolta a formak
osszeszerelodésének folyamatat, vagy legalabbis megvaltoztatta a disszociacios allapotokat.
Sajnos az angolna majaban olyan alacsony AcCHE aktivitas mérhetd, hogy az még a kontroll hal
esetén sem volt elegend6 ahhoz, hogy a kiilonb6z6 formakat ultracentrifugalassal elvalasszuk
egymastol.

AChE MOLEKULARIS FORMAK (%)

Gl G4 ES/VAGY A4 A12
KONTROLL ANGOLNA AGY 51+7.2 673+ 14.8 27.6+7.6
DM KEZELT ANGOLNA AGY 8.1+0.6 82.9+2.2* 9.1 +28*
KONTROLL ANGOLNA SZ{V 46+23 67.8+0.7 27.6 £1.6
DM KEZELT ANGOLNA SZiV 62+1.5 69.3+2.6 245 +3.1
KONTROLL ANGOLNA IZOM - 96.1+5.6 39+56
DM KEZELT ANGOLNA 1ZOM - 100 -

25. tablazat AChE molekularis formak megoszlasa kontroll és 1 ug/l DM-nel 20 £ 1 °C-on
3 napig kezelt halak kiilonb6z6 szerveiben
Megjegyzés. Az AChE aktivitasok 4-6 halbol szarmazd mérések atlagat
(= S.D.) tikrozik az 6ssz AChE molekularis formak szazalékaban. A kezelt
halak értékei szignifikansan kiilonboznek a kontrolltél (Student ¢ teszt,
P <0.05), amit a kdvetkez6 szimbolummal jeloltiink: *. Sajnos, a majban mért
térfogati aktivitas nem volt elegendo a formak tokéletes elvalasztasahoz.
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24, abra AChE molekuléris forméak szedimentaciés sebességi profilja 1 pg/l DM-nel 20 + 1 °C-on 3 napig kezelt
angolna szivében.

Megjegyzés: A kisérleti koriilményeket lasd az “Anyagok és modszerek”™ cimii fejezetben.
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25. abra AChE molekularis formak szedimentacios sebességi profilja 1 pg/l DM-nel 20 + 1 °C-on 3 napig kezelt
angolna vazizmaban.

Megjegyzés: A Kisérleti korillményeket 1asd az “Anyagok és modszerek™ cimii fejezetben.
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26. abra  AChE molekularis formak szedimentacids sebességi profiljla 1 pg/l DM-nel
20 = 1 °C-on 3 napig kezelt angolna agyaban
Megjegyzés. A kisérleti korilményeket lasd az “Anyagok €s modszerek” cimi
fejezetben.

5.2.3 In vivo DM kezelés hatasa a vér biokémiai paraméterekre

5.2.3.1 In vivo DM kezelés hatasa a ponty vér biokémiai paramétereire

Az in vivo DM kezelés soran a pontyokat 3 napig tartottuk 2 ug/l DM (LCse-hez kozeli érték)
tartalma vizben, majd tiszta vizbe attéve vizsgaltuk regeneraciojukat diagnosztikai enzimek
segitségével. Meghataroztuk a vérszérum AChE, LDH, GOT aktivitasat, illetve a
vércukorszintet a kontroll és a kezelt allatokban. Az enzimek aktivitasaban bekovetkezo
valtozasok jelzik a szoveti karosodasok mértékét (Wrobelski és La Due, 1955, Kristofferson és
mtsai, 1974, Nemcsok és Boross, 1982). Hasonloan, a vércukorszint emelkedése demonstralja
a metabolikus stressz nagysagat (Wedemeyer, 1970; Nemcsok és Boross, 1982). A kezelés
soran - kilonosen az els6 napon - néhany egyeden az agonizalas jeleit lehetett felismerni. Ezek
az allatok az oldalukon fekiidtek, igen strin tatogtak, de egyébként meglehetdsen
mozdulatlanok voltak. Ezek utan vizsgaltuk allapotukat a vérbol mért diagnosztikai enzimek
segitségevel. A glutamat-oxalacetat transzaminaz (GOT) aktivitasa a kezelés idotartama alatt
folyamatosan emelkedett. A 3. nap végére a kontroll érték 2.5-szeresére nott. A kezelés
megsziuntetése utan azonban 24 6ran beltl visszaéllt az eredeti értékre (27. abra). Hasonlo
tendenciarol szamol be Reddy és Bashamohideen (1995 a.b.)). Megallapitottak, hogy a
cypermethrinnel kezelt pontyok szoveteiben jelentdsen megnd a GOT aktivitas. Ezzel szemben
a laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitasa a kezelést koveté 6. draban volt a legnagyobb (a
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kontroll érték 3-szorosa), majd fokozatosan csokkent (a 72. 6raban a kontroll érték 1.4-
szerese). A kezelés megsziintetése utan az enzim aktivitasa az eredeti szintre esett vissza (28.
abra). Az AChE aktivitasa - némi ingadozassal - csokkent a vérben a kezelés folyaman. Ez a
paraméter azonban csak 48 6ra mulva tért vissza a kontroll értékre (29. abra). A vércukorszint
a kezelés elején jelentésen megemelkedett (a 6. 6raban a kontroll érték 1.7 szerese), de ez a
paraméter is csokkent a kezelés soran. A kezelés végeztével a vércukorszint az eredeti érték
korul ingadozott (30. abra).

mU/mg fehérje

20 A

¥ ¥ + [JRegeneracié B8 2 ugn DM

—

m

0 6 12 24 72 24R 48R 72R O96R 168R
Idé (6ra)

27. abra DM kezelés €s regeneracio hatasa a ponty vérplazma GOT aktivitasara
Megjegyzés: A halakat 2.0 pg/l DM-nel kezeltik 3 napig 12 + 1 °C-on. A GOT
aktivitasok értékeit mg/fehérjében adtuk meg 6-8 pontybdl szarmazd mérés
atlagaként (+£S.D.). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilonboznek a
kontrolltél (Student ¢ teszt, *P <0.05, *P<0.01), amit a kovetkezo
szimbolumokkal jeloltiink: * és *. A kisérleti korulményeket lasd az "Anyagok
és modszerek" cimi fejezetben.
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28. abra

29. abra

mU/mg fehérje

riA Sy
s [JRegeneraci6 B 2 ug/ DM
6.0
5.0
4.0 —
3.0 _|,
2.0 = l
VLA
1.0 i l o
0.0
0 6 12 24 12 24R 48R 72R 96R 168R
|dd (6ra)
DM kezelés és regeneracio hatasa a ponty vérplazma LDH aktivitasara
Megjegyzés: A halakat 2.0 ng/l DM-nel kezeltiik 3 napig 12+ 1 °C-on. Az
LDH aktivitasok értékeit mg/fehérjében adtuk meg 6-8 pontybol szarmazo
mérés atlagaként (£S.D.). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilonboznek a
kontrolltél (Student ¢ teszt, P <0.05), amit a kovetkezd szimbolummal
jeloltink: *. A kisérleti kortilményeket 1asd az "Anyagok és modszerek" cimii
fejezetben.
mU/mg fehérje
2.5
[CJRegeneraci6 B2 ug/ DM
st T T
ERESHE) l
1.6
1D
0.5
0.0
0 2 24R 48R 72R 96R 168R
dé (6ra)
DM kezelés és regeneracio hatasa a ponty vérplazma AChE aktivitasara

Megjegyzés. A halakat 2.0 pg/l DM-nel kezeltilk 3 napig 12+ 1°C-on. Az
AChE aktivitasok értékeit mg/proteinben adtuk meg 6-8 pontybol szarmazod
mérés atlagaként (£S.D.). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilonboznek a
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kontrolltol (Student 7 teszt, P <0.05), amit a kovetkezd szimbolummal
jeloltink: *. A kisérleti korilményeket lasd az "Anyagok és modszerek" cimii
fejezetben.

mg glik6z/100 ml szérum

180
B8 2 ug/ DM

160 — [JRegeneré4cié

140 —

120 —

100 —

80 —

e
e

60 —

12 24 72 ©24R 48R 72R 96R 168R
Id6 (6ra)

30. abra DM kezelés €s regeneracio hatasa a ponty vércukorszint alakulasara
Megjegyzés: A halakat 2.0 pg/l DM-nel kezeltik 3 napig 12+ 1 °C-on. A
vércukorszint értékeit mg/100 ml szérumban adtuk meg 6-8 pontybdl szarmazo
mérés atlagaként (£S.D.). A kezelt halak értékei szignifikansan kiilonboznek a
kontrolltél (Student 7 teszt, P <0.05), amit a kovetkezd szimbolummal
jeloltink: *. A kisérleti koriilményeket lasd az "Anyagok és mddszerek" cimi
fejezetben.

Eredményeinket osszegezve megallapithatjuk, hogy a GOT és az AChE kivételével valamennyi
paraméter szintje a kezelést kovetd elsd orakban jelentdsen megemelkedik, majd annak soran
csokken, de a kontroll értéket nem éri el. Ezek a valtozasok jelzik a DM kezelés soran a
halakban kialakulo stressz nagysagat. A halak a kezelést kovetden meglehetdsen gyorsan (1-2
nap alatt) regeneralodnak, paramétereik a kontroll értékre térnek vissza. A GOT szintjének
folyamatos emelkedése viszont az egyre novekvo majkarosodasra utal.

5.2.3.2 In vivo DM kezelés hatasa az angolna vér biokémiai paramétereire

Hasonlo kisérletet végeztiink el balatoni angolnakkal, melyeket 1 ug/l DM-nel (LCso-hez kozeli
érték) kezeltink 4 napig, majd tiszta vizbe raktuk at dket. Az angolnakbol rendszeresen vért
vettink. Mivel az angolnak farki vénajabol nem tudtunk vért venni, ezért kénytelenek voltunk
szivpunktalassal vérmintahoz jutni. Természetesen ezt a beavatkozast nem élték tal az allatok.

Mivel csak igen behatarolt szami angolnat tudtunk akvariumainkban elhelyezni, ezért - a

67



stasztikai értékelhetOséget is szem el6tt tartva - kénytelenek voltunk ritkabban vért venni az
allatokbol, mint azt az el6z6 fejezetben leirtaknal tettiik.

A GOT érték a kezdeti 1,94 + 0,87 mU/mg-os értékrdl a kezelés 48. drajaban 3,41 + 0,40
mU/mg-ra, a 96. 6raban 4,79 + 0,62 mU/mg-ra emelkedett (26. tablazat). A kiiiriilési fazis 24.
Orajara ez az érték 2,57 + 0,51 mU/mg-ra, a 164. oraban 2,14 + 0,53 mU/mg-ra mérsékl6dott,
mig a 188. draban érte el a kontroll szintet (1,74 10,75 mU/mg).

A kezelés hatasara az AChE szint - a tobbi enzimmel ellentétben - némileg csokkent, bar ez a
csokkenés nem volt szignifikans. A kontoll értékhez képest (1,59 £ 0,43 mU/mg) a kezelés 96.
orajaban 1,34 + 0,60 mU/mg-ra csokkent és ez csak a regeneracios fazis 188. orajaban érte el a
1,65 £ 0,25 mU/mg-os szintet. ,

A GOT-hoz hasonlé6 tendenciat mutat az LDH is. A kontoll értékhez képest
(15,71 £ 4,59 mU/mg) a kezelés 96. orajaban 54,73 £ 1,79 mU/mg-ra emelkedett és ez csak a
regeneracios fazis 188. orajaban érte el a 15,05 £+ 1,25 mU/mg-os szintet.

A vércukorszintek is kovették az enzimszintek valtozisat. A kontoll értékhez képest (81,36+
23,6 mg/100 ml) a kezelés 96. orajaban 158,8+18 mg/100 ml-re emelkedett és ez még a
regeneracios fazis 188. 6rajaban is 100,41+35 mg/100 ml-es szinten maradt.
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KEZELES ALATT REGENERACIO ALATT

Oh 24 h 96 h 24 h 96 h 188 h
GOT 1,94+ 0,86 3,41 +0,40* 4,79 £0,62* 2,57+0,51 2,14+0,53 1,74 £0,75
AChE 1,59+0,43 1,55+033 134+060 133+027 145+029 1,65+0,25
LDH 157144592057+ 5473£1,78% 4576:£2,50% 25,87 £2,56* 15,05 +1,25

2,56

VERCUKOR 81,4 +23,6 102,6 +16,2 158,8 + 18,0* 150,6 + 11,6* 129,3 +21,6*100,4 +35,0

26. tablazat DM kezelés és regeneracid hatasa az angolna vérének néhany biokémia
paraméterére
Megjegyzés: A halakat 1.0 pg/l DM-nel kezeltiikk 4 napig 20 £ 1 °C-on. Az
enzimaktivitasok értékeit mg/proteinben, mig a vércukorszintet mg/100 ml-ben
adtuk meg 4-6 angolnabol szarmaz6 mérés atlagaként (xS.D.). A kezelt halak
értékei szignifikansan kilonboznek a kontrolitél (Student 7 teszt, P < 0.05),
amit a kovetkez6 szimbolummal jeloltiink: *. A kisérleti kériilményeket lasd az
"Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.

Kisérleti eredményeinket 6sszegezve megallapithatjuk, hogy az AChE kivételével valamennyi
paraméter szintje a kezelést kovetden jelentGsen megemelkedett. A GOT szintjének folyamatos
emelkedése az egyre novekvd majkarosodasra utal, mig az LDH aktivitasanak névekedése az
izomszovetben bekdvetkezett karos elvaltozasokat jelzi. A vércukorszint emelkedése pedig
jelzi a DM kezelés soran a halakban névekvd stressz nagysagat. A halak a kezelést kéveten
meglehetdsen lassan (kb. 4-8 nap alatt) regeneralodnak, paramétereik csak 188 6ra mulva
térnek vissza a kontroll értékre.

Osszevetve a pontyokon végzett hasonlé kisérlet eredményeivel, hasonldsagokat illetve olyan
érdekes kiilonbségeket lehet felfedezni, melyeket sem a kilonboz6 kezelési koncentracidval
(pontyok esetén 2, angolnak esetén 1 pg/l DM), sem pedig a kiilonb6z6 vizhémérséklettel
(pontyok esetén 12+1°C, angolnak esetén 20+ 1°C) nem lehet megmagyarazni.
Valdszinlibbnek tartjuk, hogy ezen eltérések inkabb a két halfaj kozotti biokémiai
kilonbségekre vezethetdk vissza.

A GOT értéke mindkét kezelés soran folyamatosan emelkedett, de az angolnak esetében ez az
érték csak a regeneracios fazis késobbi szakaszan éri el a kontroll értéket, szemben a
pontyokkal, ahol gyakorlatilag mar az els6 napon visszaill az eredeti érték. Az AChE-t
tekintve mindkét halfaj esetében gyenge (de nem szignifikdns) géatlodasrol szamolhatunk be.
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Ezzel szemben az LDH értékek a ponty esetében a kezelést kovetd elsd orakban voltak a
legmagasabbak, majd fokozatosan csokkentek. A regenericié elsd napjin azonban mar a
normalis értékhez kozeli LDH értéket mértiink. Ugyanakkor az angolnak esetében egy
fokozatosan novekvd LDH értéket figyelhetiink meg és még a regeneracié 96. orajaban is a
kontroll értékhez képest szignifikdnsan magasabb értéket kaptunk. Hasonlé kiilonbség
figyelhet6 meg a vércukorszint valtozasidban. Ez a paraméter a ponty esetében is a kezelést
kovetd els6 orakban volt a legmagasabb, majd fokozatosan csokkent. Mar a kezelés 72.
orgjaban sem tudtunk a kontroll értékhez képest szignifikansan magasabb értéket kimutatni.
Ugyanakkor az angolnak esetében egy fokozatosan novekvd vércukorszint értéket
figyelhettiink meg és - hasonléan az LDH-hoz - még a regeneracié 96. orajaban is a kontroll
értékhez képest szignifikansan magasabb vércukorszintet mértiink.

5.2.4 A DM akkumulacidja kiilonb6z6 szervekben

5.2.4.1 A DM akkumuldcidja ponty kiilonbozd szerveiben

Kisérletiink soran szubletalis (1.44 pg/l DM-re vonatkoztatva) kezelést végeztiink 96 oraig,
majd halakat tiszta vizbe atrakva egy hét utan vizsgaltuk a szer kiuriilését. Megallapitottuk,
hogy a kezelést kovetd 24 oraban a majban a kezelési koncentracionak megfeleldé (1.35 ng/g
nedves szovet), mig az agyban (3.14 ng/g nedves szévet) és kopoltyuban (2.07 ng/g nedves
szovet) valamivel nagyobb koncentracioban akkumulalodott a DM. 96 6ra eltelte utan mind a
majban, mind a kopoltyuban az akkumulacié jelentdsen meghaladta a kezelési koncentracidt
(16.1 ng/g nedves szovet). Az agyban ez az akkumulacié komoly méreteket Gltétt: a kezelési
koncentracié kozel 80-szorosara dusult (110.8 ng/g nedves szdvet). Az egy hetes kiiiriilési
periodus alatt a kopoltyibol és a majbol a szer teljesen kiiiriilt. Ezzel szemben az agyban a
kezelést kovetd 96. 6raban mért szermaradvanynak tobb, mint 10%-a még mindig detektalhaté
volt (10.6 ng/g nedves szovet). Eredményeinket Osszefoglalva a 31. abra mutatja.
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DM tartalom
(ng/g nedves szbvet

31. abra.

regeneracio 168h

kezelés 96h

kezelés 24h
agy

maj

kopoltya

A DM akkumulacioja és kitirtilése ponty szerveiben

Megjegyzés: A halakat 1.44 pg/l DM-nel kezeltik 4 napig 20 + 1 °C-on, majd
ugyan ilyen hofoka tiszta vizbe tettik at Oket egy hétre. A halakbol
szovetmintakat vettiink adott idopontokban és meghataroztuk ezen szovetek
DM tartalmat, melyet ng/g nedves szovet koncentracidban adtuk meg.
Eredményeink ezen mérések atlagait mutatjak. A kisérleti korilményeket lasd az
"Anyagok és modszerek" cimii fejezetben.
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5.2.4.2 A DM akkumulacidja angolna kiilonbozo szerveiben

Kisérletiink soran megallapitottuk, hogy a zsiroldékony tulajdonsaggal rendelkez6 DM az
angolnak szerveiben nagyobb mértékben akkumulalddik, mint a ponty esetén. Ennek val6szinii
oka, hogy az angolna szovetei tobb zsirt tartalmaznak, mint a ponty szovetei. Az angolna
kopoltytja a 0.5ug/l (0.5 ng/g)-es kezelés elsd 24 oraja utan mar 21 ng/g nedves tomeg
koncentracoban tartalmazta a DM-t (32. abra). Ez az érték az egy hetes kezelés végén elérte a
44 8 ng/g nedves szovet érteket. Az egy hetes regeneracids periodus végén vett mintakban is
detektaltunk DM szermaradvanyt 17.5 ng/g nedves tomeg koncentracioban. A majban érdekes
modon a legnagyobb szermaradvany értéket a kezelés 24. orajaban detektaltuk 42.7 ng/g
nedves tomeg koncentracioban. Ett6l az id6ponttdl a szermaradvany koncentracidja
fokozatosan csokkent, bar a regeneracios fazis 168. orajaban is 21,7 ng/g nedves tomeg
koncentracioban tartalmazta a DM-t. Sajnos az angolna agyanak kis tomege miatt hasonlo
vizsgalatokat nem tudtunk elvégezni.

& sy o SOOI
T s resmmc s ane

maj

DM tartalom
(ng/g nedves szdvet

“ kopoltya

kezelés 24h )
kezelés =
168h regeneracio

168h

32. abra A DM akkumulacioja és kitirtilése angolna szerveiben
Megjegyzés: A halakat 0,5 pg/l DM-nel kezeltiik 4 napig 20 + 1 °C-on, majd
ugyan ilyen hofokl tiszta vizbe tettik at Oket egy hétre. A halakbol
szovetmintakat vettiink adott idopontokban €s meghataroztuk ezen szovetek
DM tartalmat, melyet ng/g nedves szovet koncentracidban adtuk meg.
Eredményeink ezen mérések atlagait mutatjak. A kisérleti korilményeket lasd az
“Anyagok és modszerek” cimi fejezetben.
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Erdemes 6sszevetni a DM két halfaj szoveteiben torténd relativ akkumulaciojat (27. tablazat),
vagyis azt a viszonyszamot, melyet Ugy kapunk, hogy a szévetekben mért szermaradvany
~ koncentraci6t elosztjuk a kezelési koncentracioval. Ennek a szamolasnak akkor van
kitiinik, hogy a DM igen jelent6s mértékben akkumulalodik a két halfaj szervezetében. Ponty
esetén a vizsgalt harom szerv koéziil az agyban dusul fel legnagyobb mértékben a DM, a
kezelési koncentricié tobb, mint 75-szeresére, mig a masik két szervben csak 11-szeresére.
Erdekes, hogy ez a mutatd joval magasabb az angolnik esetében, ahol a DM felhalmozddas
akar a kezelési koncentracio 85-90-szeresét is elérheti. Ez az igen jelentds eltérés talan
magyarazatot adhat arra, hogy miért tiinnek az angolnak érzékenyebbnek a DM mérgezéssel
szemben. Okként pedig feltehetbleg az angolna szoveteinek magasabb zsirtartalmat jelolhetjiik
meg, melyben a lipofil DM igen jol oldodik.

KEZELES KEZELES REGENERACIO

24.h 96. h 168. h

PONTY AGY 2,18 76,96 7,35
MAJ 0,94 11,18 0
KOPOLTYU 1,44 11,18 0

ANGOLNA MAJ 85,4 65,2 43,4
KOPOLTYU 42 89,6 35

27. tablazat A DM relativ akkumulacios faktora ponty és angolna kiilénboz6 szerveiben
Megjegyzés. A relativ akkumulaciés faktor kiszamitasanidl a szovetekben
detektalt és ng/g mértékegységben kifejezett DM tartamat osztottuk el a ng/g
mértékegységben kifejezett kezelési koncentracidval.

g

ellentmondasban vannak a szakirodalomban talathaté adatokkal. Caquet és munkatarsai (1992)
szerint a DM szarmazékok gyorsan eltiinnek a természetes vizekbdl. Ez egy kétfazish
folyamat, melyben a kezdeti fazis csak kb. 5 percet vesz igénybe labératoriumi kériilmények
kozott (Caquet és mtsai, 1992). Természetes korilmények kozott a DM féléletideje 2-4 Granak
adodott halastavakban, és 7 nap multin mar egyaltaldin nem is lehetett kimutatni (Muir és
mtsai, 1985). Maguire és mtsai (1989) szerint a féléletidé még kisebb, kb. 1 6ra, és csak 1%-at
talalta 24 oOra utan az eredeti mennyiségnek szabadfoldi kisérleti tavakban. A DM
akkumulacidja a vizi szervezetekben csak atmeneti jellegili és nagyon kis mérvii (Caquet és
mtsai, 1992). A WHO megbizasabdl végeztek kisérleteket torpeharcsaval: egy olyan elarasztott

73



teriiletre helyezték Oket, ahol korabban a normalis DM dozis tizszeresét hasznaltak (WHO,
1990). Habar a DM koncentracidjat a toban 2.19 pug/l-nek mérték (haromszorosa az akut 96
oras LCjsq . értéknek (0.63 pg/l toérpeharcsa esetén)), egyetlen-hal sem pusztult el. -Mas
vizsgalatok szerint (Muir és mtsai, 1985), a DM ugyan akkumulalédott a halakban, de a
kezelés befejezése utan a szovetek DM tartalma nagyon gyorsan csokkent, s lathaté mérgezési
tinetek nem kisérték az akkumulaciot. Ezen kisérletek azt erdsitik meg, hogy a DM
akkumulacioja elhanyagolhaté a halakban. Ugyanakkor eredményeink épp az ellenkezdjét
bizonyitjak. Ezen ellentmondas taldn feloldhat6, ha figyelembe vessziik, hogy mi akvariumi
korilmények kozott csapvizzel dolgoztunk, mig a fent leirt kisérletek szabadféldiek voltak,
tehat természetes, €lovizzel végezték el. A DM gyors eltlinése az éldvizekbdl jol magyarazhatd
a szer kitapadasival mindenféle lebegd anyaghoz (iszapszemcsék, algafonalak stb.). Igy
természetes vizekben nincs annyi id6 az akkumulalodasra, mint az akvarium vizében. Tehat a
DM szabadfoldi hasznalatban nem annyira toxikus, mint az pl. a mi laboratériumi
eredményeinktol is varhatoé lenne.

5.2.5 A DM pontyra €s angolnara gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa

Ebben a fejezetben a DM pontyra és angolnira gyakorolt hatasdnak vizsgalataval
foglalkoztunk és kerestiik a valaszt arra, hogy mi okozhatja a ponty és az angolna DM iranti
érzékenységében megmutatkozo kiilonbséget. Vizsgalataink kiterjedtek a DM in vitro AChE
gatlasanak tipizalasiara, a szubletalis kezelés okozta AChE formamintazat valtozasra, a
vérbiokémiai paraméterek valtozasara, a szer kilonb6z6 szervekben torténé akkumulacidjéra.

Megallapitottuk, hogy a DM mindkét halfaj agyabol szarmazé AChE-t gitolja. Hatasat gyorsan
kifejti. A gatlas mértéke a koncentracié novekedésével nem linedris. A gatlas tipusa vegyes,
ami arra utal, hogy a DM nem kozvetleniil befolyasolja az enzim szubsztratk6td és katalitikus
helyét. Az angolna agybol szarmazé AChE némileg nagyobb érzékenységet mutatott a DM-re,
mint a ponty agybo6l szarmaz6 enzim. Ezt igazolja egyrészt az, hogy kisebb DM koncentraci6é
mellett is nagyobb gatlast tapasztaltunk, mint a pontynal. Masrészt a K; érték is némiképp
kisebb, 11.3 pM az angolna és 15.6 uM a ponty esetében.

A szubletilis kezelés mindkét halfaj esetén csékkentette a szivben mérhetd AChE aktivitast. Ez
az aktivitas csokkenés sulyos zavarokat okozhat a keringéssel kapcsolatos élettani
folyamatokban. Igy példaul csokkenhet az O, felvétel, ami anoxiahoz vezethet (Hughes, 1976).
A szubletalis kezelés hatasara egyes szervek AChE mintazata megvaltozott. A ponty majaban
és az angolna agyaban csokkent az A12 formak aranya és nétt a G4/A4 formaké. Mindez azt
sejteti, hogy a DM befolyasolta a formak o6sszeszerelodésének folyamatat, vagy legalabbis
megyvaltoztatta a disszociacios allapotokat.
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A vérbiokémiai paraméterek vizsgalata kimutatta, hogy az angolnak vizsgalt enzimparaméterei
lassabban térnek vissza a normalis szintre DM kezelés utan, mint a ponty paraméterei. Ez jelzi
A szer akkumulacidjara iranyuld vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a DM akkumulacidja az
angolnék szerveiben nagyobb mérvii, mint a ponty szerveiben, ami az angolnaszévetek
nagyobb zsirtartalmaval magyarazhat6. Talan ez magyarazatul szolgalhat a két halfaj DM
kezelésre adott vilaszaiban felmeriilt kilonbségekre. Ugyanis kimutattdk, hogy a lipofil
inszekticidek kopoltyun keresztil torténé felvétele egyenes aranyban all a szer oktanol:viz
megoszlasi koefficiensével (a lipofilitds egyik mér6szama), viszont a szer eliminacidja forditva
ardnyos ezzel a méroszammal (Carr és mtsai, 1995), vagyis a lipofil inszekticidek
bioakkumulaciéja magasabb, mint hidrofob tarsaiké. Mar pedig példaul a lipofil
szervesfoszforsav-észterek hosszabban tart6 AChE gatlast okoznak, mint a hidrofob tarsaik
(Carr és mtsai, 1995).

5.3. Az 1991 és 1995 évi balatoni angolnapusztulas sszehasonlito vizsgialata

5.3.1 Az 1991 évi balatoni angolnapusztulds vizsgalatinak eredményei és ezek értékelése

1991-ben a nyugati medencébdl szarmazé angolnak vérbiokémiai paraméterei egyértelmiien
sulyos szoveti, els6sorban majkarosodast mutattak.

A GOT aktivitasa 20 %-kal volt magasabb a nyugati medencébdl nyert mintakban (1. tablazat).
Egy honappal a tomeges pusztulds utan a GOT aktivitasa a szérumban a kontroll szintre
csokkent.

Hasonlo eredményt talaltunk a GPT enzimaktivitasira vonatkozdéan is, amely a nyugati
medencébdl szarmazo mintakban 2-szeres értéket mutatott a kontrollhoz viszonyitva (33.
abra). A keleti medencébol szarmazo GOT és GPT értékek is relativ magasak voltak a normal
szokasos értékekhez viszonyitva (a t6 ezen részén nem volt tdmeges angolna pusztulas). Ez azt
mutatja, hogy a keleti medencében is szovetnekrozis folyamata indult be a halaknal, azonban ez
nem érte el a kritikus szintet.
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Nyugati medence Keleti medence
1991.augusztus 17. 1991. augusztus 23.

33. abra

GPT aktivitasa az 1991-es tomeges angolnapusztulas helyszinérdl (nyugati medence) és a to
keleti medencéjében osszegyijtott (kontroll) egyedek vérszérumaban. Az aktivitasok 9 illetve
10 egyedbdl szarmazd mérések atlagai =SD; az enzimaktivitasok U/l-ben vannak megadva.

Megjegyzés: a két méréssorozat Student t teszt alapjan szignifikans kilonbséget mutat
(P<4x107)

Az AChE aktivitas a vérmintakban 50 %-kal csokkent a kontrollhoz viszonyitva. (28. tablazat)
Ez a gatlas még 1 honappal késébb a masodik vizsgalat soran is megmaradt. Az AChE gatlasa
kiulonosen veszélyes a halak szivében, mivel a kolinerg rendszer dontd szerpet jatszik a halak
szivének beidegzésében (Pennec és Le Bras, 1984): az AChE gatlasa fokozza a vagusz tonust,
amely a keringési folyamattal kapcsolatos metabolikus folyamatokat korosan befolyasolja.
Ilyen esetben csokken az oxigénfelvétel és a széndioxid leadasa, amely szoveti szinten hipoxiat
okoz (Hughes, 1976).

Az angolnapusztulas helyszinérél szarmazd szérummintakban jelentésen magasabb volt a
vércukor szint (28. tablazat). Ezt azt mutatja, hogy komoly stresszterheltség alatt alltak a
halak. Az allando stressz zavart okoz a y-globulin és interferonképzddésben, illetve
szintézisiikkben, amelyek jelentds szerepet jatszanak a kiilonbozd fertozésekkel szembeni
védekezésben (Wedemeyer, 1970; Nemcsok és Boross, 1982).
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A nyugati régiobol szarmazo angolnak uszohdlyagjaban mért katalaz aktivitasa jelentds
mértékben megnovekedett (34. dbra). Ez arra utal, hogy a megnovekedett a szabad gyokok
mennyisége a kedvezotlen kornyezeti tényezok hatasara. Ilyen esetben a megnovekedett szabad
gyokok az uszoholyag szovetsejtjeiben membran elhaldshoz vezetnek.

Katalaz (1000 U/I)
35

30r
s
20
15

T

—
o
1

Nyugati medence Keleti medence
1991. augusztus 17. 1991. augusztus 23.

34. abra

A katalaz aktivitasa az 1991-es tomeges angolnapusztulds helyszinérol (nyugati medence) €s a
to keleti medencéjébol osszegyujtott (kontroll) egyedek uszoholyagjaban. Az aktivitasok 9
illetve 10 egyedbdl szarmazd mérések atlagai +SD; az enzimaktivitas 1000 U/l-ben van
megadva.

Megjegyzés: a két méréssorozat Student t teszt alapjan szignifikans kulonbséget mutat
(P<2x10%y

Gonczi, 1991-ben 20 pg/kg nedves szovetre vonatkoztatva DM tipusu szunyogirtdszer

crc

Mindezek alapjan Gonczi azt feltételezte, hogy a tomeges angolnapusztulast a DM okozta
(Gonczi 1992).
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28. tablazat

GOT, AChE aktivitasok és a vércukorszint valtozasa a nyugati medencéb6l szarmazé
agonizalo és a keleti medencébdl szarmazé tuléld (kontroll) angolnak vérszérumabol az 1991-
es angolnapusztulas idején

A mintak eredete GOT AChE vércukor
un un (mg/100 ml)

Nyugati medence 261.13+43.13 110.67+14.61 517.74+33.28

1991. augusztus 17.

Keleti medence 198.26+24.03a 278.54+82.67a 383.28+44.15b

1991, augusztus 23.

Nyugati medence 162.49+£20.54b 132.21+20.49 182.51+42.65b

1991. szeptember S.

Kontroll angolnak 154.27+13.34 262.50+21.06 148.96+32.52

1995. julius 24.

Agonizald angolnak 311.86+£19.25¢ 115.68+16.37¢ 354.12+29.80¢

1995. julius 24.

Megjegyzés: Az enzimaktivitasok U/l-ben, a vércukorszint mg/100 ml-ben van megadva,
amelyek 9-10 egyedbdl szarmazé mérések atlagai £SD.

1995-ben a tuléld és az agonizald egyedeket a pusztulas helyszinérél gyiijtottitk 6ssze (keleti
medence).

»a - a megadott értéket az 1991. augusztus 17-én a nyugati medencében kifogott értékkel
hasonlitottuk 6ssze és ezek szignifikans killonbséget mutatnak a Student t teszt szerint
(P<0,05)

»0” — a megadott értéket az 1991. augusztus 17-én a nyugati medencében mért értékkel
vetettik Ossze, amely a Student t teszt szerint szignifikans kiilonbséget mutatott (P<0.01).

3

»C - az agonizal6 egyedekre vonatkozé értékeket Gsszehasonlitottuk a tulélék értékeivel,
amelyek a Student t teszt szerint szignifikAnsan kiilonb6znek. (P<0.01)

A fenti vizsgalatainkon kiviil szamos mas intézet is probalkozott annak kideritésével, hogy mi
okozta a nagymértékli angolnapusztulasokat.

1991-ben a Magyar Tudoméanyos Akadémia Allatorvosi Kutaté Intézete a fonalféreg fertézés
kovetkeztében fellépd uszoholyagkarosodas szerepét hangsilyozta. Megallapitottak, hogy az
elpusztult és az agonizalo egyedek uszohdlyagja megtelt folyadékkal és benne 60-80 mm
hosszi 30-50 kifejlodott fonalférget, valamint 3. és 4. fejlettségi stidiumu larvakat tartalmaz
(Molnar és mtsai, 1991). A kifejlett fonalférgek mellett elpusztult egyedeket is talaltak. Sok
esetben a papirvékony uszoholyagbdl savoval beivodott 3-4 mm-es koétGszévetes hiively
keletkezett, melyben kiterjedt vérzések voltak. Ez az uszoholyag mar nemcsak a funkcidjanak
betoltésére nem volt alkalmas, de még arra sem volt jo, hogy a férgek életben maradjanak
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benne. Az ilyen angolna egy defektes szervvel élt, és a legkisebb stresszhatasra is elhullt
(Molnar, 1992).

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézet, hivatkozvin az .angolnik nagyarinyi fonalféreg
fertozottségére (60-80 %), illetve az Uszdholyagban talalt magas (30-40 db) féregszamra,
megallapitotta, hogy a julius-augusztus honapban lezajlott angolnapusztulast az Anguillicola
crassus féreg — Eurdpa természetes vizeiben eddig még nem tapasztalt — nagymértékii
elszaporodasa és az ennek kovetkeztében legyengiilt halakban méasodlagosan megtelepedd (a
vizekben és halainkon egyébként kozonséges) fakultativ patogén baktériumok egyiittesen
okoztdk. A szokatlan mértéki féregfeldusuilas okaiként kornyezeti tényezoket jelltek meg,
mint példaul a Zala folyon érkezd tapanyagban gazdag viz, az angolnidk nagyobb
egyedstliriisége és az allandéan magas vizhOdmérséklet (Csaba és Lang, 1992). Szakolczai
szerint a parazitafertdzottség onmagiban nem magyarazza meg az angolnaelhullast. O a kiilsé
toxikus (a toba jutott méreganyag, algatoxin) vagy belsé (hormonalis anyagforgalmi) okok
kovetkezményeként fellépd majkarosodasra hivta fel a figyelmet (Szakolczai, 1992).

Pénzes azt feltételezte, hogy az angolnapusztulas f6 oka az Aeromonas punctata
baktériumfert6zés, amely mas stresszforrasokkal egyiitt hatott a halakra. Ilyen stresszforras a
pusztulas helyén mért magas vizhémérséklet (19—24 °C), az eutrofizalodott vizmindség,
amelyek egyiittesen hozzjarulhatnak az Gn. voéroskort okozé baktériumok elszaporodasahoz.
Véleménye szerint mindezt az is bizonyitja, hogy az angolnapusztulas megsziint, amikor a
vizhdmérséklet 20° C ala csokkent (Pénzes, 1992).

A mi eredményeink sulyos szoveti, elsésorban majkarosodast mutattak ki, amit az angolnak
majarol készilt elektronmikroszkdpos vizsgalatok is alatamasztottak. A megnévekedett
katalaz aktivitas azt mutatta, hogy jelentds mértékben novekedett a szabad gyokok képzodése,
amely az (sz6holyagot ért fonalféreg fert6zés altal okozott gyulladas kovetkezménye. A magas
vércukorszint vilagosan mutatta a halak stresszterheltségét. A hosszan tarté AChE gatlas pedig
arra bizonyiték, hogy az inszekticideknek is szerepe lehetett az angolnapusztulasban.

A rovarirtoszer elméletét tamogatta Gonczy is, aki 20 ug/kg nedves szévet DM koncentraciét
mért a nyugati medencébdl gyiijtott talélé angolnak agy- és majszovetébol. Feltételezte, hogy
ez a peszticid kioldodott a hordozdanyagbol és a taplalkozasi lanc mentén feldusult az
angolnakban. Ezért tigy vélte, hogy a DM az angolnapusztulas oka. Hivatkozott arra, hogy az
elhullott angolnak kozott szamos parazitamentes volt, illetve nagy szamban fogtak olyan él6
egyedeket, amelyekben az €l6 parazitdk szama meghaladta az elhullott angolnik atlagos
parazitafertdzottségét (Gonczy, 1992).

Mindezek alapjan lathato, hogy nem lehet egyetlen tényez6t kizarolagos okként megnevezni a
halpusztulasban. Egyrészt a fonalféreg fert6zés, masrészt pedig a DM is okozhat elhullast.
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Vizsgalataink azt mutatjak, hogy az angolnapusztulas kozvetlen oka a fonalféreg fertzés volt,
annak kialakulasat azonban mas stresszfaktorok gerjesztették, mint a magas vizhOmérséklet, a
...rossz vizmin6ség, hipoxias korilmények és DM egyiittes hatasa.

5.3.2 Az 1995-6s balatoni angolnapusztulas vizsgéalatanak eredményei €és értékelésiik

Vizsgalataink soran a mért paraméterek ugyanazt mutattak, mint 1991-ben. Az 1995-6s
mérések soran egyarant meghataroztuk az agonizald és a tdléld egyedek biokémiai
paramétereit.

A szérum GOT aktivitasa szignifikinsan magasabb volt az agonizalo egyedekben, mint a
talélokben. (28. tablazat).

A GPT nem mutatott jelentds kiilonbséget a két mérési csoport kozott.

Az agonizal6 egyedekben mért szérum AChE aktivitasa jelentds (60 %-o0s) gatlast mutatott a
masik csoporthoz viszonyitva (28.tablazat).

1995-ben a katalaz helyett LDH aktivitast mértiink. Az agonizalé egyedekben eddig soha nem
mért magas aktivitast mutatott az LDH. A megnovekedett LDH aktivitas a stresszes allapotu
halak megvaltozott metabolizmusat jelzi, amely kilonosen jellemzd az izomsejtekre: a
glitkkogén és a gliikoz lebomlasa a tejsav iranyaba tolodik el, amely letalis lehet a halak szimara
(Nakono és Tomlinson, 1967; Simon és mtsai, 1983).

A vércukorszint 2,5-szer magasabb volt az agonizalo egyedekben a talélokhoéz viszonyitva.

Az agonizal6 allatok kilonbozo szerveiben DM tartalmat sikeriilt kimutatnunk (29. tablazat).
A DM koncentracioja a majban 2,7-18,5 pg/kg nedves shlyra vonatkoztatva volt. A
legmagasabb DM koncentraciét a kopoltyikban mutattunk ki (9,0-31,1 pg/kg), mig az izom 3
ug/kg mennyiségben tartalmazott DM-et.

Az angolnapusztulds hat kiilonb6z0d helyszinérol gytijtott iszapmintaban is kimutathat6 volt a
DM jelenléte 5,5-30,0 pg/kg koncentracio nedves mintara vonatkoztatva. Az egy hoénappal
késobb megismételt mérések a fenti koncentracio Y4-ét még mindig kimutattak az iszapban.
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29. tablazat

Kiilénbozo fajok szovetmintainak, valamint kiilonb6zd helyszinrdl szarmazé iszapmintak DM
tartalma

Vizsgilt mintik gyiijtés id6pontja DM tartalom’
angolna maj 1991 julius 10. 20.0
agonizal6é angolna maj 1995. julius 24-28. 2.7-18.5
agonizalé angolna kopoltyu 1995. julius 24-28. 9.0-31.1
agonizald angolna vazizom 1995. julius 24-28. 3.0
angolna 1995. augusztus 7. 0.1-0.3
dévérkeszeg 1995. augusztus 7. 04
fogassiilld 1995. augusztus 7. 2.1
siraly 1995. augusztus 3. 1.1

4. szamu mintavételi hely 1995. julius 26. 13.0-16.2
5. szamU mintavételi hely 1995. jilius 26. 12.4-30.0
9. szamu mintavételi hely 1995. julius 26. 19.0-26.6
21. szami mintavételi hely 1995. julius 26. 5.6-8.0
4, szami mintavételi hely 1995. augusztus 24. 7.0

5. szamu mintavételi hely 1995. augusztus 24. 8.8

Megjegyzés: A megjelolt mintavételi helyek az 1995-6s angolnapusztulds helyszinére esnek. A
DM-nel tortént permetezés 1995. julius 13-14-én t6rtént.

»& — a megadott koncentraciok pg/kg nedves szoévetre, illetve nedves iszapmintara
vonatkoznak.

Ismeretes, hogy a piretroidok gyorsan leboml6 peszticidek. Nyari vizhdmérséklet mellett
természetes vizekben a felezési ideje 72-96 6ra a piretroid tipusatdl fliggéen (WHO, 1990). E
gyors lebomlas egyik oka, hogy a piretroidok képesek kot6dni a lebegd részecskékhez (WHO,
1990). Az iszapban a DM lebomlasa foként az tuledék jellemz6 adataitol fiigg (annak
hémérséklete, szemcsenagysiga és levegOvel vald ellatottsaga). Az tiledékben t6rténé DM
lebomlas relativ hosszu ideig (11-72 napig) tart (WHO, 1990).

1995-ben szamos mas intézet végzett méréseket az angolnapusztulas okéanak kideritésére.
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A VITUKI Vizminéség-védelmi Intézet a julius 22-én gyujtott doglott és 28-an gyiijtott 616,
agonizaloé és doglott egyedek, valamint julius 22-én és augusztus 1-én Balatonfiizfo és
Balatonkenese korzetében gylijtott tledék mintak permethrin - a Balatonon julius 13-14-én
hasznalt  Reslin Super ULV szinyogirtészer = hatGanyaga -  tartalmat  vizsgaltak
tomegspektrométerrel felszerelt gazkromatograffal.

Vizsgalataik soran az alabbi eredményeket kaptak: a julius 22-én gyijtott doglétt angolnak feji
részében 100,0 pg/ kg nedves szovet, a 28-an gyiijtott agonizald angolnak izmaban 1,7;
majaban 24,0; és kopoltyujdban 96,0 pg/kg nedves szovet mennyiségben detektaltak
permethrint. Ezek a mért eredmények egy, illetve két nagysagrenddel meghaladtik az
egészséges, nyiltvizi példanyoknal mért 0,5 - 1,0 pug/ kg nedves szévet értéket.

Ezen kiviil a permethrint a balatonflizf6i parti sav iszapjabol is sikeriilt kimutatniuk 0,6 pg / kg
nedves iszap mennyiségben. Tovabba megallapitottak, hogy a mintakban talalt permethrin cisz
és transz izomereinek aranya megfelel a permetezGszer dsszetételének.

Az intézet kutatdi szerint a Balatonban, de kiillonosen annak felszini rétegében a
szunyogirtoszer akar 1000-szer nagyobb koncentracidban is elofordulhat, mint a viztestben és
ebben a régidban a 96 6ras LC 50 illetve letalis permethrin koncentracio helyi el6fordulasa sem
zarhato ki. A szinyogirtészer angolnara gyakorolt "szelektivitasat" a VITUKI munkatarsai az
angolna azon viselkedésével magyarazzak, hogy azok idénként kidugjak fejiiket a vizbdl, és
igy a viz felszinén Usz0, filmszeri bevonatot képez6 szinyogirtészerrel kézvetlen érintkezésbe
keriilnek. Ilyen expozicids uUton az angolnat eléré hatoanyag, fiziologiai és biokémia
valtozasokat indithat el, amelyeknek eredményeképpen az allat karosodik, vagy elpusztul. Ezt
az elméletet tamasztja ala a kopoltyukban illetve a feji részekben talalt magas permethrin
tartalom (VITUKI Rt. Vizmindség-védelmi Intézet, 1995).

Az Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgilat Pest Megyei Intézete is végzett
szermaradvany meghatarozast. A halaszok altal augusztus 7-én, tehat 24 nappal az utols6 K-
OTHRIN 1 ULV-vel tortént permetezés utan, fogott angolnakbol, keszegekbol és siillobdl,
valamint augusztus 3-an befogott doglott illetve €16 siralybdl végezték a méréseket.
Eredményeik a kovetkezOk voltak: angolnakban 0,12 - 0,32; keszegekben 0,44; siildben 2,14,
az elpusztult siralyban 1,06; az €16, de "kovalygd" siralyban 0,12 ng/ kg nedves szovet
mennyiségben talaltak deltamethrint. A madarakban talalt szermaradvany nem meglep6, hiszen
a siralyok eloszeretettel fogyasztanak a elhullott haltetemekbdl. Igy az angolnikban
felhalmozodott szer bekeriilhetett a velik taplalkoz6 sirdlyokba. A rovarirtészerek
taplaléklancban ilyen médon torténd felhalmozodasa mar jol ismert jelenség.
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A killonbozé vélemények osszefoglaldasa

Mint lathatjuk, a vélemények megoszlanak az 1995-6s angolnapusztulas okair6l. A tuddstabor
két részre szakadt a Balatonon hasznalt sziinyogirtoszerek szerepének vitajaban. Az egyik fél
nem tarja valdsziniinek, hogy a Balatonban kialakulhatott olyan rovarirtoszer koncentracio,
amely az angolnak pusztulasahoz vezetett, hiszen ezeknek a szereknek a felezési ideje vizben
3 - 4 nap. Ok inkabb a fonalféreg-fertézés és az altala okozott iszoholyagfal megvastagodas
mellett teszik le voksukat. Az ellentdbor bizonyitottnak latja a szinyogirtdszer okozta
mérgezést és fO érvként az elpusztult angolnakban, valamint a té iszapjaban detektalt, a
szakirodalom altal is halakra rendkiviil toxikusnak tartott rovarirtdszer maradvanyok jelenlétét
emliti.

Mar szamos esetben gyanitottak, hogy Magyarorszagon néhany halpusztulasért a piretroidok a

felelosek (Salyi és Csaba, 1994). Tisztan laborat6riumi kériilmények kdzott mar bizonyitottak
a piretroidok halakra kifejtett toxikus hatasat. A 96 6ras LC 50 értékeket 0,4-2,0 pg/l kozotti
koncentracioban hataroztak meg (L’Hotellierés Vincent, 1986). Ismeretes, hogy a DM silyos
zavarokat okoz az €16 szervezetek neuromuszkularis folyamataiban (Rose és Dewar, 1983).
Els6dleges hatasa a Na™ -ioncsatorndk becsukodasanak elnyujtasa az idegsejtekben. De
megfigyelték, hogy a deltamethrin hat a szinapszisok kolin transzportjara €s foszforillacios
folyamataira (VITUKI Rt. Vizmindség-védelmi Intézet, 1995), az acetil-kolin muscarin és
nikotin tipusu receptoraira (Vizélettani Laboratérium, Szézhalombatta, 1995), valamint képes
kozvetleniil gatolni az acetilkolin-észteraz enzimet (Pénzes, 1995).

A GABA receptorok szintén gatlédnak. Ezen kiviil szamos masodlagos hatasa van a DM-nek
az egész szervezetre nézve.

Korabbi eredményeink azt bizonyitottak, hogy alacsony koncentraicé (1,5 pg/l) DM kezelés
erteljes kolinészteraz bénitast okozott a vizsgalt halak szivében, kozépbelében és
vérszérumaban (Szegletes és mtsai, 1995). In vitro enzimkinetikai vizsgalataink szerint a DM
vegyes tipusu gatlas szerint bénitja az AChE-t, melynek soran a K=15,6 + 2,4 uM (Bélint és
mtsai, 1995.) Megemlithetd, hogy a DM-kezelés szignifikdnsan novelte a vércukorszintet és
annak GOT, GPT és LDH aktivitasat. A katalaz aktivitasa 1,5 pg/l DM kezelés soran nem
valtozott (Szegletes és mtsai, 1995).

Végzetiil 1,0 ng/l DM 96 6ras kezelés az angolnak S0 %-anak pusztulasat okozta.

Szamos ellentétes vélemény alakult ki a 1991 és 1995-6s angolnapusztulas kapcsan. 1991-ben
foként a fonalféreg okozta isz6holyag-karosodas valtotta ki az angolnak tomeges pusztulasat,
azonban ehhez hozzajarult a peszticidek és egyéb o6koldgiai tényezdk egyiittes hatdsa is
(Szegletes és Nemcsok, 1992).
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1995-ben a DM volt a f6 oka a tomeges angolnapusztulasnak, amelyet az iiledékben és a

haltetemekben mért koncentraciok és a megvaltozott biokémiai paraméterek tiikroztek.

5.4. A DM hatasa a balatoni halfajok Mauther sejtjeire

5.4.1 A Mauthner sejtek elhelyezkedése a balatoni halfajok agyszovetében

A Mauthner sejtek az agytorzs azon részén talalhatok, amely régiot a kisagy boritja. Az eziist
impregnacios vizsgalatok szerint a 2 Mauthner sejt axonja a kozépvonal felett keresztezodik és
a gerincveloig nyulik le. A Mautner sejtek lateralis és ventralis dendritjeinél kiilonbozo
nagysagu €s szerkezetll terminalis boutonok szazai talalhatok. A kisagy topografiajat, amely

beboritja a 2 Mauthner sejtet a 35. abra mutatja be.

35. ébra

Ponty agyanak makroszkopikus fényképe dorsal felél. Baloldalt lathaté a gerincveld kezdete
(gv), ezt koveti a két lobus vagus (X), a kisagy (cerebell), a két lobus opticus (opt) és a
szaglogumo (olf). II:n. optici
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5.4.2 Az AChE hisztokémiai vizsgalata

Enzimhisztokémiai vizsgalataink egyik legfontosabb eredménye, hogy megegyezden Pfister és
munkatarsainak (1973), valamint Rhodes €s munkatarsainak (1986) véleményével, a Mauthner
féle oriassejtek valamennyi vizsgalt halfajban intenziv AChE aktivitast mutatnak. Ugyancsak
AChE aktivitassal rendelkeznek fOleg a lateralis dendriteken végz6dd nagy bunkoszert
végzOdések, valamint a sejttesten €s valamennyi dendriten el6forduld kisebb méretl, de

ugyancsak kémiai transzmisszio segitségeével mikodo boutonok.

36. abra A két Mauthner sejt (nyilak) szimmetrikus elhelyezkedése az agytorzs
harantmetszetén. Mind a Mauthner sejtek, mind pedig szamos axon (csillag) intenziv AChE
aktivitast mutat. Eziistkarasz, x 25
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37. abra
Mauthner sejt AChE aktivitasa. Az enzimaktivitas a sejttestre, az axonra, mind pedig a

dendritekre kiterjed. Eziistkarasz, x100

38.abra
Mauthner sejt sejttestjének (S) €s dendritjiének (D) AChE aktivitasa. Jol megfigyelheté a
dendriten szinaptizald boutonok enzimaktivitasa. Eziistkarasz, x 400
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39.abra
Mauthner sejt test (S) és dendrit (D) AChE aktivitasa. A dendriten végz6do hatalmas,
bunkoészeri idegvégzddések (nyilak) ugyancsak enzimaktivitast mutatnak. Eziistkarasz, x1000

Elektronmikroszkopos szinten az enzimreakcid termékeként erds foltok lathatok a
perikaryonban és a dendritekben, amelyekben mikrotubulusokat, mikrofilamentumokat és

mitokondriumokat is lathatunk.
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40.abra

Mauthner sejt sejttestjének (MN) és axonjanak (A) AChE aktivitasa elektronmikroszkopos
szinten. A sejttestben az enzimreakci6 az endoplazmas retikulumra (ER) lokalizalodik, mig az
axonban kitolti az axoplazmat. A sejttesthez kapcsolodik egy, ugyancsak AChE aktivitast
bouton (B), mig két masik bouton (B’) nem tartalmaz reakcio végterméket. Aranykarasz
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41.abra

Mauthner sejt dendritjének (MN) AChE aktivitasa elektronmikroszkdopos szinten. A dendritben
az enzimreakcio az endoplazmas retikulumra (ER) lokalizalodik, mig a mitochondriumok (M)
reakciomentesek. A dendrithez szinaptikusan kapcsolodik egy, ugyancsak AChE aktivitasu
bouton (B), mig a masik bouton (B”) nem tartalmaz reakcio végterméket. Aranykarasz
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A DM okozta elvaltozasokat fény- és elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (30. tablazat).

30. tablazat

A vizsgalt egyedek szama és a DM hatasanak szemikvantitativ meghatarozasa a Mauthner

sejtekre citokémiai és hisztokémiai modszerekkel.

Faj Kontroll | Tomeg | DM-es | Tomeg Dozis | Kezelési { Hatas
sziam (2) kezelés (2) (mg/1) ido
SZ. (ora)
Ponty (C)) 1200 ()] 1100 1 24 0
1500 1200 1 48 0
1650 1250 1 72 +
1700 1250 1 96 +
1300 5 72 ++
1300 10 24 ++
1450 10 48 ++
1500 10 72 ++
1700 10 96 ++
Eziist- ®) 100 9 100 1 24 0
karasz 110 110 1 48 ++
115 110 1 72 +
120 120 1 96 ++
120 125 5 72 +++
120 125 10 24 +++
130 125 10 48 +++
135 130 10 72 ++++
135 10 96 ++++
Angolna %) 350 ) 300 1 24 0
400 350 1 48 +
420 350 1 72 ++
430 420 1 96 ++
440 440 5 72 ++
440 440 10 24 ++
450 450 10 43 +
450 450 10 72 ++
450 450 10 96 ++++
Harcsa 5) 2010 )] 2000 1 24 0
2050 2200 1 48 0
2050 2250 1 72 +
2150 2300 1 96 +
2400 2300 5 72 ++
2300 10 24 +
2350 10 48 ++
2350 10 72 ++
2400 10 96 ++
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48 oras in vivo DM kezelést kovetden (1 pg/l DM az akvarium vizében) az AChE aktivitas
intenzitasa a citoplazmaban elkezdett csokkenni és 96 orat kovetden az AChE gyakorlatilag
eltiint a Mauthner sejt sejttestjébol és dendritjeibol. Magasabb DM koncentracio esetében (5,0-
10,0 pg/l) 72 oran beliil az AChE reakcidja teljesen gatlodott a perikaryalis €s dentritikus
terileteken.

42. abra
A Mauthner sejt dendritjének (D) AChE aktivitasa megszint, mig a rajta végzodo szinaptikus
boutonok (nyil) aktivitasa valtozatlan. 5 pg/l DM, 72 6ra x100. Eziistkarasz

Ugyanakkor még magasabb DM koncentracio esetében is az AChE reakcidja kimutathatd a
Mauthner sejtek szomajaban és dendritjeiben, ahol mas idegterminalisokkal Iép kapcsolatba. Ez
kiillonosen jol lathato az elektromikroszkopos felvételeken. (43. abra)
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43. abra

DM kezelés hatasa (10 pg/l 24 oras kezelés). A Mauthner sejttestbdl hianyzik az AChE
reakcio (MN), mig a bouton (B) erés reakciot mutat, Eziistkarasz
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5.4.3 A ChAT hisztokémiai vizsgalata

A Mauthner sejtek Rhodes €s mtsai szerint (1986) annak ellenére, hogy AChE aktivitast
mutatnak, mégsem tekinthetok kolinerg jelleglinek. Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan
kitinik, hogy a Mauthner sejtek perikaryonja ¢és dendritjei nem mutatnak ChAT
immunreaktivitast, ami pedig a kolinergias jelleg alapveto bizonyitéka lenne. Ezzel szemben
normal korilmények kozott a Mauthner sejtek dendritjein vagy sejttestjén végz6dd boutonok
intenziv ChAT immunreaktivitast mutatnak. A kiilonbség a ChAT-t experesszalé boutonok és
a ChAT negativ Mauthner sejt sejttestje ¢és dendritjei kozott felting fénymikroszkopos és
elektronmikroszkopos szinten egyarant.

44 abra

ChAT immunhisztokémiai reakcio eziistkarasz agytorzsében. IV: negyedik agykamra. A
csillagok a két nem reagaldé Mauthner sejtet jelzik, melyeket szamos ChAT reaktiv
idegvégzodés (nyilak) vesz kortl. x25
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45. abra ChAT a Mauthner sejt enzim-negativ sejttestjét (S) kortulvevd das idegvégzodés-
csoportban. Eziistkarasz, x400

46. abra
ChAT immunpozitiv bouton (B) szinaptizal a Mauthner sejt immun-negativ sejttestjével (MN).
Ezistkarasz
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47. abra

ChAT immunpozitiv bouton (B) szinaptizal a Mauthner sejt immun-negativ dendritjével (MN).
Ezistkarasz

A DM-nel kezelt halakban a ChAT nagymértékben lecsokken a normal koriilmények kozott
eészlelttel szemben.
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48 abra

Elektronmikroszkopos szinten a Mauthner sejten végzdddé kolinerg szinapszisok ChAT
immunreakcioja DM kezelés hatasara eltinik. MN: A Mautner sejt perikaryonja; B: boutonok.
A nyilak az idegsejt citoplazmajanak igen gyenge, ¢€s csak helyenként észlelheto
immunpozitivitasara mutatnak, amely fénymikroszképosan egyaltalan nem tinik el6.
Ezustkarasz, DM kezelés (Sug/l, 48 ora) x1000
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A ChAT expresszio blokadja teljes volt 96 ora intoxikaci6 utan 10 pg/l esetén eziistkaraszban.
Alacsonyabb koncentracié vagy rovidebb kezelés esetén a ChAT expresszié csdokkenése nem
feltin6.

Az enzim és hisztokémiai vizsgalatok szerint a Mauthner sejtek , kolinerg karaktere” vitatott
marad. Phister és mtsai (1973) kimutattdk, hogy a Mauthner sejtek mutatjdk az AChE
hisztokémiai reakciojat. Az axonterminalisok is adtak az AChE reakciét. Masrészt Rhodes és
mtsai (1986) immunohisztokémiai tanulmanya azt mutatta, hogy a Mauther sejtek nem
tartalmaznak ChAT-t. Igy ezek a sejtek nem sorolhaték az ,kolinergek” kozé. Mégis, mivel
azon axontermindlisok boutonjai, amelyek kapcsolatban vannak a Mauther sejtekkel,
tartalmaznak ChAT-t, sugalljak azt a végkovetkeztetést, hogy a Mauthner sejtek ha nem is
kolinergek, de legalabb ,kolinoceptivek”. A Mauthner sejtek Orids axonjai a gerincveldig
nydlnak le. Ezek axon kolletaralisokon keresztiil inervaljdk a gerincvel6i motoneuronokat,
amelyek megtalalhatok minden egyes gerincveldi szegmentben. (Robertson és mtsai 1963)

A DM kezelés in vivo hatasa ezekre a kolinoceptiv 6rias idegsejtekre nyilvanvalé. A korabbi
vizsgalatok (Banka €s mtsai, 1997) kimutattak, hogy a DM jelent6s hatassal van a ponty maj,
citokrém P,so monooxigenaz rendszerére. Lang és mtsai (1997) vizsgalatai szerint a DM karos
hatassal van a bél beidegzését végzd kolinerg rendszerre. Vizsgalataink szerint
val6sziniisithetd, hogy a DM jelentds hatassal van a mozgasaktivitasért felelés izomzat
beidegzésére a Mauthner sejtek kolinerg rendszerének gatlasan keresztiil.

valamint Furukawa és Furshpan (1963) deritette ki. Retzlaff és Fontaine (1960) szerint a két
Mauthner sejt reciprok gatlast fejt ki egymasra. Korn és Faber (1975, 1976) szerint ebben a
rendszerben ugyanazok a neuronok végeznek elektromos és kémiai gatlast. Ujabban Korn és
mtsai (1978 és 1982) kimutattak, hogy mig a Mauthner sejt megindit egy karakterisztikus
»startle” (megriasztasi) reflexet, amelyet C-startnak neveznek, a nem aktivalt Mauthner sejten
végz6do gatlo ideghaldézatok, amelyek glicinnel és GABA-val (gamma-amino-vajsavval)
miitkodnek, megakadélyozzék, hogy ez a sejt ellentmondasos parancsokat adjon ki. Stimulacios
kisérletek (Kruk és mtsai, 1997) bizonyitjdk a csatornak megnyitasdhoz sziikséges id6tartam
receptorokként valtozik.

A Mauthner sejt szerepét abban az idegi halézatban, amely a C-start kivaltasaért felels,
legujabban részletesen tanulmanyoztak (Eaton és mtsai, 1995, 1999). Kimutattak, hogy
kilonb6z6 ingerek, un. akusztikus, optikus és vibracids ingerlés, a Mauthner sejt unilateralis
aktivalasat okozza. Az oridsi Mauthner axon, amely a gerincvel6 ellenoldalan szall le, az
ellenkezé oldali motoneuronokat elsésorban axon kollaterslisok révén stimulalja. Ennek
eredményeként a motoneuronok a testizomzat gyors és szinkronizalt kontrakci6jat okozzak,
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amely a torzs er6s meghajlasat valtja ki, amelyet C-start reakcionak neveznek. A masodlagos
visszahatast okozo csapas meginditja a halat olyan iranyba, amely az okozd ingertdl eltavolitja.

Normalis kortilmények k6zo6tt hanginger hatasara a fej az ingerrel ellentétes oldalra fordul, mig
a torzs az inger felé domborodik (Eaton és mtsai, 1996), ezaltal a test az ingerre meréleges
iranyba fordul, mig a torzs és a farok fokozatosan kiegyenesedve koveti a fej iranyat. A hal
végiil az inger helyérdl gyors iramban eltavolodik. DM-nel (1-5-10 pg/l) 24-72 6ra hosszat
kezelt allatokon megfigyelhetd, hogy a fej elfordulasat nem, vagy csak kismértékben kéveti a
torzs konvexitasanak kialakulasa. Ennek megfelelden az inger helyétél valo eltavolodas csak
nehézkesen vagy egyaltalan nem indult meg. Emlitésre méltd, hogy az utdbbi két évben, amidta
a DM-t legalabb is részben biologiai szerekkel, mint pl. a Bacillus thuringiensis varietas
israeliensis (H-14 szerotipus) helyettesitik a korabbi évekre jellemz6 halpusztulds megsziint.
1976-ban kimutattak a fent emlitett baktériumroél, hogy a csipdszinyogok larvait elpusztitja.
Ezzel a felfedezéssel Gj, modern és kornyezetbarat szinyogirtoszer keriilt az emberiség kezébe,
amely, ha a megfeleld6 korilmények kozott (idOpont, doézis, formulazas) alkalmazzak a
szunyogpopulacié 90 %-os csokkenéséhez vezethet.
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i o C——— 2

6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben az 6t kiilonb6z6 halfaj (lénai tok, ponty, fehér busa, angolna, leséharcsa)
szerveiben a kolinerg rendszer fontos katalizalo enzimeinek, a DM inszekticid egyik o
tamadaspontjat képezd kolinészterazoknak az eloszlasat, aktivitasat, tipusait, negyedleges
szerkezetének felépitését tanulméanyoztuk. Elemeztiik a deltamethrin hatasat két halfajon, az
angolnan (Anguilla anguilla) és a pontyon (Cyprinus carpio). Kisérleteink soran vizsgaltuk a
deltamethrin kilénb6z6 szovetek kolinészteraz aktivitasara, molekularis formainak eloszlasara
gyakorolt hatéasat, jellemeztiik a gatlas kinetikdjat, értékeltik in vivo hatasat vérbiokémiai
paraméterekre, tovabba vizsgaltuk a szer felhalmozodasat kiilonbozé szévetekben.

Eredményeinket a kovetkezOkben foglalhatjuk ossze:

1. Megallapitottuk, hogy jelentOs eltérések tapasztalhatok az emlitett halfajok AChE és BuChE
aktivitasaiban, az AChE so- és detergens oldhaté formainak aranyaban, illetve az AChE
molekularis formamintazataban. Nem tapasztaltunk hasonlésagot a két rokon halfaj (fehér busa
és a ponty) paraméterei kozott. Ugyanakkor az életmoéd és az AChE aktivitasok ko6zotti
Osszefuggésre utalhat az a tény, hogy a ragadozd halak vazizmaban magas AChE aktivitast
mértink. Ez a magas aktivits a hirtelen nagy erejli izommozgas (pl. az aldozat elkapasara
iranyul6 mozgas) szabalyzasat teszi lehetGvé. Jelentds mennyiségii BuChE aktivitast csak a
lesSharcsa szivében talaltunk. Meglep0 kinetikai sajatsagokkal rendelkezd AChE-t talaltunk a
lénai tok majaban. Az itt talalhatd enzim nagyobb sebességgel bontja a BuTCh-I-ot, mint az
AcTCh-I-ot.

2. Mi mutattuk ki eldszor, hogy a deltamethrin — melyrél a szakirodalom azt tartja, hogy nem
gatolja az emlosok AChE-at — in vitro kérulmények kozott gatolja a ponty és az angolna
agyabol szarmazé AChE-t. Mindkét halban viszonylag gyorsan (5-15 perc) csokkenti az AChE
aktivitasat (40-80%). Klasszikus enzimkinetikai vizsgalatok (Michaelis-Menten kinetika,
Lineweaver-Burk vagy Hanes-féle linearizalas) szerint az AChE gatlasa vegyes tipusd volt, ami
arra utal, hogy a vizsgalt inszekticid egyarant befolyasolta az AChE szubsztratkotd és
katalitikus helyét is. Dixon médszerével meghataroztuk a K értékeket (Kyponryy = 15.60 pM,
Ki(angolna) = 11.3 pM), amely ért€kek egyrészt mutatjdk a mar relative kis koncentracioban
bekovetkezd gatlast, masrészt arra utalnak, hogy az angolna agyaban talalhaté AChE
valamelyest érzékenyebb a DM-re, mint a ponty agyaban talalhato.

3. A szubletalis DM koncentracidval végzett kisérleteink azonban nem mutattak ki szamottevo
AChE gatlast a szervekben. Pontynal szivben és vérplazmaban, angolna esetében a szivben és a
vazizomban mértiink jelent6sebb gatlast. A DM kezelés szignifikansan megvaltoztatta az
AChE molekularis formamintazatat a ponty majaban és az angolna agyaban. A két véltozasban
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hasonlésdgot mutat az Al12 formak aranyanak jelentds csokkenése, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a DM befolyasolja az 6sszetettebb formak stabilitasat.

cgpey

vérbiokémiai paraméterek idObeni lefutidsaban a ponty és az angolna esetében. Kiilondsen
feltin6 volt, hogy az angolna esetében ezen paraméterek a kezelést kovetden joval kés6bb
térnek vissza a  normal  értékhez, mint a  ponty  esetében. Ez
- véleményiink szerint — tovabbi bizonyitékot jelent arra, hogy az angolna érzékenyebb a DM
kezelésre, mint a ponty. Mindenesetre az megallapithatd, hogy a DM tébb biokémiai
folyamatot megvaltoztatott a halak szervezetében, és igy lehet6ség nyilik arra, hogy az
enzimdiagnosztika segitségével a természetes vizekben szennyezésként megjelené DM hatasat

nyomon kovessik.

5. A DM az alkalmazott kezelés soran jelentds mértékben halmozodott fel a halak szdveteiben.
Ez az akkumulacié killonésen nagymértéki volt a ponty agyaban. Azonban még nagyobb
akkumulaciot figyeltiink meg az angolna szoveteiben. Ennek okaként az angolna szoveteinek
nagyobb zsirtartalmat jelolhetjiik meg. Ugyanis a lipofil tulajdonsagh DM jol oldodik az allati
zsirban.

6. Megallapithatjuk, hogy a kilonboz6 édesvizi halak kolinerg enzimrendszerében jelentOs
kulonbségek mutatkoznak. A ponty és az angolna vizsgélt paraméterei kiilonb6z6 mértékben
véltoznak szubletalis deltamethrin kezelésre. Véleményiink szerint ezek a kiillonbségek
magyarazatul szolgathatnak a kilonb6zd halfajdk deltamethrin  érzékenységében
megmutatkozd kiilonbségekre.

7. Az 1991-es balatoni angolnapusztulas soran a Szegedi Tudomanyegyetem Biokémiai
Tanszék eredmeényei sulyos szoveti, elssorban majkarosodast mutattak ki, amit az angolnak
majarol késziilt elektronmikroszkopos vizsgalatok is alatamasztottak. A megnévekedett
katalaz aktivitas azt mutatta, hogy jelentds mértékben novekedett a szabad gyokok képzddése,
amely az uszoholyagot ért fonalféreg fert6zés altal okozott gyulladas kévetkezménye. A magas
vércukorszint vildigosan mutatta a halak stresszterheltségét. A hosszan tarté AChE gatlas pedig
arra bizonyiték, hogy az inszekticideknek is szerepe lehetett az angolnapusztulasban. Tehat
nem lehet egyetlen tényez6t kizardlagos okként megnevezni a halpusztulasban. Egyrészt a
fonalféreg fertzés, masrészt pedig a DM is okozhatott elhullast. A vizsgalatok azt mutattak,
hogy az angolnapusztulas kozvetlen oka a fonalféreg fertézés volt, annak kialakulasat azonban
mas stresszfaktorok gerjesztették, mint a magas vizhomérséklet, a rossz vizmindség, hipoxias
koriilmények és DM egyiittes hatdsa.
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8. Az 1995-6s balatoni angolnapusztulds soran végzett vizsgalataink alapjan bizonyitottnak
latjuk a DM mérgezést, amelyet az liledékben és a haltetemekben mért koncentraciok és a
megvaltozott biokémiai paraméterek is tikkroznek. A 1995-6s mérések soran egyarant
meghataroztuk az agonizald és a tuléld egyedek biokémiai paramétereit. A szérum GOT
aktivitasa szignifikAnsan magasabb volt az agonizal6 egyedekben, mint a talélokben. A GPT
nem mutatott jelentds kiilonbséget a két mérési csoport kozott. Az agonizald egyedekben mért
szérum AChE aktivitasa jelentds (60 %-os) gatlast mutatott a masik csoporthoz viszonyitva.
1995-ben a katalaz helyett LDH aktivitast mértiink. Az agonizlo egyedekben eddig soha nem
mért magas aktivitast mutatott az LDH. A megnovekedett LDH aktivitas a stresszes allapotd
halak megvaltozott metabilizmusat jelzi, amely kiilondsen jellemz6 az izomsejtekre: a glikogén
és a gliko6z lebomlasa a tejsav iranyaba tolodik el, amely letalis lehet a halak sziméara (Nakono
¢s Tomlinson, 1967, Simon és mtsai, 1983). A vércukorszint 2,5-szer magasabb volt az
agonizald egyedekben a tulélokhoz viszonyitva. Az agonizalo allatok kiilonbdzd szerveiben
DM tartalmat sikeriilt kimutatnunk. E szer koncentracidja a majban 2,7-18,5 ug/kg nedves
sulyra vonatkoztatva volt. A legmagasabb koncentraciét a kopoltylikban mutattuk ki (9,0-31,1
ug/kg), mig az izom 3 pg/kg mennyiségben tartalmazta. Megemlithets, hogy nemcsak az
angolna volt az egyetlen faj, amelyben DM-et mértiink. Négy héttel az utolsé6 DM-mel tortént
permetezést kovetden a dévérkeszegben, a fogassiildben és az angolnat fogyaszt6 siralyban is
mérhetd volt a DM. A peszticidek ilyen mértékii akkumulacidja a taplalkozasi lanc soran jol
ismert. (Salanki és mtsai, 1982). Az angolnapusztulas hat kiilonbozd helyszinérdl gyijtétt
iszapmintaba is kimutathaté volt a DM jelenléte 5,5-30,0 pg/kg koncentracié nedves mintara
vonatkoztatva. Az egy honappal késdbb megismételt mérések a fenti koncentraciéo Y-ét még
mindig kimutattak az iszapban.

9. A DM gatolja a ChAT expresszidjat azokban a neuronokban, amelyek szinaptizalnak a
Mauthner sejtekkel, igy feltételezhetd, hogy a Mauthner sejtek dendritjein levé ingerld
szinapszisok szinaptikus transzmisszidja lecsokken. Az ingerlés hianyanak logikus
kovetkezménye a C-start reakcio kiesése. Minthogy a DM a menekiilési reakcié csokkenését
okozza, az intoxikalt halak fokozottan ki vannak téve a kornyezet karos hatasainak. Joggal
feltételezhetd, hogy az ilyen halak elpusztulnak olyan veszélyes szituaciokban, amelyektdl
normal korilmények kozott a C-start reakcié megvédte volna Oket. A DM intoxikacio
végeredménye az az endemikus halpusztulas, amelyet az utobbi évtizedekben a Balaton
partjainal megfigyelhettiink.

Kisérleteink eredményei ramutatnak arra, hogy az €16 vizekbe bejuté DM milyen kéaros hatéssal
lehet az ott €16 halpopulaciora.
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A

AcCh
AChE
AcTCh-I
BuCh
BuTCh-1I
BuChE
BSA
ChAT
ChE

DM

DTNB
ECD

GP1

GPT
LDH

M

N

NADP
NADPH
ProTCh-I
SOD

7. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Angstrom (10™° méter)

Acetilkolin

Acetilkolin-észteraz

Acetiltiokolin-jodid

Butirilkolin

Butiriltiokolin-jodid

Butirilkolin-észteraz

Marha szérum albumin (Bovine serum albumin)
Kolin-acetil-transzferaz

Kolinészteraz (AChE és BuChE)

Deltamethrin  ((S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cisz-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-

dimetilciklopropan-karboxilat, C,,H,;¢Br,NO;)
5,5’ -ditio-bis-(2-nitrobenzoesav)
Elektronbefogasos detektor
Glutamat-oxalecetsav transzaminaz
glikoinozitol foszfolipid
Glutamat-pirosz6l6sav transzaminaz
Laktat dehidrogenaz

Molos oldat (1 mol anyag/1 oldat)

Normal oldat

Nikotinsavamid adenin-dinukleotid foszfét
NADP redukalt alakja
Propioniltiokolin-jodid
Szuperoxid-dizmutaz
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11. SUMMARY
The aim of the study

The aim of the study was to determine those factors, that could contribute to the variety of the
sensitivity of different fish species to the same insecticide. Since the main target of the most
insecticide is the nerve system, we highlighted, therefore, our research on the acetylcholin-
esterase enzyme. First, we wanted to be sure that there are differences in the cholinerg enzyme
system of the studied fish. After that, we made some experiments on two fish species with the
pyrethroid type deltamethrine (DM) use for extermination of mosquitoes on the shores of lake
Balaton and investigated whether there are differences in the changing of the studied
parameters of the different fish species or during different treatment.

1. Characterisation of the cholinerg enzymes in five freshwater teleosts

In the comparative study between the fish species we measured the activity of the cholinerg
enzymes in the brain, heart, skeletal muscle and liver by the method of Ellman, the ratio of the
acetil- and buthirilcholin-esterase by usage of the specific inhibitors, the ratio of the salt- and
detergent soluble AChE forms, by usage of homogenising solution with and without detergent.
Besides them we studied the proportion of the molecular forms of AChE separated in
sacharose gradient by ultracentrifuge.

To determine the effects of DM, we studied in an in vitro experiment the type of the DM
caused inhibition on AChE by classical biochemical methods, we measured the AChE activity,
determined the proportion of the molecular forms of AChE in in vivo treated and untreated
carp (Cyprinus carpio) and European eel (Anguilla anguilla). We studied the blood
biochemical parameters by photometric assays and the concentration of the insecticide residues
in the tissues of fish during and after in vivo DM treatment.

To compare the effects of DM on trated carp.

Characterisation of the cholinerg enzymes

The type, the activity and molecular forms of cholinesterases (AChE, EC 3.1.1.7 and BuChE,
EC 3.1.1.8) were characterised in the brain, heart, white skeletal muscle and liver of the
Siberian sturgeon (Acipenser baeri), European eel, catfish (Silurus glanis L.), common carp
and silver carp (Hypophthalmichthys molitrix V), belonging in four families. The brain had the
highest (between 183.2 + 10.6 and 1361.2 + 189.7 mU mg™ protein and between 4.7 + 0.4 and
23.5+2.7 U g’ wet tissue) and the liver the lowest (between 25.3 £ 1.9 and 126.5 + 22.7 mU
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mg™ protein and between 1.0 + 0.1 and 4.5 + 0.5 U g™ wet tissue) activity in all these fish, with
the exception of the catfish, where the heart contained the smallest amount of AChE (26.2 £
7.5 mU mg™” protein and 1.2 + 0.3 U g wet tissue). The highest tissue AChE activity was
found in the carp and lowest in the sturgeon.

Generally the tissues of fish do not contain BuChE with the exception of the heart of catfish,
where the 20% of the activity are originated from BuChE.

The solubility properties and molecular forms of AChE in the four tissues were studied by
extraction in high-salt medium (1.0 M NaCl) with and without the detergent Triton X-100
(0.5%, v/v). The proportions of detergent-soluble (DS) and salt-soluble (SS) forms of AChE
varied considerably from one species to another, but a general tendency could be observed: the
proportion of DS AChE was generally higher in the brain (between 70.4 + 4.1 and 82.5 +
1.2%) and lower in the heart (between 12.0 £ 2.0 and 51.3 + 2.3%) and skeletal muscle
(between 16.0 + 2.0 and 64.4 £ 0.7%).

Velocity sedimentation centrifugation revealed that most tissues contained the G4 or A4 form.
Three tissues (brain, heart, and liver) of the Siberian sturgeon contained a relatively high
proportion of the G; form (between 24.3 + 2.4 and 28.6 + 4.9%), while the skeletal muscle of
the catfish contained only the most complex type of AChE, ie. Aj. Amongst the tissues
studied, the brain and liver mostly contained amphiphilic globular forms of the G4 type, while
the heart and skeletal muscle were rich in asymmetric forms (A4 and A;>). It was concluded
that the differences revealed in the activities of AChE and in the distribution of its molecular
forms may be connected with the variation in behavioural habits k(feeding and swimming
patterns), and the developmental stage of the nervous system.

2. The in vitro and in vivo effects of the insecticides deltamethrin (DM) on carp and eel

The in vitro and in vivo effects of the insecticides deltamethrin (DM) on acetylcholinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) in different tissues were examined in adult carp (Cyprinus carpio L.) and
eel (Anguilla anguilla). The changes in biochemical blood parameters, such as the levels of
glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT, EC 2.6.1.1), lactate dehydrogenase (LDH, EC
1.1.2.3) and glucose, were also studied in DM-treated fish. The in vitro kinetic results showed
that in both fish species the inhibition of brain AChE was of mixed type, with Ky(carp) = 15.6
uM and Ky(eel) = 11.3 pM.

The in vivo treatment did not show drastic inhibition of AChE in the tissues. In the case of carp
significant inhibition could be detected only in the blood while in the case of eel the heart and
skeletal muscle showed lower AChE activity after the sublethal DM treatment.
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The DM treatment significantly increased the proportion of A4/G4 form and decreased the
proportion of the other forms (G1, A12) in the liver of carp. Similar changes could be detected
in the brain of DM treated eel.

In vivo DM treatment for 3 days caused a 20% decrease in the AChE activity of the blood
serum of carp, while the GOT and LDH activities increased 2.5-fold (72-hr sample) and 1.5-
fold (6-hr sample) as compared with those of the control carp. The blood glucose level was
30% .higher (6-hr sample) than that of the control fish. After the fish were returned to clean
water, the parameters revealed that the recovery took only 24-48 hr.

In vivo DM treatment for 4 days caused 15% decrease(96 hr sample) in the AChE activity of
blood serum of eel. The GOT activity increased by 250% (96 hr sample), the LDH increased
by 3.5-fold (96 hr sample) and the blood sugar content also increased by 2- fold (96 hr sample)
compared to the control level. After the fish were returned to clean water, the parameters
revealed that the recovery took more time (188 hrs) than in the case of carp.

High DM residues could be detected in the tissues of fish. Since the eel tissues contain more
fat, therefore the relative accumulation of DM was higher in the tissues of eel than in carp.

3. Similarities and differences between the massive eel devastations that occurred in Lake
Balaton in 1991 and 1995

In the past few years, two massive ell devastations occurred in Lake Balaton. In 1991, 300
tons of eel perished in the western basin of the lake, while in the summer of 1995 30 tons of eel
died in the estern part of the lake. Investigations carried out to find the causes of these
ecocatastrophes included measurements of certain biochemical parameters: the blood sugar
level, and the acetylcholinesterase lactate dehydrogenase, glutamic-oxaloacetic transmaninase
(GPT, EC 2.6.1.2) activities in the blood serum of the collected eels. In both 1991 and 1995
(DM), the active ingredient of the insecticide K-OTHRIN 1 ULV used against mosquitoes,
was detected in the eels; in 1995 it was demonstrated in several other animal species, i.e.,
bream (Abrimis brama L.), pike perch (Stizostedion lucioperca L.), and the common gull
(Larus canus), and in sediment samples from the lake. Additionally, laboratory experiments
were carried out to study the effects of DM on eels. In 1991, eels were carried out to study the
effects of DM on eels. In 1991, eels were collected from the western (the site of the
devastation) and eastern basins of the lake. The eels from the eastern basin were used as
controls. At that time, the AChE activity in the blood serum of the eels from the western basin
was significantly inhibited compared to that in animals from the eastern basin (P<00.05,
Student 7 test). Eels from the western part of the lake had GOT and GPT levels 20 and 100 %,
respectively, higher than those of eels from the eastern part of the lake. The blood glucose
level was much higher in the eels from the affected area of tghe lake as compared to those
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from the estern part. The brain and liver of the eels contained DM residues at 20 pg/kg wet
tissue (Gonczy, 1992). In 1995, when the eel devastation occurred in the eastern basin,
moribund and surviving eels were collected from this part of the lake. The AChE activity was
significantly inhibited in the blood serum of the dying eels as compared to that in surviving
animals (P<0.05, Student ¢ test).The blood glucose content exhibited a difference too: it was
2.5 times higher in the dying eels than in the surviving ones. A huge increase in the LDH level
was measured in the dying eels, indicating damage to different muscle tissues to an extent
never observed previously. The GOT activities of the serum were twice as high in the dying
eels as in the living fish. The GPT was not significantly changed in the serum of dying eels as
compared to the surviving animals. DM was detected in different tissue samplex of the dying
eels: 2.7-18.5 pg/kg in the liver, 9.0-31.1 ug/kg in the gill, and 3.0 pug/kg wet tissue in the
muscle. DM residues were found in tissue samples from other animals, in the following
concentrations: 0.4 pg/kg in bream, 2.1 pg/kg in pike perch, 1.1 pg/kg wet tissue in dead gulls.
The sediment samples collected from different places and at different times contained DM in a
concentration of 5.5-30.0 ug/kg wet sediment at the time of the eel deaths, while the sediment
samples collected from the same places a month later still contained DM at 7.0-8.8 pg/kg wet
sediment. Laboratory experiments with the insecticide K-OTHRIN 1 ULV revealed that 1.0
pg/l of its active ingredient, DM, caused the death of 50 % of the eels after an incubation time
of 96 hr. In the liver of the dead eels, DM was detected at 2.9-20.0 pug/kg wet tissue. All the
abovementioned changes and the DM residue detected in the eels appear to demonstrate the
contribution of DM in the severe eel devastation. This finding on the ecological risk of such
types of insecticides might be useful in their further application.

4. Effect of the DM on the Mauthner cells of Lake Balaton fish

DM, in a concentration of 1 pg/l in the aquarium water, inhibits acetylcholinesterase enzyme
activity of the giant Mauthner’s nerve cells as well as of the axon terminals synapsing with
these cells. Even more importantly, however, DM in a concentration of 10 mg/liter, induces
blockade of the expression of choline acetyltransferase in the bulbous axon terminals synapsing
with the lateral dendrites of the Mauthner cells. Since, under normal conditions, the function of
the Mauthner cells is to co-ordinate the C-start reaction, by which fish rapidly leave sites of
nociceptive stimulation, it stands for reason to assume thet DM intoxicated fish may be prone
to become victims of various factors which endanger survival of the individual. During the last
decade, waves of fish deaths were observed in Lake Balaton, which is the largest fresh-water
lake in Europe. Fish death coincided with airborne mosquito-killing campaigns. Results of the
enzyme- and immunohistochemical studies suggest that fish death might be caused by the
indiscriminate use of DM airborne spray in the mosquito-extermination campaigns.
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