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1. BEVEZETES

Az elmalt évtizedek ipari és mez8gazdasagi fejlbdése
ugréasszerl volt szinte az egész vildgon, és manapsiag a
fejlett ipari és mez8gazdasdagi technolégia mar nem
nélkiilézheti a kiildnbdz8 vegyliletek felhaszndlasat. Az egyre
magasabb szintll ipari és mezbgazdasidgi termelés azonban
komoly koérnyezetszennyezési problémédkat is okozott, amelyek
kivédése egyre nagyobb erbfeszitéseket igényel, kililéndsen
Eurdpdban. A hatvanas években az iparilag fejlett orszagok
vegyészei, toxikoldégusai és biokémikusai is bekapcsoldédtak
alap- és az alkalmazott kutatéasok szintjén a
kérnyezetkdrositd hatasok vizsgdlatdba. E tudomanyagak
eredményei a hetvenes évek elejét8l szinte Gj &gazatként
hoztdk létre a koérnyezetvédelmi biokémiat.

A termelések-felhaszndalasok soran bekdvetkezb
szennyezddések rdvid idd alatt nagy tavolsagra juthatnak el,
els8sorban a levegg, valamint a vizek gyors mozgdsa révén.
A levegObll kitlillepedd, kimosédd, majd a folydviz szallitotta
toxikus anyagok igy keletkezési helyiikt81 tavol fejthetik ki
pusztitd hatdsukat, gyakran igen révid idd alatt. Kiiléndsen
veszélyesek azok a vegyliletek, amelyek akkumuldléddni képesek
az é10 szervezetekben. A vizszennyez8dések még szubletédlis
dbézisban is kozvetleniil kimutathatd médon karositjak a vizi
szervezeteket, koztlik a halakat 1is. A toxikus anyagok
lassithatjak a tGléld egyedek fejlddését (Waiwood és Beamish,
1978; Weis és Weis, 1977) és/vagy zavarjak a normdalis
metabolikus folyamatokat (Lett é&s mtsai., 1976; Lewis és
Lewis, 1971). A peszticidek akkumulacidéjat a vizi
taplalkozasi lancban hazankban is sokan vizsgaltdk az elmidlt

években (Balogh és Salanki, 1983; Gergely és mtsai., 1977;



Salanki és mtsai., 1982).

A halakon akvariumi kériilmények kozott végzett
vizszennyez8dési modellezések révén pontosabb informacidkat
‘kaphatunk a mez8gazdasagban alkalmazott vagy a nagylizemekb8l
kikeriil8 toxikus anyagok hat&smechanizmusara, téamadasi
pontjaira vonatkozdan. A megfigyelhetd elvaltozasok
nagymértékben jellemzbek a vizsgalt anyagra és
koncentraciéjara. A kdrnyezetszennyezd anyagok jelentOsen
karosithatjak a halak idegrendszerét is, elsbsorban a
kolinerg rendszeren Kkeresztiil. Kiilondsen veszélyes az
acetilkolinészterdaz (AChE) enzim gatlasa, amely silyos
esetekben egy jellegzetes gdrcsds merevedéssel jard tdmeges
halpusztuldst okozhat. Az enzim vizsgalatat a halaknal késSbb
kezdték mint melegvérﬂ dllatok esetében, igy errdl kevesebb
adat &all rendelkezésre.

Tanszékiinkdén 1979-6ta folynak kdrnyezetvédelmi jellegl
biokémiai kutatdsok, elsOsorban halakon. Ennek alapjan a

célkitlizésiink a kordbbi biokémiai vizsgadlatok kiterjesztése

volt a halak kolinerg rendszerére is. Az irodalomban kevés
adat taldalhatdé a kiilénféle halfajok kolinerg rendszerére
vonatkozdan, 1igy legelOszdr &sszehasonlité vizsgalatokat
végeztiink 12 halfajon, amelyek Magyarorszagon leggyakrabban
megtaldlhatéak. Munkdnkban a kiilénbdz8 életmdéd (ragadozd-
névényevd, mozgasi aktivitas) és néhany kolinerg paraméter
k6zott fenndlld Osszefliggéseket kivantuk vizsgalni. A
halakban mértiik az endogén acetilkolin (ACh) tartalmat és a
kolinerg enzimeket (kolin-acetiltranszferaz; ChAT,
acetilkolinészteraz; AChE). Mivel Magyarorszag hal-
tenyésztésének nagy szdzalékat teszi ki a ponty (Cyprinus
carpio L.), ezért a pontyot haszndltuk £fO kisérleti
&llatként. Az elObbi vizsgalatok mellett jellemeztiik a ponty
agy muszkarinerg receptorokat radioligand k&étési médszerrel

(receptor szelektiv és nem-szelektiv antagonisték
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felhaszndlaséaval), tisztitottuk a ChAT-t a Michaelis &1landdk
mérésének céljabdl, és vizsgadltuk néhany szervének AChE
molekuldris forméait.

A ChAT iréanti tudomanyos érdeklddést az ACh idegmlikédésben
jatszott szerepén kiviil az magyarazza, hogy az ellene
termeltetett ellenanyagot fel 1lehet haszn&lni a kolinerg
neuronok feltérképezésére.

A ponty AChE molekuldris formdk vizsgdlatédnak célja egy
filogenetikailag alacsony szinten 4116 gerinces aloszt&dlyban
az enzim szerkezetének megismerése és egy szerves foszforsav
tipusi kolinészterdz Dbénitd vegylilet (MD) hat&séanak
molekularis szintl értelmezése. Vizsgaltuk tovabba a
mez8gazdasdgban intenziven haszndlt néhany m&s peszticidnek

a kolinerg enzimekre kifejtett hatasat is.



2. TRODALMI ATTEKINTES

A kolinerg rendszer biokémiai-farmakolégiai tulajdonséagai,
valamint a kolinerg rendszer elemeinek (acetilkolin (ACh)
szint, kolin-acetiltranszferdz (ChAT), acetilkolinészteraz
(AChE), acetilkolin receptorok (AChR)) helyi megoszlasat
régéta vizsgaljadk, bar elsOsorban melegvéri gerinces
adllatokban. A fent emlitett kolinerg elemeket els8sorban a
kdzponti idegrendszerben lokalizdltak (Kasa, 1986; Saelens
és Simke, 1976) és vizsgaltdk behatdéan a tulajdonséagait
biokémiai (Anglister és Silman, 1978; Francis és Schechter,
1980; Kéasa és mtsai., 1982; Wachtler, 1980; Wang és mtsai.,
1987; Yamamura és Snyder, 1974a), immunoldégiai (Anglister és
mtsai., 1979; Kimura és mtsai., 1981; Mesulam és mtsai.,
1984) és autoradiografiai (Gulya és Kasa, 1983; Wamsley és
mtsai., 1984) médszerekkel a kiildnb&zd alsébbrendl (Donnellan
és mtsai., 1975; Rand és Russell, 1985; Rossier, 1975; 1977;
Sugden és Newsholme, 1977) és fejlett (Gulya és Kasa, 1983;
Hartzell és Zwemer, 1980; Mesulam és mtsai., 1984; Rossier,
1977; Su és mtsai., 1980; Sugden és Newsholme, 1977;
Wachtler, 1980; Wamsley és mtsai., 1984; White és Wu, 1973)
dllatfajokban. A gerincesek agyaban - gerinctelenekével
Osszehasonlitva - az irodalmi adatok szerint nagyobb ChAT
enzimaktivitas mérhetd (Hebb és Ratkovic, 1964; Wichtler,
1980) .

Néhany adat taldlhaté a halak agyanak (Francis és
Schechter, 1980; Su és mtsai., 1980; Sugden és Newsholme,
1977; W&achtler, 1978), tectum opticumdnak (Contestabile,
1978; Contestabile és mtsai., 1979a, 1986; Migani és mtsai.,
1980), cerebellumdnak (Contestabile és Zannoni, 1975;
Contestabile és mtsai., 1979b), retindjanak (Moreno-Yanes és

" Mahler, 1979), szivének (Holmgren, 1981) és lépének (Winberg
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és mtsai., 1981) kolinerg paramétereire (els8sorban az AChE
és a ChAT enzimaktivitasokra) —vonatkozdan, de ezek
meglehetgsen sporadikusak. A halak agydnak a ChAT elleni
monoklondlis ellenanyaggal tdrténd kolinerg feltérképezését
csak az utébbi idBkben kezdték el (Brantley és Bass, 1988;
Zottoli és mtsai., 1988). Bar az irodalmi adatok mar bizonyos
tampontot adnak a halak kiilénb&z8 szerveinek AChE é&s ChAT
aktivitasadra, még kevesebb adat all azonban rendelkezésre a
szdvetek ACh tartalmdra vonatkozdéan (Florey és Michelson,
1973; Wachtler, 1983).

2.1. A kolinerg rendszer elemei
2.1.1. Az acetilkolin

1906-ban mutattdk ki, hogy a paraszimpatikus ideg
ingerlése muszkarinszerl hatdst hoz 1létre, és 1914-ben
osztottdk fel az acetilkolin hatédsait hasonlésaguk alapjan
muszkarin- é&s nikotinszerl hatasokra. Loewi 1921-ben
kimutatta, hogy a nervus vagus ingerlésekor izolalt
békaszivben egy anyag szabadul fel, amely ledllitja a masik,
recipiens sziv mlkddését. Ezt kés8bb az ACh-nal sikeriilt
azonositani, é&s 1gy bebizonyosodott, hogy az ACh egy

neurokémiai ingeriiletatvivd anyag, kémiai felépitése:

eH; o

+
CH;—N"—CH,—CH,—0—C—CH,

CH;
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Az ACh a szervezetben a kdvetkezd helyeken felells az
ingeriiletatvitelért:

-paraszimpatikus végkésziilékeknél,
-vegetativ ganglionokban,
-neuromuszkuldris junkcidban,

-kézponti idegrendszer szinapszisaiban.

A negyvenes években tételezték fel, hogy az elektromosan
ingerelhetd membrénokban az ACh k&t8dése egy proteinhez (az
acetilkolin—receptorhoz) valtozast induk&l a membran kation-
permedbilitdsaban. Felismerték azt is, hogy az AChR, valamint
az ACh szintéziséért felelBs kolin-acetiltranszferaz, és a
lebontdst végzd acetilkolinészterdz enzimek egy koordinalt,
ciklikus folyamatot alkotnak.

Az agyszovet szinaptoszdma preparaléasa esetén
centrifugdlas utdn a fellldszdban ("szabad ACh") és a
szinaptoszéma-ililedékben ("kotdétt ACh") is taldlunk ACh-t. Ez
utdébbi ACh tartalom nagy része vezikulumokban helyezkedik el,
s ezért vezikuléaris ACh-nak nevezziik. Ez a vezikularis ACh
a kvantalis transzmitter felszabadulds morfoldgiai egysége,
melyekb8l az ACh-kidramlas exocitdzissal térténik.

Az ACh-felszabaduléds, -tartalom és -szintézis kozétt
Osszefliggés mutathatd ki. Tartdés ingerlés alkalmazasakor
kezdetben fokozott ACh-felszabadulds mérhetl, amely id6ben
csokken. Ezt a csdkkenést az ACh-raktarak kimeriilése okozza,
amely a szoveti ACh tartalom csdkkenésében mutatkozik meg.
A tovéabbiakban azonban a kiindulasi és a végs® ACh tartalom
a folyamatos ACh-felszabadulas ellenére sem tér el egymastédl,
mivel a felszabaduld ACh mennyiségét a reszintézis pdtolja.
fgy az ACh-szintézis sebességét (vagyis a ChAT aktivitésat)
a kompartmentek ACh tartalma hatdrozza meg, illetve a

rendelkezésre 4116 kolin mennyisége (Goldberg és Hanin, 1976;
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Kasa, 1986). A szervek nagy részében azonban (ileum, vas
deferens, cortex, striatum) a felszabaduldé ACh mennyiségét
az exogén kolin nem befolyasolja (Vizi és Somogyi, 1978). Ez
arra utal, hogy az idegszévetben nagy mennyiségl kolin
raktarozoédik. Alatamasztja ezt az a megfigyelés is, hogy
kolin adédsdra még AChE bénitds esetén sincs sziikség, jéllehet
a felszabaduldé ACh hidrolizisének géatlasa kolinvesztéshez
vezet.

Az ACh-képzOdésben szerepld kolin de novo szintézise a
majban torténik, foszfatidil-etanolamin metilalédasat
k&vetOen foszfatidilkolin képz8dik. Az agyban kolinszintézis
nem tdrténik, a mdjbdél a kolin szabad és foszfolipid formdban
a vérrel jut az agyszdvetbe.

Az idegvégzOdésekbOl felszabaduldé ACh hidrolizise sorén
képzO8dl kolin 35-50 %$-a visszavételre keriil a preszinaptikus
végkésziilékbe. A visszamaradd kolin részben metabolizaldédik
betainna, vagy foszfolipidbe épiil be.

Az ACh szintézisét végz0 ChAT masik szubsztratja az
acetil-CoA (AcCoA). Agyban fdleg glukdézbdl vagy piruvatbél
képz8d8 AcCoA vesz részt a reakcidéban. Az AcCoA els8dlegesen
a mitokondriumokban szintetizalédik és innét Jjut a
citoplazmaba, ahol az ACh Képzbdés folyik.

Bar az ACh az elsG volt a neurotranszmitterek kdziil
amelyet megismertek és szerepét meglehet8sen felderitették
a perifériads idegrendszerben, a kolinerg neuronok és
padlyarendszerek kimutatdsa a k&zponti idegrendszerben még
nehézséget jelent.

A kivaltott kationdram spontdn lejatszdédd, exergonikus
folyamat, az iongradiensek visszadllitdsa és az ACh
szintézise azonban metabolikus energiat igényel. fgy tehat
a ChAT teremt kapcsolatot a sejt metabolizmusa és az ACh
ciklus kozott.



2.1.2. A kolin-acetiltranszferaz

Az ACh szintézisét kolinerg idegszdvetben a kolin-0-
acetiltranszferdaz (ChAT; E.C. 2.3.1.6.) katalizalja, amelyet
1943-ban fedeztek fel. Az enzim ATP jelenlétében AcCoA &ltal
katalizdlja a kolin acetilezését, amely egy tiolészter
alkoholizise wutéani észter- és tiolképz8dés. A reakcid
reverzibilis, az egyensilyi allanddéja 41.

Az enzim a kolinerg neuron sejttestjében termelddik és
axonalis transzporttal (1-6 mm/nap) jut el az
axontermindlisba, amely transzport kolchicinnel és
vinblasztinnal g&atolhaté. Immunhisztokémiailag a ChAT a
sejttestben és az idegvégz8désben mutathatéd ki nagy
mennyiségben. Egy Kkolinerg sejt ChAT tartalmdnak 2 %-a a
perikarionban, 42 %-a az axonban, és 56 %-a az axon-
termindlisban taldlhaté.

Prepardlaskor a ChAT a szinaptoszémdlis frakcidban
talalhaté a 1legnagyobb mennyiségben. A vezikuldk és a
szinaptoszéma citoszoljadnak szepardldsakor a ChAT a
citoszolban oldott formdban mutathaté ki, és nem k&t8dik a
vezikula membréanjdhoz. Ez, valamint az, hogy a ChAT nem
k6tddik lektint tartalmazdé kromatografids oszlophoz mutatja,
hogy az enzim nem glikoprotein, és ha két8dik is membréanhoz,
az interakcidéban csak intracellularis membranok vehetnek
részt.

A ChAT vizsgdlatéat neheziti, hogy nem ismeriink specifikus
enzimgatldét. Egyes sztirilpiridinszarmazékok gatoljak ugyan
az enzimet, de ezek AChE gatld aktivitassal is rendelkeznek
(White és Cavallito, 1970).

A ChAT molekulatdmegét és alegységszerkezetét régodta
kutatjadk. Az utébbi idbben publikalt adatok a Torpedo
californica elektromos szervébol izolalt enzim 63

kilodaltonja (Brandon és Wu, 1978) és a szarvasmarha nucleus
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caudatusabdél nyert prepardatum 69 kilodaltonja k&zé esnek
(Malthe-Sdrensen és mtsai., 1978). A gélszlréssel és a
szedimentdcidé-méréssel nyert adatok jé egyezést mutatnak, ez
jelzi, hogy a ChAT globularis fehérje kis axiédlis
szimmetridval (Slemmon és mtsai., 1984). '

Annak ellenére, hogy a ChAT-t mdr tdbb mint negyven éve
felfedezték, viszonylag tiszta enzimet csak a legutdébbi 10-15
évben sikeriilt el8&dllitani. A munka lassisaga két tényez8re
vezethetd vissza: az enzim igen alacsony szintje a
szdvetekben; és gyors inaktivdlddasa a tisztitdsi 1lépések
sordn. A ChAT tisztitdsdnak eredményeként 1létrehozhatd
ellenanyagot fel 1lehet haszndlni a kolinerg neuronok
feltérképezésére. A ChAT elleni monoklonédlis ellenanyag elsd
sikeres elB&allitadsa Levey és mtsai. nevéhez flz8dik (1982).
Wainer és mtsai. (1984) eredményei szerint a marhaagy ChAT
elleni antitest valamennyi eml8s eredetl ChAT-zal reagalt,
és jol lehetett haszndlni a kolinerg neuronok
immunhisztokémiai lokalizacidjara.

A ChAT-ot az Osszes elektromosan ingerelhetg szovetben
megtalaltéak. Kimutattdk ezenkiviil mikroorganizmusokban
(Alpert és mtsai., 1966; White és Cavallito, 1970),
névényekben (borsdéban, spendétban, napraforgdban, kékalgakban:
Smallman és Maneckjee, 1981), és az AChE-zal egyiitt, szamos
mas ndvényben is (Miura és Shih, 1984). Egy kiildndsen gazdag,
nem idegi eredetl ChAT-forras a placenta (Morris, 1966). A
ChAT idegsz&veten kiviili széleskdrl elterjedtsége bizonyitja,
hogy az ACh funkcidéja nem korlatozdédik a kizardlag a
szinaptikus membranok ionpermedbilitas-valtozasainak

indukcidjéara.
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2.1.3. Az acetilkolinészteraz

Az utdbbi két évtizedben biokémiai és farmakolégiai
szempontbdl az acetilkolinészterdz (AChE) a legintenzivebben
kutatott enzimek k&6zé sorolhatéd. Kiilondsen figyelemre méltdak
azok az eredmények, amelyek az AChE molekuldris formainak
kutatasa teriiletén szililettek. Ezek az adatok nagyban
hozzajarultak az AChE enzim molekularis mukddésének
fizioldégiai, valamint az evoldcid soran betdltdtt szerepének
tisztazasahoz.

Az ACh lebontasat a kolinészterazok végzik. Hasonldan a
ChAT-hoz, az AChE biokémiai tulajdonsdgait és el8fordulasat
is régdéta vizsgaljadk a gerinceseknél (Augustinsson 1958,
1959a, b; Anglister és Silman, 1978; Contestabile, 1976;
Contestabile és Zannoni, 1975; Dudai es mtsai., 1973; Francis
és Schechter, 1980; Gant és mtsai., 1984; Kimura és mtsai.,
1981; Mesulam és mtsai., 1984; Wiachtler, 1978, 1980) és a
gerincteleneknél (Sugden és Newsholme, 1977).

A reakcidban kétféle kolinészterdz vehet részt: a valdédi
(vagy specifikus) acetilkolinészteraz (AChE; EC 3.1.1.7) és
a pszeudokolinészterdaz (vagy butirilkolinészteraz vagy nem-
specifikus észterdz; EC 3.1.1.8). Az AChE az ACh-t bontja
gyorsabban, specifikus gatldészere a BW 284 C51. A pszeudo-
kolinészterdz a Dbutirilkolint bontja gyorsabban, és
ethopropazin a specifikus gatldészere. A neurondlis szdvet
acetilkolinészterazt tartalmaz, mig a pszeudokolinészteraz
dltaldban nem idegszdvetben fordul el8. A pszeudo-
kolinészteraz jelenlétét, amely a gerincesekben &dltalé&nosan
eléfordul, néhany halfajnal is leirtak (Augustinsson, 1958;
Clos és mtsai., 1957; Clos és'éerfaty, 1958).

Az AChE molekula felépitésében alapvetd szerepet jatszik
egy kb 80.000 dalton molekulasilylG globuldris monomer forma
(Bon és Massoulié, 1976; Dudai és Silman, 1974). A monomerbdl
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diszulfid hidak révén dimer képz8dhet (Anglister és Silman,
1978; Rosenberry és mtsai., 1980). Két dimer feltehet8en Van
der Waals erdk hatasara tetramerré kapcsolédhat. A tetramerek
elektronmikroszképbal lathaté haromszdlas farokrészhez
kapcsolédhatnak (Dudai és mtsai., 1973; Rosenberry és mtsai.,
1980) , amely farokrész immunoldégiailag (Anglisterlés mtsai.,
1979) valamint a kollagendzzal szembeni viselkedésiiket
tekintve (Lwebuga-Mukasa és mtsai., 1976; Rieger és mtsai.,
1976) a kollagénhez hasonlitanak. A farki rész egy-egy
szdldhoz diszulfid hidakkal ©szesen hdrom tetramer fejrész
egy-egy dimerje kapcsoldéddhat (Bon és Massoulié, 1976;
Rosenberry és mtsai., 1980). Ennek alapjan ezidaig 6-féle
AChE molekularis format kiildnitettek el (1. Abra).

Az AChE a szinaptoszdémdban, axondlis és gliamembréanhoz
k6tOdve fordul elS. Az enzim a perikarionban termel8dik, és
a ChAT-hoz hasonldan, axondlis transzporttal jut az
axontermindlisba. Az irodalmi adatok szerint a sejtek AChE
tartalma nem jelosl feltétleniil kolinerg neuront
(Contestabile, 1978; Storm-Mathisen, 1977).

Az ACh szintéziséért és lebontasaért felelBs enzimek
dltalénos elb&fordulédsa sugallja, hogy a kationpermeabilités
ACh kdzvetitette kontrollja a sejtmlikddés 4&ltalénos

jelensége, akar innervalt a sejt, akar nem.



Globularis formék:

Asszimetrikus formék:

1. Abra

Az acetilkolinészteraz molekuléaris formdinak
negyedleges szerkezete Bon és mtsai (1979) szerint.
A globuléaris formékat "G", az asszimetrikus formakat
"A" jeldli. A diszulfid hidak elhelyezkedése és a
kollagén farokhoz térténd kapcsoléddsa Anglister és
Silman (1978) modellje szerint &bréazolva.

G, = 4S5, G, = 10S, A,, = 16S szedimentacidés &llanddjd
AChE formak.

12



13

2.1.4. A muszkarin tipusi acetilkolin receptor

Az ACh neurokémiai transzmitter a vegetativ ganglionokban,
a posztganglionadris paraszimpatikus rostokban, a neuro-
muszkuldris junkcidban és a kézponti idegrendszerben. Ez arra
utal, hogy a kolinerg receptorok a kiilédnbz8 neuro-
transzmisszidés helyeken nagyfokd hasonlésdgot mutatnak.
Ugyanakkor a kolinerg receptorok k&ézétti kiildnbségre utal,
hogy az egyes ingerﬁletéttevgdési helyeken az ACh hatéasat
eltérd vegyliletekkel lehet kivaltani, ill. felfiliggeszteni.

‘A paraszimpatikus . effektorsejtek kolinerg receptora
muszkarintipusd, atropinnal gatolhatdé. A vegetativ ganglionok .
és a neuromuszkuléaris junkcid nikotinreceptorokkal
rendelkezik, mig a k&zponti idegrendszerben muszkarinszeru
és nikotinszerl kolinerg receptorok egyarant kimutathatdk.
Az ACh, a muszkarin és a nikotin agonistdk, ill. antagonistak
azonos strukturdlis hasonlésdgot mutatnak: kvaterner vagy
tercier nitrogént, vagy ezzel ekvivalens csoportot, és egy
olyan atomot tartalmaz, amely hidrogénk&tés kialakitaséara
képes. A kolinerg receptorok topogrdfidaja nagyfokid
hasonlésagot mutat az AChE aktiv centrumédval.

Az utébbi tanulmdnyok legaldbb 2 muszkarinerg (M1f

kortikalis tipusd, és M sziv tipusd) receptortipust

27
kilénitenek el idegrendszeri (kdzponti és periférias)
valamint nem idegi eredetl szdvetekben a kiilénbszd
allatokban: rovarokban (Donnellan és mtsai., 1975), halakban
(Francis és Schecter, 1980; Moreno-Yanes és Mahler, 1979),

kétéltlekben (Hartzell és Zwemer, 1980), madarakban (Meyer

és mtsai., 1982) és emlOsdkben (Vickroy és mtasi., 1984;
Wamsley és mtsai., 1984; Watson és mtsai., 1984, 1985, 1986a,
b; Yamamura és mtsai., 1984). A muszkarinerg receptorok

heterogenitasat a nem-klasszikus pirenzepinnel (PZ) (Freedman

és mtsai., 1988; Hammer és mtsai., 1980; Hammer és Giachetti,
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1982; Luthin és Wolfe, 1984, 1985; Watson és mtsai., 1982;
1984; 1986a, b, c¢) valamint az AF-DX 116-al (Freedman és
ntsai., 1988; Giachetti és mtsai., 1986; Hammer és mtsai.,
1986; Micheletti és mtsai., 1986; Wang és mtsai., 1987)
végzett kisérletek tamasztjdk ald elsOsorban. A radioligand
kétési tanulmdnyok alapjan a QNB nagy affinitdssal nem-
szelektiven koét8dik a muszkarinerg receptorokhoz (Birdsall
és mtsai., 1980; Luthin és Wolfe, 1984; Watson és mtsai.,
1986b; 1986c; Yamamura é&s Snyder, 1974a, b). A pirenzepin az
M, tipusG receptorokhoz kd6t8dik specifikusan é&s nagy
affinitassal (Gillard és mtsai., 1986; Hammer és mtsai.,
1980; Luthin és Wolfe, 1984; Watson és mtsai., 1986b, c), mig
az antagonista AF-DX 116 elsbsorban az M, receptorokhoz
k6t8dik (Hammer és mtsai., 1986; Micheletti és mtsai., 1986;

Wang és mtsai., 1987; Watson és mtsai., 1986a).

2.2. A felhasznalt novényvédoszerek (peszticidek) jellemzése
2.2.1. A paraquat

A kvaterner amménium-vegyiiletek toxicitadsat régen
felismerték. A kutatdsok eredményeként 1958-ban mutattdk be
a bipiridillium herbicidek mindmaig legjelent8sebb
képviseldjét, a paraquatot (PQ; 1,1'-dimetil-
4,4'bipiridillium-diklorid). A vegylilet széleskérlien
alkalmazott névényi deszikkéans. Levélherbicidként
alkalmazzak, mivel a lombozatbdl gyorsan transzlokdlédik. Nem
szelektiv hatasd, minden ndvényt - amelynek felliletére
rapermetezik - par napon beliil elpusztit. A vizben ionokra
disszocidldédd vegylilet a ndvénybe jutva a fotoszintetikus
elektrontranszport gatlasa révén fejti ki toxikus hatéasat.
Elektronakceptorként elvonja az elektronokat az I. foto-
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szintetikus rendszerbdl, igy megakadédlyozza a NADPH
képzbdését. A folyamatban a PQ stabil szabadgydkké
redukaldédik, amely oxigén Jelenlétében visszaoxidalédik
folytonos hidrogén-peroxid (H,0,) képzGdése mellett. A
hidrogén-peroxid a sejtmembrant alkotd lipidek peroxidacidja
révén pusztitja a ndvényt. EmlOsdkben a bekeriilt PQ szabad
formdban kering a vérben, ahonnét gyorsan eljut a szdvetekbe.
Egy mg/kg PQ Jjelenléte a szdvetekben madr letdlis 1lehet.
Jelenlegi ismereteink szerint a szabadgydkdk &altal okozott
lipid peroxidacidé kovetkeztében kdrosodik a sejtmembran, és
a sejt funkciondlis integritésa megszlinik. E sajatsdga révén
az dllatokban els8sorban a tiidot, de a szivet, majat, vesét
is jelent8s mértékben karositja. Halaknal az els8dleges
célszerv a KkopoltylG, melynél a KkopoltylGlemez hamrétegének

destrukcidja kovetkezik be.

2.2.2. A réz-szulfat

A féntartalmd fungicidek gombadld® hatdsat a beldliik
keletkezO fémkationok keldtképzO sajdtossdgai biztositjak.
Fontos szerepe van a kationok elektronnegativitasanak, ez
hatarozza meg a fém kotésének stabilitasat, a fémkelatok és
szulfidok &llanddésagat. A rézvegyliletek (pl. a réz-szulfat;
Cuso,) gomba613 hatédsa azon alapul, hogy a sejt belsejébe
juté cCu''-ionok komplexet képeznek a fehérjék tiol- és
aminocsoportjaival, amelyek igy nem specifikusan gatlédnak.
LegfObb karosité hatdsat a membranon fejti ki, mivel a
membran szulfhidril csoportjait diszulfidokkéa oxiddlja. Ebben
a folyamatban a réz kupro formdjéanak van szerepe, amely gyors
folyamatban képes reagdlni a molekuldris oxigénnel. E
folyamatban szintén szuperoxid gydkdk szabadulnak fel. A
megndvekedett mértékl lipid peroxidéacid a membran
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destrukcidéjahoz vezet.

A vizi Skoszisztéma egyensilyat mar 2 mg/l Cu szennyezOdés
felborithatja, elsOGsorban a baktériumfléra, majd az
alsébbrendu rakok . szamanak csokkentése &altal (Labat és
mtsai., 1977; Singleton és Guthrie, 1977; Weis é&s Weis, 1977;
Winner és Farell, 1976). A vizi é&l8lények nagymértékben
akkumuléaljak szervezetiikben a nehézfémeket. A felddsulés
miatt az é&l8lények szerveiben tehdt a réz mar kis
mennyiségben is toxikussa valhat.

Fontos megemliteni, hogy a Cu toxikus hatdsa mdédosithatd
a kiildnbsz8 8koldgiai faktorok &ltal (pl. pH, hdmérséklet,
oldott oxigén) (Hughes és Nemcsdék, 1988; Zitko és Carson,
1976) .

2.2.3. A methidation

Az inszekticid methidation (MD; S-2,3-dihidro-5-metoxi-
2-oxo0-1,3,4-tiodiazol-3-ilmetil-0,0-dimetil-foszfoditioat)
1966 6ta kaphatdé a kereskedelmi forgalomban. Nagy
mennyiségben haszndljak gylimdlcsdsdk és sz018 rovarkartevoi
ellen. Nagylizemi felhaszndldsra engedélyezett készitmény az
Ultracid 40WP, 40 %-os methidation tartalommal. Az &llati
szervezetbe kerililve Gn. kevert funkcidéjid oxidaz enzimek
segitségével, novényekbe Kkerililve valdszinlileg peroxidaz
enzimek segitségével oxidativ deszulfurdlason megy keresztiil,
igy fejti ki AChE bénitd hatasat. A szerves foszforsav-
észterek kozismerten gatoljak a vizi él8lények AChE
aktivitéasat (Coppage és Braidech, 1976; Gage, 1955; McLeese
és Metcalfe, 1979). Az él0 szervezetekben az akkumulalédasa
miatt a MD szennyezés nagymértékl toxikus hatédst fejthet ki
a természetes vizek Okoszisztémdjadra. Az akkumulilddéas a
taplalkozasi 1ladnc tetején taldlhatdé szervezeteknél a
legnagyobb mértékll, igy a vizi Skoszisztémdban els8sorban a
halak szervezetében diasul fel.
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3. ANYAGOK-MéDSZEREK

3.1. A felhasznalt vegyszerek

[H] (-)QNB  ([fenil-4-H]quinuklidinil benzilat; spec.
aktivitds: 1,41 TBg/mmol) é&s [1-'“CJacetil-CoA (spec.
aktivitas: 1,85 MBgq/mmol) az Amersham cégt8l (Amersham, U.K);
[3H]PZ ([N-metil-*H]pirenzepin; spec. aktivitas: 3,1
TBgq/mmol) a NEN-t81 (Boston, Mass.); oxotremorin, atropin-
metilnitrat, karbamilkolin-klorid (karbakol), polyetilénimin
és ezerin-szulfatot a Sigma-tél (St. Louis, Mo.) szereztiik
be. Atropin-szulfat a Merck (Darmstadt, F.R.G), a pirenzepin
(P2) és az AF-DX 116 (11-[[2-[ (dietilamino)metil]-1-
piperidinil]-acetil]-5,11-dihidro-6H-pirido[2,3-b]~-
[1,4]benzodiazepin) a Dr. Karl Thomae Gmbh. (Biberach, F.R.G)
gydrtmdnya. Acetiltiokolin-jodid (AcThCh-jodid) a Lachemia
(Brno, Czechoslovakia), a POPOP (1,4-di-[2-[4-metil-5-
feniloxazoil]]-benzol) a Koch-Light Lab. (Colnbrook, Berks.,
U.K) gyartmanya. Natrium tetrafenilborat a VEB Laborchemie
(Apolda, G.D.R) gyartmédnya. A tdbbi vegyszer, beleértve a
PPO-t (2,5-difenil-oxazol) is, analitikai tisztas&gd Reanal

(Budapest, Hungary) gyartmanya volt.

3.2. Az ACh tartalom mérési moédszere

A posztmortdlis ACh szint valtozasanak Kkikiliszobdlése
érdekében a vizsgdlt halak fejére mikrohulldmd sugarzéast
bocsajtottunk (Metabostat, Model 4101; Gerling Moore Inc.,
Santa Clara, Ca.) (kimeneti sugdrzas: 5 kW, sugarzasi ido:
0,8 sec, frekvencia: 2,45 GHz). Ezutadn kiemeltiik a vizsgalt

szerveket (a cerebellum nélkiili agyat, a teljes szivet, a
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gyomor uténi 1-2 cm-es k&zépbéli darabot és a melldszdék aldl
egy fehér-izom darabot) és 1,2 ml desztillalt Jjéghideg
acetonitrilben, Potterfcsgben homogenizgltuk (5 perc, 250
rpm). Belsd ‘standardként ismert mennyiségl butirilkolint
mértiink az acetonitrilbe. 30 percig jég koézdétt tartottuk a
homogenizatumot, majd centrifugdltuk (15 perc, 20000 g). A
felliliszdé ACh tartalmdnak meghatdrozasat Na-tiofenoléatos
demetildlis utdn (Jenden és Hanin, 1974) Perkin-Elmer Sigma
1 B gazkromatograffal végeztiik Budai és mtsai. (1986) &altal
leirt médon. Az ACh tartalmat nmol ACh /gramm nedves
szdvetsilyban adtuk meq.

3.3. A ChAT aktivitas mérése

A ChAT aktivitdsat Fonnum (1975) mbédszere alapjan mértik.
Az inkubaciés elegy végs® koncentraciéi a kdvetkez8k: 0,6
mM [1-'“CJacetil-CoA, 300 mM NaCl, 10 mM kolin-klorid, 20 mM
EDTA és 0,1 mM ezerin-szulfat 50 mM-os natrium-foszfat
pufferben oldva (pH 7,4; 30 °C). A reakcidét a homogenat
hozzdadasaval inditottuk. A vak mérésekor a homogenizatum
helyett puffert mértilink az inkubdldé elegybe. Az inkubéacids
iad (15 perc; 30 °C-on) utan a csoévek tartalmat 3 x 5 ml
jéghideg 10 mM-os Na-foszfat pufferrel (pH 7,4)
szcintilldcidés kiivettdba mostuk 4&t. A szintetiz&alddott
[1-'“c]Ach-t acetonitril-tetrafenilborat-toluol

[+

szcintillacids koktél (2 ml acetonitril, amely 0,5 % Na-
tetrafenilboratot tartalmazott és 5 ml toluol, amely 0,5 %
.PPO-t és 0,015 % POPOP-ot tartalmazott) alkalmazdsdval LKB
1215 Rackbeta II folyadékszcintillacids késziilékkel mértiik.
A ChAT aktivitasat nmol szintetizalt ACh /perc/gramm fehérje
értékben fejeztiik ki.

A mbdszer elve az, hogy az ACh képes 1lipidoldékony
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komplexet képezni natrium-tetrafenilborattal. A ChAT &ltal
termelt jelolt ACh acetonitrilben oldott
natrium-tetrafenilborattal komplexbe megy, amely toluolos
szcintillacibés koktélba dtrdazhatd, mig a jeldlt AcCoA a vizes
fazisban marad. A médszer elbnye, hogy kdzel neutralis pH-n
térténd extrakciénal az acetilkarnitin karboxilcsoportija
megakadalyozza a komplexkéngdést, igy az eljaras alkalmas
a ChAT és a karnitin-acetiltranszferdz egymds melletti

meghatarozasara.

3.4. Az AChE aktivitas mérése

Az AChE aktivitdsat Ellman és mtsai. (1961) spektro-
fotométeres eljarasaval mértiik. A 2,06 ml végtérfogatid elegy
Ssszetétele a kdvetkezd volt: 2 ml 50 mM-os Na/K-foszfat
pufferben (pH 7,2; 25 °C) oldott 2,2'-dinitro-5,5'-
ditiobenzoesav (DTNB) (0,26 mM) és 0,05 ml AcThCh-jodid oldat
(82,4 mM-os, deszt. vizben oldva). A reakcidét 0,01 ml
homogenat hozzaadasaval inditottuk, és 412 nm-en detektaltuk
Beckman DU-8 UV-Vis spektrofotométerrel. Az AChE aktivitéasat
az elhidrolizalt AcThCh-jodid pmol/perc/gramm fehérje
értékben adtuk meg.

3.5. Radioligand kotési moédszer

A frissen kivett cerebellum nélkiili ponty agyakat késes
homogenizdldéval homogenizdaltuk (2 x 1 ©perc) 9-szeres
térfogatd Jjéghideg 10 mM-os natrium-foszfat pufferben
(pH 7,4) a [’H]PZ k&tés, és 50 mM-os Na/K-foszfat pufferben
(PH 7,4) a ﬁH](—)QNB ligand ko&tés méréshez. A homogeni-
zatumot lecentrifugdltuk (2 x 10 perc; 20000 g; 4 °C), majd
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a kapott liledéket felszuszpendaltuk az alkalmazott pufferben
(10 mM-os natrium- vagy 50 mM-os Na/K-foszfat puffer; pH 7,4;
4 °C). A szuszpendalas utan kapott membranfrakcidét hasznaltuk
a radioligandok kotéséhez.

A radioligand k&tés mérését a membranfrakcid készitésétdl
szamitott 2-5 o6ran bellil elvégeztiik, bar vizsgdlataink
szerint a ponty agy membran néhdny napig fagyasztva tarolhatd
a radioligandok ([°H]PZ vagy a [°H](-)QNB) k&étési para-
métereinek megvadltozdsa nélkiil. A membrant 25 °C-on 120
percig inkubdaltuk az alkalmazott 1 ml-nyi pufferben (10 mM-os
natrium- vagy 50 mM-os Na/K-foszfat pufferben; pH 7,4), amely
tartalmazta a [‘H]PZ-t vagy a [3H](—)QNB-t, valamint a
kivalasztott kolinerg inhibitorokat. A reakcioét a
membrénfrakcidé hozz&dadasaval (0,2 ml) inditottuk (a végso
fehérjetartalom: 0,09-0,1 mg/ml a [°H](-)QNB és 0,8-0,9 mg/ml
a [’H]PZ k&tés mérésénél). A kinetikai tanulmanyokban a
csdveket kiilénbsz0 ideig inkubaltuk: 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45,
60, 90 vagy 120 percig az asszociéacids, és 5, 10, 15, 30, 45,
60, 90 vagy 120 percig a disszocidcidés kisérletekben.
Atropin-szulfatot hasznaltunk (10® M) a nemspecifikus k&tés
meghatirozdsdhoz. A meghatérozott inkubaciés id8 utén a
kst8dést 5 ml jéghideg halfizioldégias séoldat (0.62 %$-os NacCl
oldat) hozzaadasaval gyorsan 1ledllitottuk, majd a csdvek
tartalmat Whatman GF/B szﬂrglapra szUrtiik Brandel M-24
szlUr8késziilékkel. A [H]PZ hasznilatanal a szlr8lapokat
elbzetesen 0,1 tf%-os polietilénimin oldatba &ztattuk be,
hogy cs&kkentsiik a hattérkstbdést. A szlrlket a szlrés utén
3 x 5 ml jéghideg halfizioldgids sdoldattal mostuk,
szaritottuk, szcintillédciés kiivettdba helyeztiik, majd 6 ml
szcintillacidés koktélt (900 ml toluol és 100 ml Triton X-100
keveréke, amely 4 g PPO-t és 0,15 g POPOP-ot tartalmazott)
mértiink ra. A radioaktivitadst LKB 1215 Rackbeta II
folyadékszcintillacids szamlaldéval mértiik (hatasfok: 44 %).
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3.6. A fehérjetartalom mérése

A mintdk fehérjetartalmdt Schacterle és Pollack (1974)
dltal mdédositott Lowry és mtsai. (1951) mddszere szerint
hatidroztuk meg. Osszehasonlitd fehérjestandardként albumint
(BSA) hasznaltunk.

3.7. Adatelemzés

A kapott atlagokat * S.D., valamint az adatok szamat (n)
tliintettiik fel. Student's Newman Keuls teszttel kapcsolt egy-
utas variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk a statisztikai
elemzéshez. A korreldcids koefficienset a legkisebb négyzetek
médszerével szamitottuk. Szignifikanciaszint: p<0.05. A
kotési paramétereket nemlinedris legkisebb négyzetek
regresszidés analizisével kompjuter illesztéssel (Biosoft,

Elsevier Cambridge, U.K.) hataroztuk meg.

3.8. A vizsgalt halfajok

A csontoshalak kolinerg rendszerének Osszehasonlitd
vizsgalatédnal 8 kiilénbdz8 csalddba tartozé 12 halfajt
vizsgadltunk: ©Pontyfélék (Cyprinidae): ponty (Cyprinus
carpio), compdé (Tinca tinca), fehér busa (Hypophthalmichthys
molitrix), pettyes busa (Hypophthalmichthys nobilis);
Harcsafélék (Siluridae): 1les8 harcsa (Silurus glanis);
Térpeharcsafélék (Ictaluridae): torpeharcsa (Ictalurus
nebuiosus); Angolnafélék (Anguillidae): angolna (Anguilla
anguilla); Pisztrangféelék (Salmonidae): szivarvanyos
pisztrédng (Salmo gairdneri); Csukafélék (Esocidae): csuka
(Esox lucius) ; siigérféleéek (Percidae): fogassiilld
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(Stizostedion lucioperca), vagd durbincs (Acerina cernua) és
Diszsiigérfélék (Centrarchidae): naphal (Lepomis gibbosus).

A kisérletekhez az egynyaras siilld kivételével kétnyaras
dllatokat (testsdly: 150-350 g) haszndltunk. A beszerzési
helyr81 valdé szallitds utan az 4&llatokat egy hétig
adaptdlédni hagytuk (15 °C vizh8mérsékletl) 100 1l-es
akvariumokban.

Az ACh tartalom mérését 9 halfajon végeztiik el, fajonként .
5 egészséges példanyt haszndlva. A mikrohullamd besugéarzas
utan kiemeltiik a vizsgadlt szerveket (a cerebellum nélkiili
agyat, a teljes szivet, a gyomor utédni 1-2 cm-es k&zépbéli
darabot és a melliszdk aldl egy fehér-izom darabot), majd
szarazjéggel rogton lefagyasztottuk és -18 °C-on tartottuk
a felhasznalasig (3-10 6ran belil).

A ChAT és AChE enzimek mérését fajonként 5 sértetlen,
egészséges példanybdl végeztiik. A kivalasztott halakat
dekapitaltuk, és a szervdarabokat jéghideg 40 mM-os natrium-
foszfat pufferben (pH 7,0) késes homogenizaldéval
homogenizaltuk (2 x 3 perc), és ebbdl mértiik az

enzimaktivitasokat.

3.9. A ChAT Michaelis allandéinak meghatarozasa

A ponty agy ChAT Michaelis dllanddinak pontos
meghatarozasdhoz tisztitottuk az enzimet. A tisztitashoz
szlikséges pontyagyakat ép, egészséges halakbdl gyﬂjtéttﬁk
Ossze. A Tisza HTSZ Fehértdéi Haldszcsardadjanal tortént
él8halfeldolgozas soran frissen kiemelt, lehltstt, és 2 6ran
bellil =18 °C-ra lefagyasztott cerebellum nélkiili pontyagyakat
haszndltunk. A lefagyasztott agyak salyat lemértik, majd
Potter-cs8ben 4-szeres térfogatd Jjéghideg 40 mM-os
natrium-foszfat pufferben (pH 7,4) homogenizdltuk (3 perc;
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250 rpm). Centrifugdlas (1 o6ra; 100000 g) utdan a tiszta
fellilGsz6t hasznaltuk az enzimreakcid® mérésének optimali-
zdldsdhoz és a tisztitéashoz.

A ChAT tisztitds elsO 1épését festék-ligand kromato-
grafidaval végeztik. Ez abban kiildnbdzik az affinitas-
kromatografiatdél, hogy a szdébanforgd aromds festékek nem
d4llnak szembetlUnd szerkezeti  rokonsdgban az enzim
szubsztratjaival vagy inhibitoraival, bar az aktiv helyhez
kdtOdnek. A Cibacron Blue F3GA nevi textilfestéket szamos
globuléaris fehérje tisztitasara felhaszndltak mar, dextranhoz
kotott formdja Blue Dextran néven keriil a kereskedelmi
forgalomba. A ChAT tisztitdsa sordn mi is ezt hasznaltuk
Sepharose 4B hordozdhoz kapcsolva.

A Sepharose 4B oszloptdltetre brdémcidnos aktivalas utéan
kotottik a Blue Dextrant. Az oszlopot 40 mM-os
natrium-foszfat pufferrel (pH 7,4) equilibraltuk. A nyers
enzimpreparatumot 4 °C-on 1 6ran keresztiil cirkuldltattuk az
oszlopon, hogy maximdlis enzimmennyiség k&t8djén fel. Az
eldcidé linedris NaCl sbégradienssel (0-1,5 M) tortént. Az
enzimet tartalmazdé frakcidkat (NH,),SO,-tal kisdztuk, majd
kis térfogatd 40 mM-os natrium-foszfat pufferben (pH 7,4)
tdrtént feloldds utan Sephadex G-25 tdltésl Pharmacia PD-10
oszlopon soémentesitettiik. Az &sszegylUjtétt frakcidkat
hasznaltuk fel a kromatofdkuszdladshoz. A kromatofdkuszaléast
a Pharmacia receptje szerint, Sluyterman és Elgersma (1978)
altal leirt médon végeztiik 10 cm’-es "PBE 94" (Pharmacia)
tdltetll oszlopon. Elualésra "Polybuffer 96-ot" (Pharmacia)
alkalmaztunk, 6,5-9 pH tartomadnyban. A maximdlis tisztuléast
mutatd frakcidékat haszndltuk a ChAT Michaelis &llanddinak
meghatarozasahoz.

A Michaelis &llanddk meghatdrozasandl az egyik szubsztrat
dllandd koncentrdcidén tartdsa mellett a masik szubsztrat

koncentraciéjat valtoztattuk, és mértiik a ChAT aktivitas
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kezdeti sebességeket. A kapott adatokbdél a Michaelis
dllanddékat Lineweaver-Burk féle abréazoléassal, grafikus Gton

kaptuk meg.

3.10. A ponty AChE biokémiai jellemzése

Mindkét nemb8l sz&armazdé 850-1000 gramm sGlyG ponty
szerveit (agy, vazizom, sziv, vérplazma) haszndltuk a
kisérletekhez (n = 8). A hal agyat, izmat és szivét 5-sz0rds
térfogatd jéghideg halfizioldgids sdoldatban késes homo-
genizaldéval homogenizdaltuk (2 x 3 perc). Centrifugalas (20
perc; 10000 g; 4 °C) utén a felﬁiﬁszébél mértiik a szabad
AChE aktivitast. A kotétt AChE méréséhez a szabad AChE
mérésekor kapott {iledéket homogenizdltuk Gjra Triton X-100
detergens tartalmd pufferrel. A homogenizaldé oldat a
kdvetkez8 volt: 10 ml 4M-os NaCl oldatot, 10 ml 5 %-os
Triton X-100 oldatot valamint 3,1 ml 400 mM-os natrium-
foszfat puffert (pH 7,2) desztillalt vizzel 100 ml vég-
térfogatra egészitettiink % N Pszeudokolinészteraz
gatlészerként ethopropazint, acetilkolinészterdaz gatloként
pedig BW 284 C51-et haszndltunk az aktivitasmérések soran.

Az AChE molekularis formdinak vizsgalatdhoz a halak agyat
és majat hasznaltuk. A peszticid-kezelésnél az akvarium
vizében oldottuk a MD-t (2 mg/l). Egy hetes kezelés utéan a
szerveket 9-szeres térfogatd jéghideg 12,5 mM-os natrium-
foszfat pufferben (pH 7,2) Kkéses homogenizdldédval homo-
genizdltuk (2 x 3 perc). A puffer 400 mM NaCl-ot és 2 tf%
Triton X-100-at tartalmazott. Centrifugdlast k&vetden (2 éra;
100000 g) a feliilliszobdl mértiik az AChE aktivitdst. Az AChE
molekuldris alformdinak elvalasztdsa 200 pl feliilGszdbol
tortént 5-20 %-os szachardéz gradienst haszndlva, amelyet
0,5 tf% Triton X-100-at tartalmazé pufferben oldottunk. A
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marker enzimeket (B-galaktozidaz, katalaz, alkalikus
foszfatdaz) a 200 pul feliildszdra vittik fel. A centrifugélas
Spinco L2-65 centrifugdn tortént (100000 g, 4 °C, 9 dra, SW
65 rotor) . A molekuléris alforméak azonositasa és
meghatdrozdsa a marker enzimek segitségével, grafikusan
tortént.

3.11. Peszticid-kezelések hatdsanak vizsgalata
3.11.1. Tartasi és kezelési koriilmények

A vizsgadlatokhoz mindkét nembOl szarmazdé 850-1200 gramm
silyG pontyot hasznaltunk. Az 4&allatokat harmasaval 100
literes jél1 levegbztetett, 20 °C vizhSmérsékletl akvariumban
tartottuk. A vizsgalt hatdéanyagokat (PQ, Cuso,, MD) az
akvarium vizében oldottuk fel. Az alkalmazott peszticid
koncentracidék: PQ: 5 mg/l; CusO,: 5 mg/l; MD: 2 mg/l,
kezelési id® 1 hét. A kezelést kdvetBen a pontyok agyabdl
(n = 6) mértiik a kolinerg paramétereket. A vegyes kezelések
koncentraciéi: 2,5 mg/l1 PQ + 1 mg/l MD; 2,5 mg/l CuSO, +
1 mg/1 MD; 2,5 mg/l Cuso, + 2,5 mg/1l PQ. Kezelési idS 1, 4,
6 és 14 nap. Minden egyedb8l a kezelést megelbzl8en és a
kezelést kdvetben a megjelslt idSpontokban vérmintat vettiink,
és mértiik az AChE aktivitast. Az értékek a mintdk (n = 6-18

egyed) atlagait jelentik a kontroll szazalékaban kifejezve.
3.11.2. A methidationnak a ponty AChE-ra kifejtett hatasanak
vizsgdlata

Az akvarium vizében oldottuk fel a MD-t (1,5 valamint 5
mg/l-es végkoncentracid). Az &llatokbdl 4, 24 és 48 Oora
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elteltével vettilink vérmintat. Centrifugdlas utén a vérplazma
AChE aktivitéaséat a 3.4. pontban leirt médszer alapjan mértik.
Az eredményeket a kontrollhoz viszonyitva sz&zalékban adtuk
meg. Az adatok 6-12 egyedbdl (n) szarmazd mérések &tlagat *
S.D. jelentik.

Az in vitro kisérletsorozatnal a ponty kiilénbsz8 szerveit
(agy, sziv, vazizom) 5-sz0r6s térfogatd halfizioldgiéas
sbéoldatban (nedves szdvetsily/homogeniz&ld oldat) aréanyban
homogenizaltuk. A kapott homogenizatumokat, wvalamint a
vérplazmat methidationnal inkubaltuk (1, 3, 5 illetve 10 mg/1
végsS MD koncentrécidban) 4 és 20 °C-on, 120 percig. Az
mintdk AChE aktivitasat a 10., 20., 30., 60. és a 120.
percben hataroztuk meg. Az eredményeket a kontrollhoz
viszonyitva szazalékban adtuk meg. Az adatok 6-8 egyedbdl (n)

szarmazd mérések atlagat + S.D. jelentik.

3.11.3. A SEM felvételek készitése

A vizsgalt peszticidek (5 mg/l PQ, 5 mg/l CusSO,) valamint
a gyengén savas pH (6-os pH, mint a "savas esOk modellezése")
kombinativ membrandestrudld hatéasait ponty kopoltyGjén,
padsztdazd (scanning) elektronmikroszkdéppal (SEM) vizsgaltuk.
Az alkalmazott kezelést k&vetd 4. napon kivett kopoltyd
darabokat glutdrdialdehides fixalas utan, névekvo
alkoholsorozatban vizmentesitettiik, majd aranyréteget
gbzd18gtettiink ra. A felvételeket TESLA BS 300 tipust

scanning elektronmikroszkdéppal készitettik.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKRELESUK

4.1. Csontoshalak szerveinek kolinerg osszehasonlitéd

vizsgalata

A csontoshalak (Osteichtyes) kiilénbdz8 fajainak kiala-
kulasa mar az Alsd-Devonban, mintegy 400 millié évvel ezelltt
befejez8dstt. A fajok kiildnbdz8 filogenetikai fejl8dése
kiildnbdz6 morfoldgiai, fizioldégiai, biokémiai stb. tulajdon-
sdgok kialakulasahoz vezetett. Ezek a kililonbségek a kérnye-
zethez vald mind jobb alkalmazkodds soran alakultak ki. A
kérnyezetvaltozas egyGttal életmébdbeli valtozast is okoz,
amely a kiildnb&z0 tulajdonsagok kialakulasaért felelOs.

Az &altalunk vizsgdlt édesvizi halakban az agyban és a
bélben taladaltunk magas ACh szintet, alacsonyabbat a szivben
és a torzsizomban. Az acetilkolin tartalmakat az 1. tablazat
tartalmazza. Az agyban mérhetd ACh tartalom a harcsa és a
tdrpeharcsa agydban a legkevesebb (® 10 nmol/gramm), mig a
csuka és a pisztrdng agyaban mértiik a legtdbbet (=16
nmol/gramm), ez 1,6-szerese a harcsdkban mért értékeknek. A
kdzépbéli szakasz legmagasabb acetilkolintartalmat a fehér-

és a pettyes busdnal mértik (16,0-17,4 nmol/gramm), a tobbi
fajnal ez alacsonYabb, mig a harcsa koézépbelében nem tudtuk
az ACh-t kimutatni. A sziv ACh tartalma 1,5 és 4 nmol/gramm)
k6zo6tt volt. A szivben a legmagasabb ACh tartalmat a torpe-
harcsanal mértiik, de az angolndndl és a pontyféléknél (kivéve
a fehér busat) is hasonldé értéket detektédltunk. A harcsa
szivében nem sikeriilt az acetilkolint kimutatni. Nem
taldltunk szignifikans kiilonbséget az egyes csaladok kozott
a sziv ACh tartalma alapjan. A tdrzsizmok ACh tartalma 1,2-
3,9 nmol/gramm értékek kozott valtozott. A pettyes busa, a
pisztrang valamint a csuka izmdban mértiik a legnagyobb ACh
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tartalmat, a pontyféléknél alacsonyabbat, mig az angolna, a
tdrpeharcsa és a harcsa izom ACh tartalma a legalacsonyabb.
A harcsa izmédban szintén nem tudtuk detekt&lni az ACh-t.

1. tablazat

A vizsgalt halak néhdny szervének acetilkolin tartalma

Agy sziv Bél Izom
Halfaj (nmol ACh/gramm nedves szovet)
Harcsa 9,62+1,82 N.M. N.M. N.M.
Toérpe- 9,84+2,75 3,98%0,13 10,31+1,33 1,20+0,20
harcsa
Ponty 13,92+1,13 3,81%+1,31 6,361x0,71 1,96+1,07
Compd 10,31%+2,48 3,5610,207 7,79%1,53 2,33%0,80
Fehérbusa 13,92+1,13 1,76+0,23 16,05+1,40 2,67+0,98
Pettyes- 12,51%2,47 3,41+1,10 17,42%2,80 3,87%+2,00
busa
Angolna  12,41%*2,11 2,99%0,84 8,08+1,65 1,80%0,51
Csuka 15,66%x1,72 2,54%0,84 7,30x0,79 3,14%+1,30
Pisztrang 16,06+2,92 1,47%0,90 4,66+1,15 3,3240,41

Az adatok 5 &allatbdél mért értékek atlagat jglenti a szoréas

(+ S.D.) feltilintetésével. N.M.

nem mérheto

A vizsgalt halak kivalasztott szerveiben mérhetd ChAT

aktivitasok értékeit a 2.
ChAT aktivitadsok 2l1l-szeres
értéktdl

agydban mérhetd

mutattak

ACh/perc/gramm értékigqg).

(91 nmol

ACh/perc/gramm
3 szignifikadnsan (ANOVA,

tablazat tartalmazza.

A halak

kiilonbséget
1930

nmol
p<0,01)

kiilonbdz8 csoportot tudunk elkiiléniteni az agyban mérhetd

ChAT aktivitasok alapjan. A harcsa és a torpeharcsa agyaban
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mértiik a legkisebb ChAT aktivitdst (91 ill. 227 nmol
ACh/perc/gramm), a masodik csoportba a pontyfélék és az
angolna tartozott kb. 6tszdr magasabb ChAT aktivitassal (607
nmol ACh/perc/gramm és 912 nmol ACh/perc/gramm értékek
kdzdtt). A harmadik elkiildnithetd csoportba a pisztrang, a
csuka, a naphal valamint a siligérfélék tartoznak magas ChAT
aktivitassal (1400 nmol ACh/perc/gramm érték felett). Az
agyakban mért in vivo ACh tartalom valamint a ChAT
enzimaktivitasok kozdtt szoros korreldciét  talaltunk
(korreléacids koefficiens (r): 0,92).

A tdrzsizmok ChAT aktivitasai alapjéan két szignifikénsan
kiilénbdz8 (ANOVA, p<0,01) csoportot kiilénbdztethetiink meg:
a pontyfélék és a pisztradng izmdban magas ChAT aktivités
mérhetd (88-t61 169 nmol ACh/perc/gramm), az alacsonyabb
enzimaktivitasa csoportba a ragaddzé halak tartoznak (53 nmol
ACh/perc/gramm-ig) .

A sziv ChAT tartalma szignifikdnsan magasabb a ponty-
féléknél és az angolnanal, mint a ragadozdé halaknal (siilld,
pisztrang, csuka, harcsa), kivéve a naphalndal, ahol a leg-
magasabb ChAT aktivitdst mértiik. A sziv ChAT aktivitéasa
valamint az ACh tartalom kozott j6 korrelacid talalhatd
(r: 0,72).

A ponty, a siil16, a siigér és a durbincs k&zépbelében
mérhetd magas ChAT aktivitads, a legalacsonyabbat a harcsa
k6zépbelében mértik.

A 3. téablazat a vizsgalt halak szerveiben mért AChE
aktivitast mutatja. Az agyban mért magasabb enzimaktivitasok
a pontyfélékre és a toérpeharcsara jellemz®. Az
enzimaktivitésok alapjan nem tudunk szignifik&ns csoportokat
elkiiléniteni. A fehér busa szivében mérhetd a legmagasabb
AChE aktivitads, a harcsé&éban a legkisebb. A k&zépbélben mért
AChE enzimaktivitasok hasonlé értéklek a fajok nagy részénél,

a legmagasabb értéket az angolndndl, a legalacsonyabbat a
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harcsandl mértiik. Az izmok AChE aktivitéasa fajonként eléggé
eltérd, a legmagasabb értéket a torpeharcsaban, a
legalacsonyabbat a csukdban talaltuk.

2. tablazat
A vizsgalt halak szerveinek ChAT enzimaktivitésa

Agy sziv Bél Izom
Halfaj (szintetizdlt nmol ACh/perc/gramm fehérje)
Harcsa 91 = 5 9 £ 5 31 5 % 2
Torpeharcsa 227 * 53 26 £ 13 56 + 71 5 £ 12
Ponty 817 * 50 31 + 16 194 *+ 38 153 + 27
Compd 721 + 173 47 * 6 102 * 25 88 * 50
Fehérbusa 875 t* 201 42 *+ 26 76 + 40 169 + 23
Pettyesbusa 607 * 42 24 + 22 52 + 21 147 + 17
Angolna 912 * 60 31 + 29 45 + 6 28 * 19
Csuka 1672 £ 173 10 + 4 98 + 14 50 £ 10
Pisztrang 1930 * 260 10 *+ 4 34 £ 7 108 + 35
Sii11d 1470 + 95 8 + 2 171 * 30 49 + 9
Durbin 1411 * 286 17 + 4 117 £ O 53 + 7
Naphal 1755 * 123 68 * 6 21 £ 6 9 0

Az adatok 5 &allatbdél mért értékek atlagat jelenti a szoréas
(¥ S.D.) feltiintetésével.
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3. tablazat
A vizsgalt halak szerveinek AChE enzimaktivitésa

Agy Sziv Bél Izom

Halfaj (umol/perc/gramm fehérje)

Harcsa 113 £ 2 5 1 6 + 4 88 + 8
Torpeharcsa 233 * 29 21 + 7 20 + 4 230 + 107
Ponty 153 + 13 65 + 18 19 £ 6 78 + 20
Compd 225 *+ 17 16 + 4 32 £ 12 57 & A4
Fehérbusa 353 * 55 126 + 23 35 = 8 143 £ 19
Pettyesbusa 212 *+ 11 17 £ 9 16 + 9 164 + 29
Angolna 156 * 10 32 + 6 54 + 19 137 + 53
Csuka 118 £ 5 8 + 1 9 1 6 + 1
Pisztrang 114 + 15 14 + 4 10 £ 5 42 *+ 15
S1i116 134 + 13 12 + 4 24 = 3 30 + 3
Durbincs 154 + 8 26 + 12 23 £ 5 17 £ 1
Naphal 198 + 16 6 + 1 18 =+ 7 21 + 11

Az adatok 5 allatbdél mért értékek atlagat jelenti a szdras
(+ S.D.) feltlintetésével.

Az altalunk vizsgalt 12 édesvizi halfaj agyaban, szivében,
belében és izmé&ban mérhet8 ACh tartalmak, ChAT é&s AChE
aktivitéasok adatai jél egyeznek az irodalmi adatokkal (Sugden
és Newsholme, 1977; Wdchtler, 1980; Migani és mtsai., 1980).

Az ACh tartalom csaladok kozétti kiilénbségének oka nem

viladgos, &m a halak agyédban az ACh tartalom (1. t&bl&dzat) és
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a ChAT enzimaktivitdsok (2. téablazat) kozotti szoros
dsszefliggés (r: 0,92) megerdsiti ezt a kiildnbséget. Az agyban
mért ChAT aktivitadsok alapjan harom szignifik&nsan elkiiléniild
csoportot talalunk (2. Abra).

A legmagasabb ChAT aktivitéssal rendelkezd csoporthoz azok
a halak tartoznak, amelyek fejlett vizudlis orientaciédval
rendelkeznek. Ezek azok a ragadozdé halak, amelyeknél a latas
els8rendl a téaplélkoz&s soran. A kézépsg csoportba tartozd
pontyféléknél 1&tas a téaplalkozads sordn csak masodrendl
fontossagi. A harmadik csoportba tartozdé harcsa és torpe-
harcsa pedig elsOsorban tapintassal keresi meg a tépl&lékot.
A csontoshalak lataséanak fizioldégiai és biokémiai
mechanizmusa széles kdrben vizsgalt. A vizsgadlatok nagy része
a halak tectum opticumdval foglalkozott behatdan (Guthrie és
Banks, 1978; Migani és mtsai., 1980; Villani és mtsai., 1979;
Villani, 1982; Zottoli és mtsai., 1988). Migani és mtsai.
(1980) kozel harmincszoros kiildnbséget taldlt a pisztréang és
a torpeharcsa tectum opticumdnak ChAT aktivitdsaban. Més
adatok jelentOs ChAT aktivitds csdkkenést irnak le az
aranyhal tectum opticumdban a 1l&téideg 1ézidjat kodvetlen
(Francis és Schechter, 1979; Contestabile és mtsai., 1979a,
1986) . Ezek az adatok alatamasztjak azt a feltételezést,
melyszerint a halak agyaban mérhetd ChAT aktivitds szoros
kapcsolatban &all a 1latas fejlettségével, amely viszont a
taplalkozasi tipustél (ragadozd-ndvényevd) fiigg.

Nem taldltunk hasonld korreldciét az AChE aktivitéas
valamint a 1atas fejlettsége kozdtt, hasonldan Contestabile
(1978) adataihoz. Az AChE aktivitas sem az ACh tartalommal,
sem a ChAT aktivitdssal nincs korreldcidban. Ez az adat is
alatamasztja azt a megfigyelést, hogy a kolinerg rendszert
a ChAT aktivitds jobban jellemzi, mint az AChE aktivitas
(Contestabile, 1978; Storm-Mathisen, 1977).
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ACh tartalom (nmol/g agyszovet)

Pisztrang
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8 T T 1 1
e 500 i@@e 1500 2000

ChAT aktivitas (nmol ACh/g feherje/perc)

2. ibra

Kiildnb&z8 halfajok agyaban mérhetd ChAT aktivitéas
valamint az acetilkolin tartalom k&6zotti korreléaciéb.
A pontok adatait az - [ és 2. tablazatok
tartalmazzak. Regresszids egyenes paraméterei: y =
0,0036 x + 9,51; korreldcids koefficiens (r): 0,92.

Néhany adat talalhaté, amely szerint az emlS8s izom
beidegzési halézata az izmok fizioldgiai szerepétbl fiigg
(Henneman és Olson, 1965; Gruber és Zenker, 1978); Az
dltalunk vizsgalt csontoshalak tdrzsizmainak ChAT aktivitéasa
a pontyféléknél és a pisztrdangndl a legmagasabb. Ez -
hasonldéan az agy esetében - szintén magyardzhatd az
életméddal. A pontyfélék szinte &llandd mozgasban vannak,
keresve a taplalékot, a pisztrang é&ltalaban sebesfolyast
vizben él, ahol szintén &llandd® mozgads sziikséges. A
ragadozdéhalak tdrzsizmdnak ChAT aktivitdsa viszonylag
alacsony, amely a redukdltabb kolinerg beidegzésre utal. A
ragadozdhalak taplalékszerzésére a viszonylag kevés
mozgasfazis a JjellemzO8. Ezek a halak elsOsorban lesbdl,

sokdig mozdulatlanul &allva varjak a zsdkmanyallatot, és a
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zsdkmany elfogéasa csak egy révid ideig tartd mozgéds kivan.

A halak szivében mért ChAT aktivitédsok hasonldé nagysag-
rendlek, mint Holmgren (1981) tOkehalban és szivarvanyos
pisztrangban mért értékei, az AChE aktivitdsok szivben és
izomban mért értékei pedig Gant és mtsai. (1984) 4&ltal
megadott adatokkal egyeznek meg nagysagrendben.

A kOzépbél a vagus ideg kontrollja alatt 411. Holmgren és
Fange (1981) a nyalkahal (Myxine glutinosa) epehdlyagjanak
kolinerg és adrenerg beidegzését irtak le. A kapott adatok
alapjdn a halak k&zépbéli szakasza erOteljes kolinerg
innervacidét mutat, mivel a bélben mért ACh tartalom hasonld
nagységrendl, mint az agyban mért értékek.

Az altalunk kapott Osszehasonlité kolinerg adatok
hozzajarulhatnak a kolinerg rendszer evolGcidéjdnak Jjobb
megértéséhez, és elbsegithetik a kiildénbdz8 hisztokémiai,

biokémiai médszerek Osszehasonlitésat.

4.2. Ponty muszkarin tipusi kolinerg rendszerének
vizsgalata

4.2.1. [°H](-)ONB és [’H]PZ kotés

Mind a [°H](-)QNB, mind a [’H]PZ k&t8dése a ponty agy-
membranhoz linedris volt 0,1 illetve 0,9 mg/ml fehérje-
tartalomig. A [3H](—)QNB k6t8dés kinetik&jat a 3. abra
mutatja. Az asszocidcidé 45 perc alatt &ll be. A [°H](-)QNB-
receptor asszocidcids konstansa (k) 2,56 x 10® M 'perc’.

A ligand-receptor disszocidcidés konstansa (k) 1,09 x 1072
perc’'. A kinetikai disszociaciés konstans, K,, a k_,/k,
hanyadosbdél szamitva 42,7 pM. A QNB-receptor komplex disszo-

ciicidé félideje (t, ) 20 perc.
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3. Abra

A [3H](-)QNB specifikus ko&tés asszociacidéja és
disszociaciéja az id06 fliggésében. A kinetikai
paramétereket 5 kiildnbdz8 kisérlet atlagabol
hatdroztuk meg. Az egyensilyi &llapot elérésekor
atropin-szulfatot (10° M, végtérfogati konc.) adtunk
(nyil), és az elegyet tovabb inkubdaltuk a jelzett
ideig. Az elegy 0,1 mg/ml fehérjét és 0,5 nM [°H] (-
)QNB-t tartalmazott. Végtérfogat 1 ml, hOmérséklet
25 °Q,

A specifikus [3H]PZ kd6t8dés a ponty agyban egy gyors
asszocidcidét mutat 25 °C-on (4. ibra). Az ekvilibriumot 15
perc alatt éri el a PZ-receptor komplex, a disszociécids
féliad (tms) 6 perc. A kinetikai asszocidcids konstans (k)

4,84 x 10" M 'perc™
1

. A becsililt k , disszociaciés konstans 5,90
x 1072 perc’'. A kinetikai disszocidciés konstans (X,) a k,/k,

hanyadosbél szamitva 1,22 nM.
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4. Abra

A [*H]PZ specifikus kotés asszociacidja és
disszociadcidéja az id6 fliggésében. A kinetikai
paramétereket 5 kiilénbdzd kisérlet &tlagabdl
hatdroztuk meg. Az egyensilyi &llapot elérésekor
atropin-szulféatot (10°® M, végtérfogati konc.) adtunk
(nyil), és az elegyet tovabb inkubdltuk a jelzett
ideig. Az elegy 0,9 mg/ml fehérjét és 2,0 nM
[3H]PZ—t tartalmazott. vVégtérfogat 1 ml, h&mérséklet
25 °C.

A [3H](-)QNB k6tOdése a ponty agymembrénhoz specifikus,
telithetl0 és nagy affinitasd (5. Abra). Az ekvilibriumban
mért disszociacidés konstans (K,) értéke 47,1 % 6,3 pM, a
maximalis k&tbhelyek szama (B,.x) 627 * 65 fmol/mg fehérje. A
kinetikai wvalamint az egyenstlyi disszociacidés konstansok
hasonld értéklek. u

A [3H]PZ k6tbdés szintén specifikus, telithetd és nagy
affinitasa (6. ébra). Az egyensilyi disszocidcids konstans
(K;) 3,85 * 0,67 nM, a PZ k&tShelyek szama 95,3 * 6,25

fmol/mg fehérje. Ez az egyensilyi disszociacidés konstans is
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5. Abra

Ponty agymembradn muszkarin receptorok telitése
[3H](-)QNB-vel. Az egyenslGlyi kotési paramétereket
5 kiilénbbz8 kisérlet adataibdél szamitottuk. Teljes
(), specifikus (¢) és nem-specifikus (o) kotés. A
fehérjetartalom 0,09 mg/ml, végtérfogat 1 ml,
h8mérséklet 25 °C, inkubacidés idd 120 perc. A Ky 47
pM, a B, 627 fmol/mg fehérje.

A [3H](—)QNB és [3H]PZ telitési kisérleteknél kapott
maximdlis k&tOhelyek szamabdél az M,-receptorok aranyara 15,2
%-ot kaptunk. A fennmaradd 84,8 %-ot az M,-receptorok
alkothatjak.
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4.2.2. Kolinerg drogok hatasa a muszkarin receptorok kotési

tulajdonsagaira

Néhany muszkarinerg drog képes gatolni a [3H](—)QNB és
[3H]PZ k&t8dését a ponty agymembran mAChR-hoz (7., 8. Abra).
Altaléban a muszkarinerg antagonistdk potensebb inhibitorok,
mint az agonistdak (4. tédblazat). Az atropin-szulfat és
atropin-metilnitrat K; értéke hasonlé a [3H](-)QNB és [3H]PZ
k&tOdésekor, mig a PZ és AF-DX 116 kdriilbeliil sz&dzszor kisebb
hatasd (K; értékek 61,19 és 10,38, valamint 307,0 és 55,87
nM). Az oxotremorin és a karbakol K; értékei 156,3 és 62,79
nM valamint 1301 és 1696 nM a [°H](-)QNB és [°H]PZ kdtésre.

p [3H1 Pirenzepin koteés [fmol/mg fehérjel
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6. Abra

Ponty agymembrdn muszkarin receptorok telitése
[*H]PZ-vel. Az egyenslilyi Kkotési paramétereket 5
kiilénbdz0 kisérlet adataibél szamitottuk. Teljes
(%), specifikus ({) és nem-specifikus (o) kotés. A
fehérjetartalom 0,85 mg/ml, végtérfogat 1 ml,
hOomérséklet 25 °C, inkubadcids id86 120 perc. A Ky
3,85 nM, B 95,3 fmol/mg fehérje.

X
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Az n, (Hill koefficiens) érték az antagonistdk esetében
kézel 1 (0,92-1,05), kivéve az AF-DX 116-ot (n,: 0,75) a
[3H]PZ kotésekor. Az oxotremorin n, értékei a [ﬁ{](-)QNB
kotésnél 0,63, a [3H]PZ kdtésekor 0,66, mig a karbakol n,
értékei mindkét kotés esetében 0,69.

specifikus [3HIC-)QNB kotés a kontroll Z-aban
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7. Abra
Muszkarinerg drogok gatlé hatésa a [3H](—)QNB
kdtbdésére ponty agymembran muszkarintipusa

acetilkolin-receptorokhoz. Atropin-szulfat (—-);
atropin-metilnitréat (+); pirenzepin (%); oxotremorin
(=); AF-DX 116 (x); Karbakol (¢-). A kisérleti
koriilmények a 4. tédblazat szerint.
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8. Abra

Muszkarinerg drogok gatldé hatéasa a [3H]PZ k&tOdésére
ponty agymembradn muszkarintipusa acetilkolin-
receptorokhoz. Atropin-szulfat (—-); atropin-
metilnitrat (+); pirenzepin («); oxotremorin (&);
AF-DX 116 (x); Karbakol (¢+). A kisérleti koriilmények
a 4. tablazat szerint.

Az ACh tartalom a ponty agyban alacsonyabb, mint az
eml8sdk agyaban, de a kolinerg enzimek (ChAT, AChE)
aktivitasa hasonldé tartomanyba esik. Ezt mds fajok esetében
is leirtdk (Francis és Schechter, 1980; Wadchtler, 1980). A
muszkarinerg receptorok direkt és indirekt vizsgdlata mindkét
receptorpopuldcidé jelenlétét mutatja a ponty agyaban. A PZ
k8t8dés direkt mérésével (Watson és mtsai., 1982; 1986a, b,
c) mar demonstraltak, hogy a Pz sok idegi szdvetben telithetd
médon nagy affinitasd M, receptorpopulacidhoz kétddik. A
ponty agyban, amely az emlOsdk agytdrzsével homoldg, a
telencephalon kevéssé fejlett. A ﬁH]PZ k6tbdés ardnya a
ﬁH](-)QNB kotéséhez csak kb. 15 %, amely az M, receptorok

alacsony aranyara utal.
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4. tablazat
Muszkarinerg drogok hatésa a radioligandok kodtésére ponty agyban.

[*H] (-) QNB [*H]PZ

Atropin- 0,55 (0,42-0,76) 0,98%0,08 0,24 (0,23-0,25) 0,98%0,10
szulfat

Atropin- 1,61 (1,00-3,74) 1,01%+0,10 0,34 (0,24-0,44) 1,05%0,02
metilnitrat

Pirenzepin 61,19 (46,8-79,8) 0,99+0,10 10,38 (8,4-14,9) 0,92%0,10
Oxotremorin 156,3 (106-332) 0,63+0,08 62,79 (48-83) 0,66+0,08
AF-DX 116 307,0 (250-407) 0,92+0,11 55,87 (47,4-61,7) 0,75%0,10

Karbakol 1301 (795,2-2886) 0,69+0,06 1696 (1328-2074) 0,69+0,10

A feltiintetett K, értékek (nM-ban megadva) a 4-9 kisérletben
kapott adatok (zardjelben a sz&1s0 értékek) mértani &atlagat
jelenti. Az n, a kapott adatok szamtani atlaga (+ S.D.). A ponty
agymembrant 25 °C-on 120 percig inkub&altuk, 1 ml vegterfogatban.
Az elegy tartalmazta a kivalasztott muszkarlnerg drogokat (10
es 10 M koncentracié-tartomanyban) és 0,5 nM ["H] (-)QNB-t vagy
[ H]PZ -t. A fehérjekoncentracié 0,1 vagy 0,9 mg/ml.

Hasonldéan alacsony M, populdciét irtak le a patkany kéreg-
alatti régidéiban (Luthin és Wolfe, 1984; Wang és mtsai., 1987).
A [3H](-)QNB ponty agyban mért koétési paraméterek j6 egyezést
mutatnak mads fajok agydban mért értékekhez (Luthin és Wolfe,
1985; Yamamura és Snyder, 1974a). A ﬁH]PZ kétés K, értéke hasonld
Wang és mtsai. (1987) és Watson és mtsai. (1986a, b, c) altal
patkany szubkortikdlis régidiban mért értékekhez. A [3H]PZ
k5tBdés kinetikai eredményei azt mutatjdk, hogy a PZ a ponty agy
M, receptoraihoz is egy kdt8hellyel kapcsolédik, ahogyan azt mar
néhanyan leirtdk (Luthin és Wolfe, 1984; Watson és mtsai., 1982,
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1986b, c). Masfelbl viszont a [3H]PZ kotés AF-DX 116-al tortént
gatlasakor kapott 0,75-6s Hill koefficiens értéke azt mutatja,
hogy a [’H]PZ k&ét8dése két kdt8hellyel tdrténik. Ez &sszhangban
411 Hammer és Giachetti (1982) eredményével, akik a PZ k&étbdését
a patkany szimpatikus ddcaiban két kétghellyel irtak le. A két
k&tbhely disszocidciés konstansdra 10-20 nM é&s 200-500 nM-t
kaptak a magas és az alacsony affinitdsi helyekre vonatkozdan.
Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a PZ egy méasodik, alacsony
affinitasi hellyel lehet kapcsolatban, vagy a receptor kotési
dllapotaval. A muszkarinerg antagonistdk gatlasi sorrendje a
ponty agyban mind a ﬁH](—)QNB, mind a ﬁH]PZ kotés esetében
hasonldé, mint amit mé&shol 1leirtak (Freedman és mtsai., 1988;
Watson és mtsai., 1986b, c). Az eredmények alapjdn a ponty agy
kolinerg receptor rendszere hasonlé a filogenetikailag fejlettebb
gerincesekéhez viszonyitva. A [3H](-)QNB és {3H]PZ koteés
specifikus, telithetd és nagy affinitasd, de az M, receptor-

populacidé viszonylag alacsony részaréanya.

4.3. A ponty ChAT Michaelis allanddéinak meghatarozasa

Kisérleteinkben a ponty agy kolin-acetiltranszfer&dzanak
tulajdénségait vizsgaltuk. Optimalizaltuk az enzimreakcid
mérésének korlilményeit, tisztitottuk az enzimet Blue Dextran-
Sepharose 4B affinitaskromatografiaval (festék-ligand
kromatografia), meghatéaroztuk izoelektromos pontjat
kromatofdkuszalassal, majd meghatdroztuk a Michaelis &llanddit.

4.3.1. A ChAT aktivitasmérés koriilményeinek optimalizdlasa
Fonnum (1975) &ltal kifejlesztett médszerben az inkubacids

oldat O&sszetétele végkoncentracidban a kdvetkezb volt: 0,6 mM
[l—MC]AcCoA, 300 mM NaCl, 10 mM kolin-klorid, 20 mM EDTA és 0,1
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mM ezerin-szulfat, 50 mM-os natrium-foszfat pufferben (pH 7,4).
Az inkub&l&as 37 °C-on 15 percig tartott. Ezek az értékek patkany
agy ChAT aktivitds mérésére optimalizalt korililmények. Egy
alacsonyabb fejlettségli gerinces esetében valészinlnek tartottuk,
hogy ezek a paraméterek nem optimdlisak, és 1igy a Michaelis
4l1landdk meghatarozasaban szerepet jatszanak.

Kisérleteink sordn a hOmérsékletet, a pH-t, a kolin- és az
AcCoA koncentracidéjat valtoztattuk.

A kisérletek soradn az inkubald hOmérsékletet 20-40 °C kdzdtt
két fokonként valtoztattuk. Eredményként kaptuk, hogy a ponty agy
ChAT aktivitasanak optimuma 30 ©°C-ndl taldlhaté. Ez minden
bizonnyal &sszefliggésben van azzal, hogy a ponty poikilotherm,
és igy az enzim hOmérsékleti optimuma in vivo kdriilmények kdzdtt
is alacsonyabb az eml8sdkéhez viszonyitva. A tovébbiakban az
inkub&lasi h8mérsékletet 30 °C-ra valtoztattuk, majd vizsgaltuk
a reakcidelegy pH-janak hatdsat az enzimaktivitasra. A reakcid-
elegy pH-jat 7,0-8,0 kdzdtt tizedenként valtoztattuk. Az optimum
7,4-7,5 kozott mutatkozott, ezért a pH-n nem valtoztattunk.
Ugyancsak nem valtoztattuk meg az eredeti kolin valamint az AcCoA
koncentracidékat, mivel a megadott értékek vizsgdlataink szerint

mar joval a telitési tartomanyba esnek.

4.3.2. A ChAT tisztitasa

A centrifugdlas utdn kapott tiszta enzimpreparatumot Blue
Dextran-Sepharose 4B oszlopra vittik fel. A 3.9. pont alatt leirt
mdédon felkdétdtt és NaCl gradienssel eludalt enzim kitermelése
elérte a 75 %-ot, tisztuldasa a 10- szerest. Az oldat
betdményitése amménium-szulfatos kisdzédssal tortént, majd a
somentesitést kdvetben a kis térfogatban feloldott
enzimpreparatumot a kromatofdkuszaldé oszlopra vittik fel. A
kromatofdékuszdlast Sluyterman és Elgersma (1978) altal leirt

médon végeztiik. A kromatofdékuszilas eredménye a 9. abran lathaté.
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9. Abra

A ponty agy kolin-acetiltranszferdz enzim tisztitésa
kromatofdékuszalassal (Sluyterman és Elgersma, 1978).
Az eludlas "Polybuffer 96" (Pharmacia) ioncseréld-
vel, 6,5-9 pH tartomdnyban tdrtént, 10 cm’-es PBE 94
(Pharmacia) téltetl oszlopon. A ponty agy ChAT izo-
elektromos pontjara (pI) 7,63-t kaptunk.

A kromatofdkuszdlassal kapott eredmények alapjan az enzim izo-
elektromos pontja (pI): 7.63. A kapott eredmény jbé egyezést mutat
az irodalomban megadott huméan (pI=7.8) és patkany agybdl (pI=7.5-
8.4) 1izolalt ChAT izoelektromos pontjaval, am eltér a galamb
(pI=6.6) vagy a tengeri malac (pI=6.8) agyaban kapott értékektdl
(Malamud és Drysdale, 1978). Az eredmények alapjan nem taldltunk
az izoelektromos pontban eltérd izoenzimeket. A maximdlis tisztu-
last mutatd frakcidk (19-22) kitermelése elérte az 55 %-ot, mig
tisztuldsa a 50-szerest. A tovdbbiakban ezeket a frakcidkat

hasznaltuk a ChAT Michaelis &llandéinak meghatérozaséhoz.
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4.3.3. A ChAT Michaelis allandéi

A Michaelis &llanddk meghatdrozdsé&ndl az egyik szubsztrat
4l1landd koncentracién tartédsa mellett a mésik szubsztrat kon-
centrdcidéjat valtoztattuk, és mértik a ChAT aktivitas kezdeti
sebességeket. A kapott adatokbdl a Michaelis 4&llanddkat
Lineweaver-Burk féle &brazoléassal, grafikus Gton kaptuk meg
(10., 11. Abra).

Az eredmények szerint a ponty agyban a kolinra kapott K, érték
(4,63 mM) magasabb, mint az emberben, nyGlban valamint
fonalféregben (®1 mM) mért értékek; az AcCoA-ra kapott K, érték
(65,9 uM) viszont joé egyezést mutat az irodalmi adatokkal (pl.
50 uM a fondlféregben) hasonld mérési koriilmények kozodtt (Rand
és Russell, 1985; White és Wu, 1973).

A ponty agy ChAT izoelektromos pontja, valamint a kapott K,
értékek eltérnek ugyan valamennyire az irodalmi adatoktdél, &am
mégis jelzik, hogy a ChAT eléggé konzervativ felépitésl enzim,
és az eltelt évmillidék alatt - valdésziniileg a szervezetben
betd1tdtt fontos szerepe miatt - alapvetd biokémiai tulajdonségai
nem valtoztak meg még az egymdstdél filogenetikailag igen

tavolalldé fajokban sem.
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10. Abra
Ponty agy tisztitott ChAT K, és V értékeinek
meghatarozéasa kolinra (Lineweaver-Burk féle

abrazolas). [1—“C]AcCoA.koncentréci6 600 uM, pH 7,4;
inkubalas: 30 °C, 15 perc.
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11. Abra

Ponty agy tisztitott ChAT K, és VA értékeinek
meghatarozasa [1-”C]AcCoA-ra (Lineweaver-Burk féle
dbrazolas). A kolin koncentréaciéja 10 mM, pH 7,4;
inkubdlas: 30 °C, 15 perc.
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4.4. A ponty AChE biokémiai jellemzése
A ponty szerveibOl (agy, izom, sziv) Triton X-100-zal késziilt
homogenizatumban a mérhetd oldhatdé AChE mennyisége az agy, izom,

sziv sorrendnek megfelelgen cs6kkent, 1ll. a kotott enzim

mennyisége n8 (12. Abra).

AChE aktivitas (%)
180 -

60

40 -

208 +

[ o1anato Membran-kotott

12. Abra

Membrankotott és oldhatd (szolubilis) AChE
molekularis alformdk szdzalékos megoszldsa a ponty
agyaban (brain), vazizmdban (muscle) és szivében
(heart) (n = 8; * S.D.).

Ennek megfelelgen az agyban a szolubilis, mig a vazizomban
- de kiildondsen a szivben - a membrankotdtt AChE aranya a
domindns. Szerebnyikova és mtsai. (1971) ponty szivében és
vazizmaban hasonldéan magasnak taldlta a koétdétt AChE enzim
aranyat a szolubilishez viszonyitva.

Az egyes szervekben talalhatdé Kkotott és szabad AChE
enzimek ardnya minden bizonnyal 8sszefiiggésben dllhat az AChE
szervenkénti valtozdé molekuldris formaival is. Annak

eldontésére, hogy a ponty agy, sziv, izom és a vérplazma
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pszeudokolinészterazt vagy AChE-t tartalmaz, specifikus
gatloészereket haszndltunk. Eredményeink szerint az agy, sziv,
vazizom és a vérplazma kolinészterdz aktivitdsa igen
jelentOsen csdkken a specifikus AChE bénitdként ismert BW 284
C51 hatdsara. Valamennyi szerv esetében 107-10% M koncent-
racidéban 50 %-os gatldst okozott. Ugyanekkora géatlast négy
nagysdgrenddel nagyobb (10™* M) ethopropazinnal lehetett
elérni (5., 6. tablazatok).

5. tablazat
A BW 284 C51 és az ethopropazin félmaximdlis gatld
koncentrdcidéi az AChE aktivitds gatlasaban ponty szerveiben.

IC,, (mol/liter)

Szerv BW 284 C51 Ethopropazin
Agy 3.0 x 1078 1.3 x 107
Izom 3.8 x 1077 8.6 x 107*
Sziv 2.0 x 1078 2.3 x 107
Vérplazma 3.0 x 1078 8.0 x 1074

Az adatok 8 mérés atlagai.

A kiilénbdz8 halfajok egyes szerveiben meghatarozott
kolinészterdz milyenségét illet8en ellentmondasosak az
irodalmi adatok. Legkorabban Augustinsson (1958) foglalkozott
a halakban el8forduld kolinészteraz tipusokkal. Azt talalta,
hogy a kiilénbdz6 halfajok agyébah, madjéban, Gszdéhdlyagjaban,
vazizmaban, szivében nem taldlhatd pszeudokolinészteraz.

KésObb a szérumban detektalni tudta az AChE-t (Augustinsson,
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1959a, b). Ezzel ellentétben Clos és Serfaty (1958) hal
izomban és vérben pszeudokolinészterdz aktivitast tudtak
mérni. Gaal és mtsai. (1980) kimutattdk, hogy a pontyagy
kolinészteraz nem kiildnbdzik az eml8sdkét8l, viszont a szérum
igen, mivel ellentétben az eml8sdkkel, AChE-t tartalmaz.

6. tablazat
A BW 284 C51 és az ethopropazin hatdsa az AChE aktivitéaséara
ponty szerveiben.

Inhibitor Agy Izom 8ziv Vérplazma
(mol/liter)
BW 284 C51
1078 67 + 1 100 + 7 62 + 34 65 * 6
5 x 108 44 *+ 3 93 + 11 43 + 38 38 * 4
107”7 26 £+ 5 69 + 9 21 + 20 21+ 6
5 x 1077 9 + 3 43 + 21 9 + 10 9 5
1 N.D. 26+ 17 4 + 7 1+1
Ethopropazin
107 97 + 1 -— -—- -—
5 x 10™ 79 + 3 86 + 9 78 + 4 84 + 1
1074 49 + 9 75 + 9 58 + 13 70 * 7
5 x 107 28 + 7 61 + 9 42 + 30 58 * 11
g 19 + 5 47 + 8 N.D. 47 + 16

Az adatok 8 mérés atlagai (* S.D.). Az értékek a kontroll
szdzalékdban vannak kifejezve. N.D. = nem detektédlhaté.
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Jelen méréseink alapjan megallapithatdé, hogy a vizsgalt
szervekben és a vérplazmdban is AChE talalhaté. A
pszeudokolinészteraz aranya a pontyndl a vérplazmdban is
jelentéktelen. Ez bizonyos szempontbél megegyezik Pecot-
Dechavissine (1962) eredményével, amely kimutatta, hogy a
halizom teljes kolinészteraz aktivitadsanak csupén 1,4-2,6 %-
a pszeudokolinészteraz eredetl.

Ponty agyaban az ismert AChE molekuldris formdk (1. Abra)
kézil a G,, G, és A,, tipus volt kimutathatd (13. Abra). Ezek
kozil a G, és az A,, forma a szolubilis formaban jelenlevo
AChE-t jelenti, mig a G,-es forma a membrankdétdtt enzimet
reprezentédlija. Feltiin® az A,,-es forma magas aranya a ponty
agyaban. Eml8s agyban ez csupan 1-2 $-ot ér el. Ismert, hogy
filogenetikailag egyre magasabban &ll6 szervezetekben
csdkkend ardnyban mutathatdé ki az A,,-es forma. Mivel a halak
a gerinces &llatok egyik legalacsonyabb tdrzsfejlodési
szintjén 4116 osztalyat képviselik, ennek kévetkezménye lehet
az A,,-es molekuldris forma feltlnden magas aranya a tdbbi
fejlettebb szinten 4116 gerinces 4llathoz viszonyitva. A m&j
legnagyobb mértékben a membrankdtdtt G,-es format tartal-
mazza. Negyedannyi a G, aranya, mig a legalacsonyabb az A,
forma mennyisége (14. ébra).
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13. Abra
Az AChE molekuléris alformdinak megoszlasa ponty

agyban a szedimentécidés sebességi [S] profil
alapjan. Mindegyik frakciébdl AChE (E,,,) és marker
enzim meghatdrozast végeztiink. G, = 4S, G, = 10S,
A,, = 16S szedimentdcids allandéjd AChE forméak.
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14. Abra

Az AChE molekulédris alformdinak megoszlasa ponty
majaban a szedimentdcids sebességi [S] profil
alapjan. Mindegyik frakcidébdél AChE (E,,,) és marker
enzim meghatdrozast végeztiink. G, = 48, G, = 10s,
A, = 16S szedimentdcibés &allandéjd AChE formak.
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4.5. Peszticidek hatéasanak vizsgalata

Kisérletsorozatokkal vizsgéltuk a potencidlisan
stresszornak tekinthet® és sz&veti nekrézist kivaltéd Cuso, és
a PQ, valamint a kolinészterdz bénitdst okozd MD hatéasait a
ponty kolinerg paramétereire, valamint az esetleges

szinergista vagy antagonista hatésok felderitése céljabédl.

4.5.1. Peszticidek indukdlta morfoldgiai elvaltozasok a
kopoltylu felszinén

A kezelések soran alkalmazott peszticidek (koncentréacidk:
5 mg/1l PQ; 5 mg/l CusSO,) membranroncsoldé tulajdonsagai miatt,
a biokémiai vizsgalatok mellett SEM-al vizsgdltuk a halak
kopoltyi-lemezeit is, a fellépd destruktiv morfoldgiai
elvaltozasok megismerése érdekében.

A 15., 16. abrakon a kezelés nélkiili ponty kopoltyllemeze
(15 Abra, nagyitas (N): 250x), valamint a kinagyitott részen
a lemezt boritd tdbbrétegll ham felvétele (16. ébra, N: 5600x%)
lathaté. Megfigyelhetd a sejtek hatdra (nyilak), valamint a
sejtfelszinen talalhaté, halfajra jellemz8 vékony rajzolatok.

A 17., 18. felvétel az 5 mg/l koncentracidéjia PQ hatasat
mutatja 4 napos kezelést k&vetOen. A kinagyitott részen
1lathaté, hogy a kopoltydlemezek oldalat boritd t&bbrétegl
lapham sejtjei a kezelést kdvetben kiemelkednek a felszinbOl.

A 19. és 20. sz. felvételeken (N: 610x és 6700x) az 5 mg/1l
PQ, valamint a pH 6,0-ra bedllitott kémhatasd viz - mint a
savas esOk modellezése - egylittes hatasat vizsgaltuk.
Elvékonyodott lamelléris szerkezet, valamint a kinagyitott
részen a kopoltyllemezt borité hamréteg nagymértékl
pusztuldsa figyelhetd meg a kezelést kdvetd 4. napon.

A 21. és a 22. (N: 300x és 580x) &brakon az 5 mg/l
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koncentréaciéjd CuSO, hatdsat mutatja a kezelés 4. napjan.
Feltlin8 a 1égzbham boritotta kopoltyllemezkék (lamellé&k) )
elvékonyodasa. A kopoltyiafelszint nagymennyiségﬂ nyalka és
szovettdrmelék boritja.

A 23. (N: 600x) és 24. (N: 380x) felvételeken a savas
kémhatasG viz (pH 6,0) és az 5 mg/l CuSO, egylittes hatéasa
lathatd a kezelés utani 4. napon. A lamelldris szerkezet
szinte felismerhetetlen, a kopoltyufelszin teljesen
nekrotizalt. 0,2 mg/l Cu és a savas kémhatasa viz (pH 6,0)
egylittes hatdsa mar egy nap mGltdn SEM-al é&szlelhetd
karosodast okoz a pontyok kopoltydGjéan.

15, Abra
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Abra

16.

Abra

17.



18. ébra

19. Abra
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Abra

20.

21. ébra
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Abra

23.
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24. Abra

4.5.2. A peszticidek hatasa a kolinerg paraméterekre

A kolinerg paraméterek koziil a szdveti ACh tartalmat, a
ChAT valamint az AChE enzimaktivitdsokat mértiik az altalunk
felhasznalt peszticidek hatdsainak kimutatasédra. Az akvarium
vizében feloldott hatdanyagok (5 mg/l PQ; 5 mg/l Cuso,; 2
mg/1l MD) 1 hetes expozicidéja utdn a pontyok agyabdl mértiik
a kolinerg paramétereket a 3.2. - 3.4. pontban leirt
moédszerrel.

A ponty agy in vivo ACh tartalmdnak valtozasat peszticid-
kezelés hatédsara a 25. abra mutatja. A kontrollhoz képest a
paraquattal kezelt halak agyanak ACh tartalma 40 %-ra, a
Cuso,-tal kezelteknél 70 %-ra csdkkent le. Az AChE-t bénitd
MD kezelésnél egy nem szignifikédns, 12 %-os emelkedés
mérhetd.

A ChAT aktivitas a PQ és a CuSO, kezelés hatédsdra nem
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valtozott, mig a MD kezelés hatasara 20 %-os (szignifikans)
enzimaktivitas névekedés figyelhetd meg (26. ébra).

A 27. &abran a ponty agy AChE aktivitédsdnak valtozésa
lathatdé a kezelések fliggvényében. A PQ 27 %-os nodvekedést
okozott az enzimaktivitdsban, mig az inszekticidként
alkalmazott MD kezelésre az enzimaktivitas todbb mint 75 %-
kal csdkkent. A CuSO, hatasara nem tértént valtozas az AChE

aktivitasaban.

ACh tartalom (nmol/g nedves szovet)

M\

DN

Kontroll E::] Paraquat Methidation E CusSo4
14
25. Abra

Ponty agy ACh tartalma 1 hetes peszticid-kezelést
k&vetben. Az alkalmazott peszticidkoncentracidk:
5 mg/1l paraquat (PQ); 2 mg/l methidation (MD); 5
mg/l CusO,. A MD Kkezelésre kapott ACh szint
névekedés nem szignifikéans. Az adatok
csoportonként 6 egyedb8l szarmaznak (n) a szodras
feltlintetésével (* S.D.).

Az agyban mérhetd ACh tartalom csdkkenése a PQ és a Cuso,
kezelések hatéséara jol tikrozi ezen vegyliletek
membrandestrudldé hatédsat. Az ACh tartalom csodkkenése
valdészinlileg a vezikuldris ACh membrdn integrit&sanak

megszlinése miatt k&vetkezik be.
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26. Abra
Ponty agy ChAT aktivitasvaltozasa 1 hetes
peszticid-kezelést k&vetben. Az alkalmazott

peszticidkoncentracidk: 5 mg/l paraquat (PQ); 2
mg/l methidation (MD); 5 mg/l CuSO,. A MD
kezelésre kapott ChAT aktivitasnovekedés
szignifikans (p<0,01, ANOVA) . Az adatok
csoportonként 6 egyedb8l szarmaznak (n) a szdras
feltilintetésével (* S.D.).

AChE aktivitas (U/g fehérije)
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27. Abra

Ponty agy AChE aktivitasvaltozdsa 1 hetes
peszticid-kezelést k&vetben. Az alkalmazott
peszticidkoncentracidék: 5 mg/l paraquat (PQ); 2
mg/l methidation (MD); 5 mg/l CusO,. A PQ,
valamint a MD kezelésre kapott AChE aktivités
valtozéasok szignifik&nsak (p<0,01, ANOVA). Az
adatok csoportonként 6 egyedb8l szarmaznak (n) a
széras feltiintetésével (+ S.D.). 1 U: 1 umol
szubsztrat hidrolizisét jelenti percenként.
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A MD hatasara fellépd kismértékl ACh szint n&vekedés
egyrészt a hidrolizisének gatlasaval, masfel8l a szin-
tézisének indukcidjaval magyarazhato.

A ponty agy ChAT aktivitdsara a PQ valamint a CuSO, nincs
hatdssal. A MD hatasara fellép8 aktivitasndvekedés a
kolinerg autoreceptorokkal magyarazhatdé: a MD hatéaséara az
ACh hidrolizisének géatldsa az endogén ACh a szinaptikus
résben tdrténd felszaporodasat okozhatja. A felszabaduldé ACh
aktivdlja a posztszinaptikus kolinerg receptorokat és
egyidejlileg stimuldlja a preszinaptikus membranhoz kodtdtt
kolinerg autoreceptorokat is. Az ACh hidrolizis blokkol&sa
miatt a preszinaptikus receptorok aktivaldédnak, és ez a
tovéabbi ACh-felszabaduléas ledllitasat eredményezi. A
posztszinaptikus membrannal ekkor fellépd relativ ACh hiany
viszont hatdssal 1lehet a tovabbi ACh szintézisére, és
indukalhatja a ChAT-ot, vagy a szintézisét. Ily mdédon
kapcsolat tételezhetd fel a kolinerg autoreceptorok aktualis
dllapota és az ACh-szintézis (ChAT aktivitésa) kozott.

A ponty agy AChE aktivitédsa nem valtozott az egy hetes
CusOo, kezelésre. A PQ hatasara szignifikans ndvekedés (27 %-
os ndvekedés), MD hatdsara drasztikus aktivitascsodkkenést

tapasztaltunk (75 %-os csokkenés).

4.5.3. Peszticidek kombinativ hatasa a ponty vérplazma
acetilkolinészterazara

A tovédbbi kisérletsorozatok alkalmdval vizsgaltuk a PQ,
CusO, és a MD kombindlt hatdsat a ponty vérplazma AChE
enzimére az esetleges szinergista vagy antagonista hatésok
felderitése céljaboél. A vizsgalt vegyililetek koziil a MD
gatolta a ponty agy AChE aktivitédsat a legnagyobb mértékben
(27 Abra). Ez a MD koncentréacié (2 mg/l) 24 6ra elteltével
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csaknem 80 %-kal csdkkentette a ponty vérplazmdjadnak AChE
aktivitasat is, amely gatlas még 2 hét elteltével is
fenndallt (28., 29. Abra). 5 mg/l PQ 24 0Oréas Kkezelést
k&vetlen 50 $-kal csdkkentette a vizsgdlt enzim aktivitéasat,
azonban 96 d6ra elteltével a kontroll értékhez képest mintegy
20 %$—-os AChE aktivitasnovekedés mérhetd. Ez az
aktivitasndvekedés 2 hét elteltével is ezen a szinten maradt
(28., 30. Abra).

A PQ okozta valtozashoz hasonldé tendencidaji képet mutat
5 mg/l CuSO, kezelés hatasara a vérplazma AChE aktivitas
valtozasa. Az eltérés abban nyilvdnul meg, hogy 96 ©Ora
elteltével a novekedés mértéke jdéval nagyobb, mint PQ
esetében (29., 30. ébra). Ezt a hatast az agy esetében nem

tapasztaltuk egy hetes expondlas utan (27. Abra).
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28. Abra

2 ppm (mg/l) MD, 5 ppm (mg/l) PQ illetve 1 ppm
(mg/l) MD és 2,5 ppm (mg/l) PQ kombindlt kezelés
hatdsa a ponty vérplazma AChE aktivitasara. Az
AChE aktivitads a kontroll szazalékdban van
kifejezve. Az adatok 6-18 egyedbOl szarmaznak (n)
a szdéras (+ S.D.) feltlintetésével.
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29. Abra

5 ppm (mg/l) CuSO,, 2 ppm (mg/l) MD illetve 1 ppm
(mg/1) MD és 2,5 ppm (mg/l) CuSO, kombindlt
kezelés hatasa a ponty vérplazma AChE
aktivitidsdra. Az AChE aktivitds a kontroll
szdzalékdban van kifejezve. Az adatok 6-18
egyedb0l szarmaznak (n) a szdras (+ S.D.)
feltilintetésével.
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AChE aktivitas [%]
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30. Abra

5 ppm (mg/l) CuSO,, 5 ppm (mg/l) PQ illetve 2,5
ppm (mg/l) CusO, és 2,5 ppm (mg/l) PQ kombinalt
kezelés hatéasa a ponty vérplazma AChE
aktivitdsdra. Az AChE aktivitdas a kontroll
szazalékaban van kifejezve. Az adatok 6-18
egyedbgl szdrmaznak (n) a szdéras (x S.D.)
feltiintetésével.

A MD a két masik vizsgalt vegylilettel kombin&ltan tdrténd
kezelése soradn minden esetben csdkkentette az AChE
aktivitasat. E valtozds mértéke azonban eltéréseket mutat.
A MD + PQ kombinativ Kkezelés sordn az AChE aktivitéas
csdkkenés idOben hasonld lefut&sd, de enyhébb, mint tiszta
MD-os kezelés esetében (28. Abra).

Hasonldé tendenciajd valtozast mutat a kép MD + CuSO,
kezelést koévetden. Itt azonban a kombinativ kezelés soran a
gatlas valamennyi vizsgalt idOpontban kisebb mértékl, mint
MD-al vagy MD + PQ-tal toértént kezeléskor, és ez a csokkenés
ellentétes azzal, mint azt a kizarélag CuSO,-tal tortént
kezeléskor tapasztaltuk (29. Abra). A CuSO, + PQ kombinadcidja

kezelés soran minden mért id8pontban - ha szerény mértékben
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is, de mintegy 20-30 %-kal magasabb az AChE aktivitédsa a
kiilon-kiilon végzett kisérletekhez képest (30. ibra).

A szerves foszforsavészterek gatlé hatédsanak oka, hogy
e vegylilet-tipusok kovalens koétésbe 1lépnek az enzim szeril
OH-csoportjaval. Kisérleteink sordn viszonylag magas
methidation koncentréacidé mellett kovetkezett be a vérplazma
acetilkolinészterdz gatlasa. Ennek oka az lehet, hogy a
halakban el8forduldé AChE lassabban reagal a gatlészerekkel,
mint az eml8sdk esetében (Moss é&s Fahrney, 1978). A
természetes vizekben é16 halak esetében viszonylag kisebb
koncentraci6éja szerves foszforsavészter is tekintélyes AChE
gatlast okozhat (Williams és Sova, 1966), ami a halakban
végbemend nagyfoka akkumuléacid kovetkezménye lehet
(Reichenbach-Klinke, 1972). Eredményeink szerint a MD akar
egyediili, akar PQ-tal vagy CuSO,-tal tdrtént vegyes kezelés
soran tartdsan csdkkentette az AChE aktivitéasat. Feltételez-
het8, hogy e vegylilet nemcsak az enzim aktiv centrumét
bénitja, hanem drasztikusan gatolja a de novo szintézist is.
Mas allatfajban, igy pl. madarak esetében kimutattdk, hogy
szerves foszforsavészterek hatasdra csak 26 nap elteltével
allt helyre az AChE aktivit&sa a mintegy 55-64 %-os gatléast
kdvetben, nagyrészt az AChE de novo szintézisének eredménye-
képpen (Fleming és Grue, 1981). A PQ és a CuSO, nem
kolinészteraz bénitdként ismert vegyliletek. Bejutva a halak
szervezetébe, elsOsorban a kopoltythamot (SEM felvételek,
15-24. ébra), majat és a vesét karositjadk, mivel ezek a
szervek Jjatszanak Kkulcsszerepet az antropogén agensek
felvételében, téarolasdban és kivalasztasaban (Ferri és
Macha, 1980; Horvath és Stammer, 1979; Reichenbach-Klinke,
1972; Rojik és mtsai., 1983). Kordbbi mérések szerint a PQ
és a CuSO, mar két oéras kezelést kdvetden gatolta a halak
létfontossagl szerveiben az AChE aktivitdsat (Nemcsdék és

mtsai., 1984, 1985). 24 6ras expoziciét kdvetSen azonban az
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egyedi CuSO, és PQ kezelésre az AChE aktivitasa tdllépte a
kezelést megelgzg kontrol szinteket. Ez annak a ko&vet-
kezménye 1lehet, hogy a CusO, és a PQ elsBsorban a mar
megszintetizdlt AChE aktivitdsat csdkkenti, de serkenti
annak de novo szintézisét.

Hasonld hatadst mértek <csirkeembrié mellizm&ban:
paraoxon (herbicid) hatasara a kezelt sejtek AChE aktivitéasa
egy 1id6 utadn meghaladta a kontroll szintet (Cisson és
Wilson, 1977, 1981). Ennek oka a szerzOk szerint az, hogy az
enzimaktivitéas regeneralddéasa inkabb az enzim
Gjraszintézisétol flgg, mint a mar gatolt enzim
reaktivacidjatél. Hasonldan magyardzhatd esetiinkben a CusSQO,
és PQ okozta aktivitas ndvekedés. MD + PQ é&s MD + CusSQ,
esetében tapasztalhatdé gatlds két hatds eredbjeként
tekinthet8. A vegyes kezelés soradn hasznalt 1 mg/l MD
koncentracidé nyilvanvaldan kevésbé gatolja az AChE de novo
szintézisét, mint 2 mg/l MD mennyiség. Ugyanakkor a kisebb
koncentracidkban alkalmazott Cuso, és PQ is kevésbé hat
serkentb8leg a 96 Oras kezelést kdvetben az AChE de novo
szintézisére.

Adataink szerint megdllapithatd, hogy a szerves
foszforsavészterek kiilondsen azért veszélyesek halakra,
mivel viszonylag alacsonyabb koncentracidéban is sokdéig
gatoljak az AChE szintézisét és adott esetben kedvezOtleniil
befolyasoljak mas vegyliletek (PQ, CusSO,) okozta AChE gatlas

viszonylag gyors regeneralddasat.
4.5.4. A methidationnak a ponty AChE-ra kifejtett hatasanak
vizsgalata

A 2 mg/l-es 1 hetes MD kezelés hatasara az agyban a
kontrollhoz képest (13. ibra) jelentgsen csdkkent a G, és G,
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AChE molekularis alforma aréanya, és csdkkent az A, ,-es forma
mennyisége is  (31. Abra). Ismert adat, hogy egyes
vegyliletek-nek nemcsak az AChE mikédését, hanem de novo
szintézisét is gatoljadk (Cisson és Wilson, 1977; Fleming és
Grue, 1981). A MD esetében is hasonldé hatés feltételezhetd.
Mivel valamennyi AChE molekuldris alforma képzOdése a Gf-bgl
vezethetl le, ezért szintézis gatld hatéds esetében a G, forma
csOkkenése a legszembetﬁngbb. Ez magyarédzhatja a G, és A,
formak kezelést kdvetd mennyiségének csdkkenését is.

A kontroll m&j legnagyobb mértékben a membrankétsétt G, -es
format tartalmazza. Negyedannyi a G, aranya, mig a leg-
alacsonyabb az A,, formak mennyisége (14. Abra). A MD kezelés
hatasara a G4 forma aranydnak csdkkenése a méajban. levd
membran-kirosodiassal lehet &sszefliggésben, melyet biokémiai
és elektronmikroszkdépos vizsgdlatok tamasztanak ala (Rojik
és mtsai., 1983). A monomer G, frakcidé aranyanak ndvekedése

a tetramer G, forma bomlasat jelezheti (32. Abra).

E (412 nw) [S1]
a.25

6
50

_ 14
Frakcioszam

—8— Extinkcio 412 nm-en —o— 81

31. Abra

Az AChE molekuldris alformdinak megoszlasa ponty
agyban a szedimentacids sebességi [S] profil
alapjan a 2 mg/l-es 1 hetes MD kezelést kdvetlen.
Mindegyik frakcidébdél AChE (E,;,) és marker enzim
meghatdrozast végeztiink.

G, = 45, G, = 10s, A,, = 16S szedimentacids
d4llanddjaG AChE formék.
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32. Abra

Az AChE molekulédris alformdinak megoszldasa ponty
majdban a szedimentdcidés sebességi [S] profil
alapjan a 2 mg/l-es 1 hetes MD kezelést kdvetben.
Mindegyik frakcidébdél AChE (E,,,) és marker enzim
meghatarozast végeztiink.

G, = 4S, G, = 10S, A,, = 16S szedimentacids

dllandéja AChE forméak.

Munkanknak tovabbi részében a MD-nak a ponty kiilénbsz8
szerveinek acetilkolinészterdzara kifejtett in vitro toxikus
hatasat vizsgaltuk. A kisérletben a szezondlis valtozés
(téli illetve nyari idOszak) esetlegesen fellépd hat&sénak

kimutatiasa volt a f£fO cél.

In vivo kisérleteink alapjan mind az 1,5, mind az 5 mg/1l
MD koncentr&cidé mar 24 éra elteltével jelentO8s AChE gatlast
okozott a ponty vérplazmaban. 1,5 mg/l MD hataséara kb. 40 %,
5 mg/l MD hatésara pedig mintegy 70 %-os gatlast mértiink
(33, ibra). A Lineweaver-Burk &brdzolas alapjan meg-
dllapithatdé, hogy 1in vitro koériilmények kozétt a MD a
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vizsgdlt szervekben vegyes tipusG gatlast okozott (34.
Abra), tehat hatassal van az AChE anionos k&tChelyére és az
észterdazos helyre is. Ezaltal néveli az enzim-szubsztrat
komplex disszociédcids allandéjat és csdkkenti az
enzimreakcié maximalis sebességének az értékét (7.
tablazat). Ez Osszhangban van a foszforsavészterek ismert
hatas-mechanizmus&dval, melyek az AChE anionk&t0 és észteraz
helyéhez 1is kapcsolédnak és az enzim reaktiv szeril

oldallancéanak foszforilacidéjat okozzak.

AChE aktivitas (%)

120 1
—&— 1.5 mg/ml MD —>*—5 mg/ml MD
100 3
80 -
60
40 A
20 A
a T T T T T T T T T 1
a 3 1@ 15 20 25 30 35 40 45 50
Kezelesi idd (ora)
7
33. Abra

1,5 mg/l és 5 mg/l MD in vivo hatdsa ponty
vérszérumanak AChE aktivit&sara a kezelési idd
fiiggvényében. Az eredményeket a kontrollhoz
viszonyitva szadzalékban adtuk meg. Az adatok 6-12
egyedb8l (n) szarmazd mérések atlagat jelentik.
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—>— 18 pM MD —— 168 pM MD O Kontroll
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34. Abra
A ponty agy AChE MD-al t&érténd in

gatlasanak Lineweaver-Burk féle abréazoléasa.

7. tablazat
Methidation hatadsa az AChE latszdélagos K, és V__ értékeire
ponty szerveiben

70

MD K, v
(M) (M) (umol AcThCh/mg fehérje/s)

vVérplazma Kontroll 3.77 + 0.36 x 10  4.44 + 0.45 x 107
4.0 x 10 8.93 + 0.87 x 107 4.08 + 0.40 x 107

2.0 x 10* 2.04 + 0.20 x 107 3.45 + 0.33 x 107

Agy Kontroll 1.34 # 0.12 x 107 8.33 + 0.81 x 107
4.0 x 107 1.88 + 0.17 x 10% 7.69 + 0.70 x 107°

2.0 x 104 2.86 + 0.28 x 107* 6.25 + 0.59 x 107>

Sziv Kontroll 9.52 #+ 0.91 x 10> 2.33 + 0.21 x 1073
4.0 x 107 1.37 + 0.13 x 10* 2.27 *+ 0.22 x 107

2.0 x 10% 2.31 + 0.22 x 10  2.13 + 0.19 x 10°°

Izom Kontroll 1.45 + 0.13 x 10% 1.51 + 0.13 x 107°
4.0 x 102 1.72 + 0.17 x 10* 1.39 + 0.12 x 10°°

2.0 x 10 2.61 + 0.24 x 10* 1.16 * 0.10 x 1073
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A MD kezelés ko&vetkeztében csdkkent V  és megndvekedett
K, értékek azt mutatjak, hogy a MD csdkkenti a felszabadult
ACh lebontaséanak sebességét (35. ébra, 8-10. tablazatok) és
az AChE affinitasat szubsztratjadhoz. Ezek igen kedvezOtlen
iradnyban valtoztatjdk meg az AChE normdlis biokémiai és
fizioldégiai funkcidéit. Enyhébb esetben Kkarosan alakul a
halak normdl mozgasaktivitédsa a tdpléalék megszerzése és/vagy
a menekiilési reakcidék soréan. StGlyosabb esetben todmeges

halpusztulds is bekovetkezhet ilyen valtozasok alkalméaval.

v [,,mol AcThCh/mg feherje/sec. ]

4.5 A
3.5 - /
2.3
1.9 1
—O— Kontroll —»— 48 uM MD —%— 200 pyM MD

8.5 i I § T I I

Q@ 8.2 6.4 8.6 8.8 1

AcThCh [nM]
14
35. Abra

A methidation in vitro hatdsa a ponty vérplazma
AChE reakcidsebességére.
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8. tablazat
Methidation hatdsa a ponty agy AChE reakcidsebességére

V x 10° (umol AcThCh/mg fehérje/s)

c Kontroll 4.0 x 10° (M) MD 2.0 x 10™* (M) MD

AcThCh (M)

0.2 5.70 = 0.59 4.49 * 0.55 2.54 = 0.26
0.4 7.85 * 0.81 5.74 * 0.60 3.99 £ 0.44
0.6 7.97 £ 0.75 7.06 £ 0.68 4.47 * 0.46
0.8 8.33 * 0.87 7.22 £ 0.71 4.48 * 0.47
1.0 8.36 * 0.89 7.46 £ 0.75 5.16 £ 0.50

9. tablazat
Methidation hatdsa a ponty sziv AChE reakcidsebességére

Vv x 10> (umol AcThCh/mg fehérje/s)

C Kontroll 4.0 x 107 (M) MD 2.0 x 107 (M) MD

AcThCh (M)

0.2 1.50 * 0.13 1.30 = 0.12 0.95 £ 0.10
0.4 1.76 £ 0.17 1.67 = 0.17 1.37 £ 0.13
0.6 1.91 £ 0.20 1.85 + 0.18 1.54 = 0.14
0.8 2.02 * 0.19 1.96 * 0.20 1.67 £ 0.17
1.0 2.22 * 0.21 2.08 £ 0.19 1.72 £ 0.16
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10. tablazat
Methidation hatédsa a ponty tdrzsizom AChE reakcidsebességére

V x 10° (umol AcThCh/mg fehérje/s)

c (M) EKontroll 4.0 x 10° (M) MD 2.0 x 10™* (M) MD

AcThCh

0.2 0.90 * 0.09 0.75 + 0.07 0.48 * 0.05
0.4 1.16 + 0.10 0.99 * 0.10 0.68 + 0.06
0.6 1.20 +* 0.13 1.06 * 0.11 0.82 + 0.07
0.8 1.32 + 0.13 1.14 * 0.10 0.87 + 0.08
1.0 1.35 + 0.14 1.17 *+ 0.12 0.91 + 0.08

In vitro, 20 °C-on végzett kisérletek alapjan az AChE
gatlasa a legnagyobb mértékl az agyban. 10 perces 1 mg/l1l MD
inkubalast kévetben mar 20 %-os a gatlas figyelhetd meg. 10
mg/l-es dbézis hatasdra 2 o6ra elteltével mar 80 %-os gatléas
mérhetd. Az AChE gatlas id8beli és MD koncentréacidtdl fﬁggs
valtozasa hasonld lefutéast a tobbi vizsgédlt szervben és é
vérplazmdban. A gatlas mértékét illet8en vérplazma, sziv,
izom a tovabbi sorrend. A 4 °C-on végzett kisérletek azt
mutatjak, hogy valamennyi vizsgédlt szervben jelentOs mérték-
ben csokkent az AChE gatldsa a 20 °C-on mért értékhez
viszonyitva. 1 mg/l-es kezelést kdvetOen még 120 perces
inkubdciét koévetben sem volt a gatlas mértéke 10 %-nal
nagyobb, a vérplazma kivételével (36-37. Abra, 11-13.

tablazatok) .



AChE aktivitas (%)

100 O 1 mg/ml MD + 3 mg/ml MD X 5 mg/ml MD ¥ 10 mg/ml MD

98

70

60 T T T T T T
"] 20 40 1] 80 100 120
Kezelesi ido (perc)
14
36. Abra 4 °C-on
AChE aktivitas (%)
10@
O 1 mg/ml MD + 3 mgs/ml MD X 5 mg/ml MD * 18 mg/ml MD
80 -
60 -
48 -
208 -
] T T T T T T
e 20 40 60 8@ 100 120
Kezelesi ido (pero)
14
37. Abra 20 °C=-on

A methidation koncentr&ciéfiiggd hatdsa a ponty agy
'AChE aktivitdsdra az expoziciés ido fliggvényében
4 °C-on (36. Abra) és 20 °C-on (37. Abra). Az
eredmények a kontroll sz&zalékaban vannak megadva.
Az adatok 6-12 egyedbOl (n) szarmazd mérések
atlagat jelentik.
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11. tablazat
A methidation koncentraciéfiiggd in vitro hatdsa a ponty sziv

AChE aktivitasara 20 °C-on és 4 °C-on.

Inkubidcidés idd (perc)

MD

(mg/1) 10 20 30 60 120
20 °C-on

85 * 4 84 + 3 83 + 5 83 + 3 83 + 6

83 * 3 80 + 6 77 * 4 73 £ 5 68 * 3

80 = 5 74 + 3 71 * 4 69 * 4 59 + 3

10 60 * 6 53 £ 5 48 + 8 41 = 5 31 + 6
4 °C-on

1 89 * 7 91 + 10 201 + 1 98 + 10 93 1

96 *+ 9 90 * 6 93 + 10 87 + 1 85 + 7

5 85 + 6 81 * 6 81 * 4 75 + 5 68 * 6

10 84 + 8 81 +5 75 + 2 69 + 10 6 * 10

Az eredményeket a kontroll szizalékaban adtuk meg. Az értékek

6-8 egyedbll (n) szarmazd értékek atlagat jelentik ( + S.D.).
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12. tablazat
A methidation koncentraciéfiiggd in vitro hatésa a ponty

torzsizom AChE aktivitdsara 20 °C-on és 4 °C-on.

Inkubidcidés idd (perc)

MD

(mg/1) 10 20 30 60 120
20 °C-on

98 + 3 92 + 7 78 + 8 74 £ 5 67 * 3

79 * 2 67 * 4 62 *+ 3 49 + 1 41 * 3

55 + 8 51 + 4 49 + 2 42 + 6 30 + 1

10 44 + 7 38 + 1 35 + 4 29 + 4 28 £ 1
4 °C-on

100 * 8 98 + 5 92 * 2 96 * 6 97 + 6

99 * 2 102 + 5 99 * 4 101 + 1 86 £ 5

95 + 9 97 92 * 4 90 + 12 79 £ 6

10 100 + 10 89 * 96 + 6 85 + 8 73 t 6

Az eredményeket a kontroll szdzalékdban adtuk meg. Az értékek
6-8 egyedbll (n) szarmazd értékek a&tlagat jelentik (+ S.D.).
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13. tablazat
A methidation koncentréaciéfiiggd in vitro hatdsa a ponty

vérplazma AChE aktivitédsara 20 °C-on és 4 °C-on.

Inkubdcidés id8 (perc)

MD
(mg/1) 10 20 30 60 120
20 °C-on
1 93 = 6 89 + 8 89 4 88 £ 5 83 =+ 5
90 * 8 87 t 4 81 7 76 £ 2 65 £ 3
59 =1 58 = 3 54 + 3 53 + 3 43 = 1
10 59 £ 2 55 = 3 52 + 2 43 £ 2 34 £ 2
4 °C-on
96 + 1 93 t 6 88 1 84 = 5 82 * 2
95 * 6 88 + 6 84 * 6 81 £ 4 77 £ 1
93 = 6 87 £ 7 86 1 80 £ 3 75 = 5
10 92 £ 2 86 + 6 86 + 5 78 t 6 70 = 4

Az eredményeket a kontroll szazalékaban adtuk meg. Az értékek
6-8 egyedbOl (n) szarmazd értékek atlagat jelentik (+ S.D.).
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A MD tehat mas foszforsav tipusi peszticidhez (Coppage és
Braidech, 1976; Klaverkamp é&s Hobden, 1980) é&s mas
dllatfajokon leirtakhoz hasonldéan (Knowles és Cassida, 1966)
mindkét vizsgalt h8mérsékleten jelentOsen gatolja a halak
AChE aktivitasat. Kiiléndsen veszélyes lehet a MD okozta viz-
szennyezOdés, mivel in vivo koriilmények kdzdtt 3 nagység-
renddel kisebb MD kezeléssel érhet8 el az 50 $-os AChE gatléas
az 1in vitro kezelésekhez viszonyitva (Nemcsdék és mnmtsai.,
1987a). Ennek oka az, hogy a MD - mint a tdbbi P=S k&téssel
rendelkezd Gn. tiofoszforsav észter - AChE bénité hatasat dgy
fejti ki, hogy el8bb oxidativ deszulfuralasi reakcién megy
keresztiil (Chopade és Deuterman, 1981). Annak ellenére, hogy
a halak esetében az AChE enzim hosszabban reagal az AChE
bénitékkal, mint az eml8sdk viszonylatadban (Moss és Fahrney,
1978), a MD mas szerves foszfatészterekhez hasonldan mar igen
kis koncentracidéban stlyos zavarokat okoz az idegrendszer
mikddésében az AChE gatlésa révén (McLeese és Metcalfe, 1979;
Williams és Sova, 1966). Ezenkivil a halak igen nagy
mértékben képesek a kdrnyezetiikben elbforduld peszticidek
feldisitasara (Reichenbach-Klinke, 1972; Nemcsdk és mtsai.,
1987b) . Kiilondsen veszélyes az AChE gatlasa a halak szivében,
mivel annak beidegzésében a kolinerg rendszernek jelentls
szerepe van (Pennec és La Bras, 1984). Az AChE gatlas a vagus
hatasa fokozasdhoz vezethet, amely silyos zavarokat okoz a
keringéssel &sszefliggb élettani folyamatokban. Csdkkenhet az
0,

tomeges halpusztulashoz vezethet.

P . . . . P P "
felvétel, ami szdveti szinten anoxiahoz, vé&gso soron

Az altalunk mért AChE gatlasok mértéke azért is veszélyes
~lehet, mivel a szerves foszforsavészter tipusiG vegyililetek
maganak az AChE enzimnek de novo szintézisét is gatolhatjak.
Ilyenkor még egy hénappal a gatlast kdvetben is kdzel 50 %-
os gatlas mérhetd (Fleming és Grue, 1981). Mérésiink alapjan

az is megdllapithatd, hogy a nydri vizhOmérséklet mellett
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jéval veszélyesebb halak szémdra a MD szennyezOdés, mint 4
°C-on. Ennek oka nyilvanvaldéan az, hogy a ponty -
poikilotherm &llat révén - alapanyagcseréje - igy a vizbOl
térténd peszticid akkumulédciéja és ezt kévetben a
metabolizmusa - 20 °C-on intenzivebb, mint 4 °C-os
vizhO8mérsékleten. Kisérleti adatok szerint 20 °C-on mé&s
peszticidek 2 6ras in vivo kezelést kdvetben 4-10-szer
nagyobb koncentracidéban akkumulaldédnak a ponty egyes
szerveiben, mint 4 °C-on (Nemcsdk és mtsai., 1987b).
Eredményeink alapjén feltételezhetd, hogy a MD a ponty
egyes szerveinek AChE aktivitasat az évszaktdl fliggd
vizhOmérséklet valtozasaval kiildnbdz0 mértékben gatolja. fgy
ezek a mérések ndvelik a pontos ellrejelzés lehetgségét
annak, hogy a MD vizhOmérséklet fﬁggg akkumulacidéja és
metabolizmusa milyen mértékben kdrositja a halak

idegrendszerét.
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” ’
5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a kolinerg szempontbdl kevéssé vizsgalt
csontoshalakat tanulmanyoztuk. Az alapvetd &sszehasonlitéason
kiviil a hazank haltenyésztésében fO szerepet jatszd ponty
kolinerg rendszerét vizsgdltuk behatébban. A kolinerg
paraméterek Jjellemzése mellett hdrom elterjedten hasznéalt
névényvédOszernek ezekre a paraméterekre kifejtett hatésat
is vizsgaltuk.

Munkéank része az intézetiinkben 11 éve folyd
kisérletsorozatnak, melyben a peszticideknek, mint
potencidlis k&rnyezetszennyezd vegylileteknek a halakra
gyakorolt kadros hatédsait vizsgéalija.

Eredményeinket az aldbbiakban foglaljuk Ossze:

1. A kiilénbz6 csontoshalak kolinerg paramétereinek
Osszehasonlitdasanal az ACh tartalom, valamint a ChAT
aktivitas alapjan a halfajok kézott szignifikéans
kiilénbségeket tapasztaltunk, amely az életmdéddjukkal hozhatd

szoros Osszefliggésbe.

2. A radioligand ko&tési tanulmdnyok eredménye alapjan a
ponty agyban az M,-receptor tipusok dominalnak, amely -
Osszehasonlitva az emlOs&kével - a ponty agy filogenetikailag
alacsonyabb fejlettségét, Osibb tipusat bizonyitja.

3. A ponty agy ChAT izoelektromos pontja, valamint a kapott
K, értékek jelzik, hogy a ChAT eléggé konzervativ enzim, és
az eltelt évmillidk alatt - valdsziniileg a szervezetben
betd1ltdtt fontos szerepe miatt -alapvetd biokémiai
tulajdonsdgai még az egymdstdl filogenetikailag igen

tavolalldé fajokban sem valtoztak megq.
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4. A halak agydban az acetilkolinészteraz A,,-es molekularis
alformajanak feltlinben magas arénya szintén bizonyitja, hogy
a halak - Osszehasonlitva a fejlettebb gerinces &llatokkal -

alacsonyabb tdrzsfejlodési szinten alloé osztalyt

képviselnek.

5. A vizsgalt peszticidek membrandestrudlé hatasa SEM-al
kimutathatd médon,igen rdvid idd alatt kérositjadk a

kopoltydhamot.

6. A ndvényvédOszerek szervkarosité hatéasa erbteljesen fiigg
az alkalmazott hatdanyag koncentracidéjatdl, hatasmdédjatél,
a hatds id8tartamatél, a halak kondiciondlis &llapotéatdl és
a kdrnyezeti tényezOktSl (h8mérséklet, pH stb.). A kombin&lt
kezelések bizonyitjadk, hogy a szubletdlis koncentracidkban
alkalmazott peszticidek egylittes hatédsa az egyediili

alkalmazastél igen eltérd hatédst eredményezhet.
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6. ROVIDITESEK JEGYZEKE

acetil-koenzim A

acetilkolin

acetilkolinészteraz; EC 3.1.1.7
acetilkolin-receptor

acetiltiokolin

M, antagonista, 11-[[2-[ (dietilamino)metil]-1-
piperidinil]-acetil]-5,11-dihidro-6H-pirido-
[2,3-b][1,4]benzodiazepin

adenozintrifoszfat

kolin-acetiltranszferaz; EC 2.3.1.6

koenzim A

2,2'-dinitro-5,5'-ditiobenzoesav

kortikalis tipusi muszkarinerg receptor

sziv tipusG muszkarinerg receptor
muszkarin-tipusd acetilkolin receptor
methidation (S-2,3-dihidro-5-metoxi2-oxo-
1,3,4-tiodiazol-3-ilmetil-0,0-dimetil-
foszfoditioat)

Hill koefficiens

szignifikanciaszint
1,4-di-[2-[4-metil-5-feniloxazoil]]-benzol

1 ppm = 1mg/1

2,5-difenil-oxazol

paraquat (1,1'-dimetil-4,4'bipiridillium-
diklorid)

M, antagonista, [N-metil-}H]pirenzepin
nem-szelektiv mAChR antagonista, [fenil—4-}H]-
quinuklidinil-benziléat

korreldcids koefficiens

pasztazdé (scanning) elektronmikroszkdp
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