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BEVEZETES

Az ¢l6 vizeinkbe nagy mennyiségben keriilnek az éldvilagra artalmas
anyagok, mint példaul kiilonb6z6 nehézfémek, illetve azok szarmazékai, a vizi
okoszisztéma sulyos karosodasat eredményezve. A nehézfémek és vegyiileteik a
levegdbe, talajba, talajvizbe, valamint a felszini vizekbe keriilve koncentracidjuktol
és az expozicid iddtartamatol fiiggéen kozvetleniil karosithatjak az 6koszisztéma
egyedeit, illetve akkumulaciéjuk miatt a taplaléklancon keresztiil kozvetve
valthatnak ki toxikus hatast. Az akkumulacié mértékét kiilsé kornyezeti tényezok, a
szervezet belsd fiziologids allapota, az éldlény életmodja €s a taplalkozasi lancban
elfoglalt helye jelent6s mértékben befolyasolja. A vizi kérnyezet stresszhatasai az
¢l6lényekben komplex cellularis reakciokat valtanak ki. A sejtekbe keriild idegen
vegyliletek hatasa elsddlegesen a makromolekulakkal (fehérjék, lipidek,
nukleinsavak) valo koélcsonhatasukban nyilvanul meg, amely a sejtek molekularis
mikodésének megvaltozasat eredményezi. Ezen folyamatok kezdetben
reverzibilisek lehetnek, s a bioldgiai aktivitas valtozasa alapjan jol detektalhatok.

A halak szervezetében lejatszodd biodegradacios folyamatok kevésbé
ismertek, ugyanis farmakologiai és toxikologiai szempontbol a kutatasok hosszi
ideig elsdsorban csak az emldsokre korlatozodtak. A kémiai szennyez6 anyagokkal
egyre inkabb terheltté valo vizi kdrnyezetben a halak kozvetve és/vagy kozvetleniil
fokozottan ki vannak téve a kémiai szennyezd anyagok hatdsainak, igy a vizi
Okoszisztémak allapotanak érzékeny indikatorai. Egész testfeliiletiikkel,
kopoltytjukkal allando és szoros kapcsolatban vannak a vizzel, illetve a vizben
1év6 toxikus vegyliletekkel, s ez altal kozvetleniil, illetve kozvetve vagy a
taplalkozasuk révén felhalmozhatjak testiikben az idegen anyagokat.

Minden ¢é161ény, igy a halak szervezete is rendelkezik olyan, meglehetdsen

konzervalt, molekularis védelmet szolgal6 fehérjerendszerekkel, amelyek kitiritik



vagy metabolizaljak az idegen vegyiileteket. A halak szervezetébe Kkeriild
szennyez$ anyagok metabolizmusanak f6 helye a maj. A Dbiotranszformacios
folyamatoknak koszonheten ezek az anyagok a szervezetbdl kiiirithetové valnak,
ezaltal a toxikus hatas is csokkenhet. Ebben fontos szerepet jatszanak a
majméregtelenitd  enzimek, a citokrom P450-fiiggd kevert funkcioji
monooxigenazok. A P450 enzimek aktivitdsa a szervezeten beliil nem allando, a
szervezetbe keriild idegen anyagok, a xenobiotikumok vagy egyes endogén
szabalyoz6 molekulak képesek ndvelni (induktorok) vagy csokkenteni (inhibitorok)
a P450 enzimek aktivitasat.

Bér 6nmagaban a citokrém P450 enzimindukci6é nem alkalmas szennyezd
anyagok természetének azonositasara, ennek ellenére a hagyomanyos analitikai
modszereket kiegészitve alkalmas modszer a vizmindség romlasanak jelzésére.
vagy egyes érzékenyebb fajok pusztulasahoz, hosszu tavon pedig az életk6zosségek
valtozasahoz, ezért nagyon fontos vizeink 6kologiai allapotanak vizsgalata.

A kiilonbozé tengeri halfajok szervezetében lejatszodo biodegradacios
folyamatokrol szamos irodalmi adat all rendelkezésre, azonban az édesvizi halak
maj méregtelenité citokrom P450-fliggd monooxigenaz rendszere sokkal kevésbé
ismert. Keveset tudunk az éldvizekbe keriild nehézfémek toxikus hatasairdl, a
metabolizacidjukrol, a biotranszformacios folyamatok faji eltéréseirdl, tovabba az

egyeb kornyezeti tényezokkel egyiitt jelentkez6 hatasokrol.

CELKITUZES

Munkank soran toxikus nehézfémionok — kadmium, réz és 6lom — hatasat
vizsgaltuk in vivo és in vitro koriillmények kozott Magyarorszag élévizeiben honos
halfajok, a novényevo busa (Hypophthalmichthys molitrix V.), a ragadozé harcsa
(Silurus glanis L.) és a mindenevd ponty (Cyprinus carpio L.) maj citokrom P450

méregtelenité enzimrendszerére.

Célkitlizéseinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

» Megvizsgaltuk az egyik legtoxikusabb nehézfém, a kadmiumion hatasat in
vivo és in vitro kezelések hatdsara a ponty, busa és harcsa maj
méregtelenité enzimeire.

> Tanulmanyoztuk, hogy Cu*" ion kiilonbéz6 koncentricioban milyen
hatéassal van a busa és a harcsa maj citokrom P450 enzimrendszerére.

» Az olomion in vivo és in vitro hatasat vizsgaltuk ponty maj citokrom
P4501A izoenzimekre.

» Osszehasonlitottuk az eltérd taplalkozast halfajok maj méregtelenitd
enzimeinek a nehézfémionokkal torténd in vitro kezelések hatasara
bekdvetkezd érzékenységét.

» Valaszt kerestiink arra, hogy az infravor6s rezonancia spektroszkopia
alkalmas-e a nehézfémek fehérjeszerkezet karositd hatasanak kimutatasara

halak maj mikroszomajaban.



MODSZEREK

Halak tartasa, kezelése

A kisérleteinket busa (Hypophtalmichtys molitrix V.), harcsa (Silurus
glanis L.), és ponty (Cyprinus carpio L.) mindkét nembeli egyedeivel végeztiik. A
halakat kettesével 100 l-es, 24 oOran keresztil levegdztetett, és termosztalt

akvariumban 16 + 2 °C, illetve 10 + 2 °C hémérsékletli csapvizben tartottuk.

In vivo kezelések

A halak intaperitonealis (i.p.) kezelése:

- B-naftoflavonnal:a CYP1A specifikus induktort 50 mg kg testsulyra
szamitott dozisban alkalmaztuk. Kontrollként csak kukoricaolajjal kezelt halakat
hasznaltunk.

- Nehézfémionokkal torténd i.p. kezelések:

Kadmium kezelés: kadmium-acetatbol a Cd*" ionra nézve 1 mg ml'-es
torzsoldatot készitettiink. A pontyot i.p. kezeltiik 2 és 10 mg Cd*" kg dozisban. A
rovid tava kezelés soran a 10 mg Cd** kg™ —os kezelést kvetden 24 6ra eltelte utan
kezeltiik a halakat 50 mg kg B-naftoflavonnal. A hossza tavia kezelés esetében a
kadmiumionnal tértént kezelést (2 mg Cd*™ kg™') kéveté 6. napon injektaltuk a
halakat 50 mg ml™” B-naftoflavonnal.

- Olom ionnal torténé kezelés: Pontyot 2 mg kg dozisban kezeltiik.
6lommal Pb** jonra szamitva.

Halak kezelése nehézfémionokkal vizben torténé kezelés soran:

Busat és harcsat kadmiummal, és rézzel vizben kezeltiik. A kadmiumion
koncentracidja az akvariumban 10 mg 1" volt, a rézion koncentricidja busa
esetében 1 mg 1" és 10 mg I, mig a harcsanal 10 mg I"' volt. A kontroll llatokat
nehézfém nélkiili vizben, azonos koriilmények kozott tartottuk.
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In vitro Kkisérletek

Az in vitro kisérleteket a B-naftoflavonnal kezelt halak majabol készitett
mikroszomaval végeztik. A Cd*", Cu® és Pb*" ionok in vitro hatasat a kovetkezd
koncentracié tartomanyokban vizsgaltuk: Cd** 0-4,0 ug ml™; Cu** 0-2,0 pg ml™;
Pb*" 0-4,0 pg ml™.

Az 50%-os enzimgatlashoz tartoz6 értékek meghatarozasa el6tt a

R

nehézfém oldattal (Cd** 0-0,120 pg ml™; Cu®* 0-1,0 pg mI™'; Pb>"0-4,0 ug ml™).

Mikroszoma preparalas

A halak elkabitasa utan a majat kiemeltiik, az epehdlyagot eltavolitottuk.
A majszovetet olloval feldaraboltuk, 3-szor jéghideg 0,1 M foszfat pufferrel
mostuk (pH 7,4), amely 0,15 M kalium-kloridot tartalmazott. Potterben
elhomogenizaltuk, 10.000 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszot tovabb centrifugaltuk
kétszer 105.000 g-vel 4 °C-on. A csapadékot szuszpendaltuk és homogenizaltuk
annyi 20% glicerin tartalmu 0,1 M foszfat pufferben (pH 7,4), hogy megkozelitdleg

20 mg ml-es fehérjetartalmi mikroszomat kapjunk.

A citokrom P450 tartalom meghatarozasa
A ditionittal redukalt, CO-dal telitett mikroszoma differencial
spektrumanak felvételével hataroztuk meg a 450 nm-en torténd abszorpcid

mérésével.

Aktivitasmérések
Az EROD (etoxirezorufin-O-deetildz) izoenzim aktivitast a katalizalt
reakcio soran keletkezett rezorufin meghatarozasaval (E./E.,=540/5909)

fluorimetriasan tortént.



Az ECOD  (etoxikumarin-O-dectilaz)  izoenzim  aktivitasanak
meghatarozasa a reakcido soran keletkezett hidroxikumarin mennyiségének
fluorimetrids meghatarozasaval tortént (E../E.,=390/465).

Az APND (aminopirén-N-demetilaz) aktivitast fotometriasan tortént. A
keletkez6 formaldehid Nash reagenssel torténd meghatarozasaval, 412 nm mért

extinkcio mérésével.

FTIR spektrumok felvétele

A Fourier transzformaciés IR méréseket Varian (Digilab) FTS-175 és
FTS-60A infravords spektrométerekkel végeztiik. Ezek a miiszerek dinamikusan
vezérelt interferométerrel, cseppfolyds nitrogénnel hiitétt MCT (Mercury-
Cadmium-Tellurat), valamint Peltier-hiitésit DTGS (Deutero-Triglicin-Szulfat)
detektorral voltak felszerelve. A szinképek 256 darab egyedi szinkép atlagolasaval
és 4 cm’ spektralis felbontassal késziiltek. A folyadék mintakat szilicium, illetve
KRS-5 (Thallium Bromo-Iodide TIBr-TII) anyagt, 6 és 12 mm optikai uthosszal
rendelkez6 ablakok felhasznalasaval mértiik.

A fehérjék szerkezeti valtozasainak detektalasahoz els6ként felvettiik a
nehézfémmel nem kezelt mikroszomak spektrumait (referencia spektrum), majd
utana a nehézfémionokkal kezelt mintdk spektrumait (minta) hatdroztuk meg. A

spektrumok felvételénél, illetve értékelésénél a kettds kivonast alkalmaztuk.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Megvizsgaltuk a Cd**, Cu®" és Pb*" ionok in vivo hatdsat a halak
biotranszformacids enzimeire. Bizonyitottuk, hogy a nehézfémionok hatasara a
biotranszformacios enzimek ko6ziil nemcsak a CYP1A, hanem a CYP2B vagy
6

CYP3A izoenzimek is indukalédnak, valamint nagy ionkoncentracid

tartomanyokban enzimgatlas volt tapasztalhato.

2. Vizsgaltuk a Cd*" ion in vitro hatasat a ponty maj mikroszoma EROD
izoenzim aktivitasara. A fémion gatld hatast fejtett ki az enzimre. A katalizalt
gatlas kinetikajat. Novekvd kadmiumion koncentracio mellett a V., értéke
fokozatosan csokkent a kontroll értékhez képest, a Ky, érték viszont valtozatlan
maradt. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy a kadmiumion nem-kompetitiv gatlast
okozott. Az inhibitor kadmiumion valdszinlileg a fehérjéhez kotodik,
megvaltoztatja a fehérje, illetve az aktiv centrum térszerkezetét vagy katalitikus

helyhez kapcsolddva csokkenti a reakcid sebességét.

3. Az in vitro nehézfémionokkal tortént kezelések hatasara azt tapasztaltuk,
hogy a Cd*, Cu*'és Pb®" ionok hataséra a citokrom P450 tartalom lecskkent, és az
abszorpciés maximumok a magasabb hullamhosszok iranyéba tolodtak el, jelezve

az enzimrendszer destrukciojat.

4. Az 50%-os enzimgatlashoz tartozd in vitro eredményeink azt mutattak,
hogy a Cd*" ion kiilonbdzé mértékii gatlo hatast fejtett ki mind a harom kivélasztott
izoenzim aktivitasara (EROD, ECOD és APND). Megallapitottuk, hogy az ECOD
izoenzim volt a legérzékenyebb a nehézfém ionnal vald kezelésre busa esetében,
mig az APND izoenzim ugyanolyan érzékenységet mutatott mind a harom halfaj
esetében. Legérzékenyebb fajnak a ragadozo életmodot folytatd harcsa bizonyult,

mig a legkevésbé érzékenyen a vegyes taplalkozasu ponty reagalt.

5. A Cu®"és Pb*" ionok in vitro hatdsanak vizsgalata soran is meghataroztuk
7



az 50%-os enzimgatlashoz tartozo értékeket. Az ECOD izoenzim érzékenyebben
reagalt a Cu”" jon hatdsara, mint az EROD izoenzim. Az EROD izoenzim inhibitor
gatlasanak mértéke a kapott eredmények alapjan a kdvetkezd: harcsa < ponty <
busa. A Pb?" ion is hasonldé gatlé hatast fejtett ki magas koncentracid
tartomanyokban. Az EROD izoenzim valtozott a legérzékenyebben a ponty

esetében, mig az ECOD izoenzim a busa esetében valtozott a legkevésbé.

6. A kisérleti eredményeink soran arra is ramutattunk, hogy a nehézfémek
kiilonb6z6 mértékl gatld hatast fejtettek ki a citokrom P450-fiiggd monooxigenaz
enzimek aktivitdasara. Osszehasonlitottuk a gatlas mértékét, a legtoxikusabb
nehézfémnek a Cd*, legkevésbé toxikusnak az Pb*" bizonyult a vizsgalt
koncentracio tartomanyban. A tanulmanyozott ionok gatlé hatasara a kdvetkezo

sort allithatjuk fel: Cd*">Cu*">Pb*".

7. Megvizsgaltuk a nehézfémionok fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasat a
maj mikroszoémakbol felvett FTIR spektrumok felvételével. Az altalunk detektalt
spektralis valtozasok megerdsitették a nehézfémek toxicitasat, és arra utaltak, hogy
kimutathat6 a karos hatasuk a fehérjeszerkezetre. Az a-hélix szerkezet eltlinése, és
a B-lemezszerkezet megjelenése, és annak novekedése arra enged kovetkeztetni,
hogy a nativ enzimszerkezet modosult. Bizonyitottuk, hogy a Fourier transzformalt
infravords rezonancia spektroszkopia alkalmas a nehézfémek altal okozott

fehérjeszerkezetben bekovetkezo valtozasok kimutatasara.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a kiilonbozé nehézfém kezelések
hatasara bekovetkez6 eltéré mértékli valtozasok az enzim aktivitasban, illetve a
citokrom P450 tartalomban a halak életmodjaval és taplalkozasi szokasaival is
magyarazhatd. Ismert tény, hogy az él6vizekben a legnagyobb szennyezddés a viz
8

aljan az iszapban mérhetd. A ragadoz6 halak (harcsa) életiik legnagyobb részét itt
toltik el, innen szerzik meg taplalékukat, igy ezek a halak leginkabb kitettek a
kornyezetben eléforduld kiilonbozé szennyezddéseknek. A vegyes taplalkozasu
halak (ponty) ennél enyhébb koriilmények kozt, mig a kizardlag novényevok
(busa), életmodjanak koszonhetden, viszonylag alacsony szintli karos anyag
koncentracionak van kitéve. Az EROD izoenzim specifikusan csak a CYPIA
indukciot jelzi, mig az ECOD izoenzim aktivitasnovekedés CYP1A és CYP2B
indukciot, az APND enzim aktivitas pedig CYP2B és CYP3A indukciot jelez.
Tekintettel arra, hogy a citokrom P450 enzimek az ER membranban
lokalizaloédnak, az enzim aktivitas novekedésének egyik lehetséges okaként nem
zarhato ki a mikrokdrnyezet valtozéasa, ugyanakkor a lipid-fehérje kdlcsonhatas
védi a fehérjéket a tovabbi denaturalodastol. Az enzimek aktivitas csokkenésének
tobb oka feltételezhetd — oxidacios folyamatok, a membran struktira karosodasa,
enzim-gatloszer kolcsonhatasa, fehérje destrukcio.

Kisérleti eredményeink alapjan bizonyitottuk, hogy a nehézfém ionok
erds kolcsonhatasba 1éptek a halak citokrom P450-fliggd enzimrendszerével, a
fehérjeszerkezet konformacios valtozasat idézve elé. A biotranszformacios enzim
gatlasat, igy a detoxifikalasért felelés enzimek aktivitasanak csokkenését

eredményezik.
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