ZAROJELENTES

KORNYEZETSZENNYEZO ANYAGOK HATASANAK VIZSGALATA ELEMI- ES
KOMPLEX IDEGI FOLYAMATOKRA

Kilonbozé kornyezeti szennyezéseket kdvetéen esetleg idegrendszeri miikddesbeli
valtozasok is megfigyelhetok. Egyszeri nagyobb dozisl, vagy hosszabban tartd kisebb
mennyiségli ndvényvédoszer testbe valo bejutadsa a morfoldgiailag kimutathatd elvaltozasok
elétt is mar mukddésbeli valtozésokat okozhat, aminek hosszan tartd kovetkezmenyei
lehetnek. Palyazati munkank soran két kiilonbozo, jelenleg Magyarorszagon forgalomban
levé novényvédoszer idegrendszeri aktivitast befolyasolo hatasat elemeztik. Az ilyen jellegi
vizsgalatokat azért gondoljuk fontosnak, mert jelenleg a szerek forgalomba hozatala elétt a
toxikologiai, teratoldgiai vizsgalatok mellett nem feltétel az idegrendszeri hatasok részletes
elemzése. Emlés vagy emberi szervezetbe vagy esetleg mas, nem célfajként szolgald
szervezetbe bejutva azonban, és ott kisebb-nagyobb mértékben felhalmozddva jelentés hatast
fejthetnek ki. Ez fokozottan lehet érvényes bizonyos rovardlészerekre, melyek gyakran
kiilénbdz6, a magasabbrendi allatokban is hasonléan miikddé idegi transzmitter-rendszerek
befolyasolasan keresztil hatnak. A vizsgalt vegylletek kozil csak szérvany adatokat talaltunk
a pontos idegrendszeri hatast illetéen.

Az elmdlt 4 éves periodusban két rovarloszer emlés és gerinctelen idegrendszeren
kifejtett hatasat tanulmanyoztuk. Az egyik a nikotinos acetilkolin receptorokon (nAChR)
gatld hatassal rendelkezé nereistoxin analdg bensultap, a méasik pedig az ionotrép GABA-
receptor antagonista hatasu fipronil volt. Bar a novényvedészerek forgalombahozatala el6iti
tesztelés soran jelentés emlés toxicitas nem volt kimutathat6 egyik szer vonatkozasaban sem,
korabbi vizsgalatok alapjan feltételeztiik, hogy a szerek, bejutva a kézponti idegrendszerbe,
koétédhetnek az itt talalhaté nACh és GABA receptorokhoz, amelyek az emI6sok és a rovarok
esetében jelentds szerkezeti rokonsagot mutatnak.

Az eredeti palyazat koltségvetése jelentgsen csokkent mind az AFA emelés, mind
pedig elvonasok formajaban, de a munkatervben feltlintetett fipronil és bensultap
vizsgélatok teljes mértékben, a munkatervnek megfelelden teljestltek.

Jelen vizsgalataink soran:

A Baleseti hatast modelleztiink, amikor is egyszeri, nagyddzisu szer kertilt a szervezetbe.
Tuléls agyszeleteken végeztink elektrofiziolégiai méréseket, az alvas ébrenléti
ciklus kovetéséhez kronikus elekrofizioldgiai regisztralast alkalmaztunk és
viselkedés valtozast is elemeztiink a kezelt allatokon.

B. Az idegszdvetre kifejtett kbzvetlen hatast in vitro tulél6 agyszeleteken tanulméanyoztuk

kozvetlenul a perfuzms oldatba juttatva a VIzsgaIando anvaqokattuk Ab&leseﬂ%




C. Krénikus-, alacsony dézisban torténé kezelések hatdsat tanulmanyoztuk az agykérgi
alap aktivitasra és a 4-aminopiridinnel kivaltott epileptiform tevékenységre, in vivo
allatkisérletekben felnétt patkanyokon.

D. A toxikus anyagok hatasara létrejové membran-szintii valtozasok kutatasa-vizsgalata
sordn wvizsgahuk—elemeztik azok membrénhatdsit a posztszinaptikus sejteken,
valamint légzési neuronhalédzatok elemeinek miikddésére kifejtett hatasukat.

AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK ROVID ATTEKINTESE

A talélé agyszelet vizsgalatokhoz a kisérlet napjan az allatokat elaltattuk, az agyat
gyorsan kiemeltlik, és 400 um vastag korondlis szeleteket készitettiink a szomatoszenzoros
kéreg teruletérodl. Interface tipusu perfazios vizsgalokamraban, extracellularis mezé-potenciél
mérésekkel elemeztik  az ingerelhetéségben, a  szinaptikus hatékonysag
befolyasolhatésdgaban ill. az epileptikus aktivitasra valé hajlamban bekovetkezett
valtozasokat. A méréelektrodokat a 1. kérgi réteg alsé részébe, az ingerlé elektrddot a corpus
callosum és a sziirkedllomany hatarara pozicionaltuk. Mértik a kiillénbdz6 kovetési tavolsagu
paros ingerlések hatdsat, az LTP indukalhat6sagéat és a 4-aminopiridinnel (4-AP) kivalthatd
gorcsaktivitas kialakulasanak esetleges valtozasat.

Az alvés-ebrenléti ciklust az agy és az izmok elektromos aktivitasanak kovetésével
rekonstrualtuk (kronikus EEG- és EMG-méressel). Az EEG-méréshez mindkét oldali frontalis
és parietalis agykéregterilet folé csavarelektrodokat Ultettink, majd fogaszati cementtel
fixaltuk azokat. Az EMG-t egy par teflonnal bevont rozsdamentes acél elektrdda regisztralta a
nyakizombol. 3 napos kontroll EEG-szakasz regisztralasa utan tortént a Bensultappal val6
kezelés, ami utan 7 napig folyamatosan rogzitettik az adatokat. A nyers adatbdl gyors
Fourier-transzformacio segitségével teljesitményspektrum analizis készult. A delta
teljesitmény alapjan megbizhatoan lehet kdvetkeztetni az allat ébrenléti fazisara.

A viselkedésvizsgalat egy 45X45X45 cm-es porondban (open-field kamra) tortént,
melynek alja 5X5 cm-es négyzetekre volt felosztva. Az allatokat mindig ugyanolyan
napszakban és pozicidban helyeztiik a kamraba, majd videokameraval harom perces felvételt
készitettlink a mozgasukrol. A felvételek kiértékelésekor a visszanézett film alapjan tobbféle
viselkedésmintazatot kilonitettlink el, és ezek aranyat, sorrendiségét vizsgaltuk.

A posztszinaptikus membranhatasok vizsgalataihoz acetil-kolin (Ach) aktivalt aramok
alakulasat kovettiik nyomon Ach érzékeny neuronokon, Helix pomatia és Lymnaea stagnalis
idegsejteken, két mikroelektrodds fesziltség fixalas modszerével. A fipronil hatasat a
Lymnaea légzési hal6zatanak két elemén, az RPeD1, valamint a HIJ sejteken vizsgaltuk. A
sejtekb6l szimultan regisztraltunk intracellularis elvezetéssel. A két sejtcsoporton az akcids
potencidlok idébeli mintdzatanak valtozasat vizsgaltuk.

Gorcstevekenyseg V|zsgalata A—kezeles—seran—négy—heten—ke#esztul—esszesen—kﬂene
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alkalmaztunk:

1. Kroénikus-, alacsony ddzisbhan torténd elékezelés (4 hét) valamely vizsgalt anyaqggal és
ezt kovetd akut kisérlet 4AP epilepszia modellen

2. Akut elékezelés nagy dbzissal 30 perccel az 4AP epilepszia qgoOrcstevékenység
indukélasa elétt, majd elektrofiziologiai mérések




3. Akut kozben kezelés a mar aktiv epilepszia fékusz helyén és a kezelés elotti és kezelés
utani gorcstevékenyséqg dsszehasonlitdsa .




EREDMENYEK

HBEGRENDSZERINVAZLSGALATOK

CNSGERINCES KOZPONTI IDEGRENDSZERI HATAS

In vivo kezeléskor {Aja bensultap hatasara atmenetileg csokkent az idegsejtek
aktivalhatosaga az agyszeleteken végzett tesztek szerint. A kezelést kdveté napon, 50 ms-0s
kovetési id6 alkalmazédsakor a paros inger-impulzusok altal kivaltott valaszok esetében
jelentésen csokken a masodik ingerre kivaltott valasz amplitaddja. Az LTP indukalhatdsaga is
csokkent, kisebb mez6-potencidl novekedést tapasztaltunk a tetanizald ingersorozatot
kovetéen. 4-AP alkalmazasakor a kialakuld gorcsaktivitds gyengébb. A hatas atmenetinek
bizonyult, a kezelést koveté 2:masodik napon mar Kisebb eltérést tapasztaltunk, a hetedik
napon pedig gyakorlatilag a kontroll értékeknek megfelelé eredményeket kaptuk. A fipronil
ezzel ellentétben atmenetileg ndvelte az ingerelhetéséget, a kezelést kdveté napokon az LTP
indukalhatdsdga magasabb volt, a paros ingerlések esetében 50 ms késleltetésnél facilitacio
volt kimutathatd. A szer ndvelte a 4-AP-vel indukalhaté gorcskészséget is. A hatas azonban itt
is atmenetinek bizonyult, a kezelést kdvet6 2. napon mér alig tapasztaltunk a kontrolltdl valo
eltérést.

A rovarOloszerek egyike sem valtoztatta meg jelentésen az alvéssal toltétt id6
mennyisegét, viszont az egyes alvasfazisok aranyat igen. A Bensultap atmenetileg
lecsokkentette a mélyalvas aranyat, mig a fipronil megnovelte. A hatds mindkét esetben a
kezelés utani elsé napon volt a legerésebb és teljesen lecsengett a 7. napig.

A kezelés az &llatok viselkedési mintazatara is hatassal volt. Mindkeét szer atmenetileg
megndvelte a mozgas/nyugalom aranyt, az allatok tobbet dgaskodtak, szimatoltak.

Az in vitro-kezeléssel{B} végzett vizsgalatok soran, amikor a szereket kozvetlendl a
perfuziés oldatba adagoltuk, hasonlé eredményeket kaptunk. A Bensultap atmenetileg
ndvelte, majd csokkentette az agyszeletek ingerlékenyseget, az LTP kialakithatosagat gatolta.
A fipronil ellenben jelentésen megnodvelte az ingerlékenységet és az LTP-kialakitas
hatékonysagét is fokozta. A paros ingerléseknél nem okozott valtozast egyik szer alkalmazésa
sem.

GERINCTELEN KOZPONTI IDEGRENDSZERI HATAS NS

Az acetilkolint gyors perfazidval, 10uM koncentracidban Helix pomatia azonositott
neuronokra (RPa2, RPal, RPa5, V1) adva, -75 mV holding potencialon, gyorsan aktivalodo,
majd deszenzitizalodo, befelé iranyuld aramot kaptunk. A firdo-folyadékba adott Bensultap
hatdsara az Ach kivaltott aram amphdudéja—amplitiddja lecsokkent. A gatlas mértéke a
kontroll kortlményekhez kepest, a bensultap koncentracidjanak novelésével nétt, 8,5 ng/ml
koncetracioju Bensultap oldat 25,5 %--al, mig 25 ng/ml bensultap 53,8 %-al csokkentette az
aram aphdudejataplitudojat, 15 perccel az oldat perfuzidba adasa utan. A Bensultap hatasara a
kivaltott aram amphitudéja—amplitidoja lecsokkent, a bensultapot tartalmaz6 oldat adasanak
idejétol fuggoen. A gatlas mértéke a kontroll korulmenyekhez képest az eltelt ido
fuggvényében nétt, a legkisebb hatést 3 perc bensultap elékezeléskor regisztraltuk. A gatlas
mérteke a kontroll koérilményekhez képest a holding potencial valtozasaval nem valtozott
szignifikdnsan. A bensultap hatdsa az esetek tobbségében—tdbbségében a magasabb



| koncentréaciok eseténben irreverzibilisnek bizonyult 5-10 percnél hosszabb idejii applikalasok
estében. Helix sejtekb6l (RPa2, RPal, RPa5, V1) szimultan regisztraltunk intracellularis
elvezetéssel. Ezen a sejtcsoporton vizsgaltuk az akciés potencialok idébeli mintazatanak
| mintazatokkal azt 6sszevetve. A fenti neuronokon acetilkolin hatasara elsésorban Na-Na'-
fuggé csatornak nyilnak meg. Eredményeink alapjan megallapithatdé, hogy a bensultap
koncentracié fliiggé modon befolyasolta az interspike-intervallumokat. A kontroll idékhoz
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pedig 1430 143+5.1 %-ral ndvelte az interspike intervallumokat. A bensultap hatasa az esetek
egy részében irreverzibilisnek bizonyult a magasabb koncentraciok (5-8,5 ng/ml) esetében. A
bensultap a vizsgalt koncentracio tartomanyokban semmilyen hatast nem valtott ki az
Lymnaea RPaD2 sejten. A fipronil gerinctelenek idegrendszerében torténé hatdsénak
vizsgalatai soran Lymnaea légzési halozatanak két elemebdl, az RPeD1, valamint a HIJ
sejtekbdl szimultan regisztraltunk intracelluléris elvezetéssel. A két sejtcsoporton vizsgaltuk
az akcios potencidlok idébeli mintazatanak valtozasat a fipronil koncentraciojanak
fliggvényében, a kontroll koriilmények kdzott kapott mintazatokkal 6sszevetve azt. Az RPeD1
neuronokon elsésorban CI'-fligg6é csatorndk nyilnak meg GABA hatasara. Eredmenyeink
alapjan megallapithato, hogy a fipronil koncentracid fiiggé modon befolyasolta az interspike-
intervallumokat. A kontroll idékhtéz képest minden esetben megndvelve azt: 1 ug/ml fipronil
| 1.124+3,9-; 2 uug/ ml 116,8+4,4 %-al-; 5 usg/ml pedig 123,0+5.1-% al._Ugyanakkor a HIJ
sejtek esetében csak sokkal magasabb fipronil koncentraciok esetében volt tapasztalhato az
| interspike intervallumok novekedése, sét alacsonyabb koncentraciok (1-2-5 psg/ ml) lathatd
depolarizacios hatas nélkil is az interspike-intervallumok cstkkenését okoztak. A fipronil
hatdsa az esetek tobbségeben—tdbbségeben csak a nagyon magas koncentracioknal
esetébenbizonyult irreverzibilisnek.— A fipronil a vizsgalt koncentracié—tartomanyokban
semmilyen hatast nem valtott ki az RPaD2 sejten 6nmagaban.

TOXIKUS ANYAGOK HATASA-A GORCSTEVEKENYSEGRE -KIFEJTETT
HATASOK

KHAEAKUEASARA

Bensultap

Bensultap fiziologias allapotbol kiindulva csokkenti az epileptogenitast (akut el6kezelt
csoport), mig azon esetben, ha mar kialakult a rohamtevékenység (akut kbzbenkezelt csoport)
vagy a Bensultap tartds idejii jelenléte (kronikus elékezelt csoport) prokonvulziv hatast fejt ki.
| A Kisérleteink soran észlelt jelensegeknek a hatterében feltehetéleg a Bensultap aktiv

komponensének, azaz a Bensultapnak az acetilkolin receptorok mukddesére gyakorolt hatasa
| huzodik, valamint-feltételezhetd, hogy a BaneelBensultap, mint nereis toxin (NTX) analég,
nagy affinitassal kotédik a nikotinos acetilkolin receptorokhoz. A muszkarin receptorok iranti
potencialis affinitasrol az irodalom nem tesz emlitést.
| A koncentracié nagysagara vonatkozd irodalmi értekek egyezést mutatnak a mi
kisérleti eredményeinkkel. Az akut elokezelés soran alkalmazott magas Bensultap
koncentracié valoban gatolta a gorcstevékenység kifejlodését, illetve a neuronhaldzat



ingerelhetoségét, mivel feltehet6leg hatott a nikotinos receptorokon. A hatéanyag tartos,
alacsony koncentracidban egyitthatva az acetilkolinnal, potencirozé hatast mutatott a
nikotinos ACh receptorokon, ezzel magyardzhaté a neuronok hiperexcitabilis allapota és
epileptikus tevekenysegre valo hajlama. Mivel nem kizart a muszkarinos recetorokon torténé

| kétodése sem, agonistaként szintén indukalhat epilepszias rohamokat, amit az m;ACh tipus(
receptorok esetében igazoltak. Feltételezhets, hogy e kémiai szer az idegsejt haldzat
funkciondlis tulajdonségait, illetve a patkany neocortexben zajlo neurotranszmisszid
folyamatat megvaltoztatja.

| Mivel a Bensultap emlés idegrendszerre gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa
bevezet6 jellegii, valamint a nereistoxinnal analdg inszekticidek hatasmechanizmusa kevéshé
feltart és az erre vonatkozo irodalmi leirasok is sziikdsek, messzemeno kovetkeztetéseket nem
lehet levonni. Nem szabad figyelmen kivil hagyni azt sem, hogy egészséges vagy pedig eleve
fokozott gorcshajlammal rendelkezé szervezetet teszlink-e ki akut vagy kronikus kezelésnek.
Ezen tul a Bensultap formazé anyagokat is tartalmaz, ezért elképzelhets, hogy nem feltétlen(l
csak az aktiv komponens tehet6 feleléssé a szer neurotoxikus hatasaiért.

Fipronil

Kisérleti adataink azt mutatjak, hogy a fipronil serkenti az epileptiform tevékenyséeg
indukciojat, valamint fokozza a mar kialakult gorcstevékenyseg fenntartasat es terjedését az
emlds agykéregben. A mar gorcstevékenységet mutatd idegrendszer fokozottan érzékeny a
fipronil kezelésre. Fipronil el6kezelés ugy tanik, erésiti a rohamok indukcidjaban résztvevé
folyamatokat, azonban az iktogenezist nem tamogatja. Ezzel szemben a fipronil erésen

| prekonvulzivnak bizonyul; a mar epileptikus tevékenységet mutaté idegrendszerre. Az egyes
rohamok hosszanak nagy mértékii névekedésével az agykérgi szinkronizacié is erételjesen
fokozodott, ami a kilénbdz6 gorespotencidlok amplitddéjanak szignifikans novekedésében
nyilvanult meg.

| A fipronil preckonvulsiziv{?) hatasa az irodalmi adatok ismeretében felteétehetoleg a
GABA receptorokon érvényesilé gatld hatadsan keresztll érvényesdl.

Rotenon

Vizsgalataink soran mind az akut, mind a kronikus kisérleteknél azt tapasztaltuk, hogy
a Rotenon-el6kezeles az egeszséges idegrendszer gorcskészségét csokkentette. Ez a mérsékelt
antikonvulziv hatds a Rotenon azon hatdsaval magyardzhatd, hogy egy még nem feltéart
| mechanizmussal nyitja az ATP-szenzitiv K*-csatornakat (Katp). A kialakult hiperpolarizacio
feltehet6leg stabilizdlja az idegsejtek membranjat, csokkenti az ingerlékenységet és az
excitacios folyamatokat. Ez a hatas visszaszorithatja a rohamok indukcids, valamint a
gorcstevékenység fenntartdsi mechanizmusait is, erre vezethet6 vissza a lecsokkent
rohamszam és a mersékelt dssziktalis tevékenység is.
| Az a tény, hogy nem volt megfigyelheté nyilvanvalo kulonbség az akut és kronikus
elokezelt allatok epilepszids tevékenysegében arra utal, hogy nem tortént jelentds
sejtpusztulds az epilepszidval érintett agyi teriileteken a kronikus Rotenon-el6kezelés
kovetkezmenyeként.
| Az egeszséges, nem epilepszias allapotokon végzett Rotenon-el6kezelésekhez képest
meglepben ellentétes eredmenyeket kaptunk az akut kdzbenkezelt csoportnal, ahol a Rotenon
a rohamtevekenységet folytatd idegrendszeren, egy massziv prokonvulziv hatést fejtett ki.
A mar kialakult epilepszias fokuszban mas mechanizmusok lehetnek felelosek a
Rotenon prokonvulziv hatasanak kifejlédéséért. Feltételezzilkk, hogy a rohamtevékenység
soran megvaltozott sejt- és halozat szintti kapcsolatok és extracellularis korilmények kozott, a



Rotenon indukéalta késéi depolarizald hatasnak lehet szerepe. A Rotenon f6 patogenetikai
tulajdonsdga a mitokondridlis elektrontranszportlanc komplex I-nek funkcionalis karositasa,
valamint az, hogy Rotenon ATP hianyt indukal, bekotédve a komplex | ND1 alegységéhez,
megszakitja az elektron transzportlanc elektron kaszkadjat. Az irodalmi adatok ismeretében
feltételezzlik, hogy a Rotenon kezelés kovetkeztében kialakult nem-szelektiv sejtpusztulés
lehet a prokunvulziv hatés hatterében.

A rotenon 8,5-30 ng/ml koncentréacio tartomanyban nem bizonyult hatdsosnak az ACh
kivaltotta aramok estében gerinctelen drias-sejteken.

OSSZEGZES

Jelen vizsgalataink célja az volt, hogy meghatarozzuk e két hatéanyag emlés
idegrendszerben Kifejtett hatasat, elemezziik ennek idobeli Vvaltozasat. Tobbszinti
idegrendszeri vizsgalatsorozatban elemeztilk az egyszeri, nagy dézisban, intragasztrikusan
alkalmazott rovardloszer idegi aktivitasra gyakorolt hatasat, valamint a kdzvetlen idegsejtekre
kifejtett hatast in vitro rendszerben. Mig a bensultap id6legesen csokkentette az alap
ingerelhet6seget, a fipronil épp az ellenkezé hatast véltotta ki. Az alvas mélysége és a
viselkedésmintazat is megvaltozott a kezelést koveté napokban. Az egyszeri nagyddzisi
alkalmazas a vizsgalt anyagok tehat okoztak idegi mukddésbeli valtozasokat, de a hatas
viszonylag gyengének és atmenetinek bizonyult. Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy
bar egyik szer sem okoz drasztikus valtozasokat az emlds kézponti idegi aktivitdsban, de-a
Bensultap hatasara atmenetileg csokken, a fipronil hatdsara pedig né az idegsejtek
aktivalhatosaga. A bensultap a puhatestii Ach-ACh rendszer esetében nemcsak sejtfiggé-,
hanem kencentracié-koncentracio-fliggé hatasok -kivaltasara is képes, amely az alacsonyabb
koncentracid esetében azzal magyarazhatd, hogy a bensultap nem ACh antagonista, hanem
Aeh-agonistaként hat, igy befolyasolva a szinaptikus kapcsolatokat. Az eredmények fipronil
esetében azt jelzik, hogy a fipronil a puhatesti GABA rendszer esetében sejtfliggé hatasok
kivaltasara képes, amelyek modositjak a haldzat elemeinek szinaptikus kapcsolatait. Az ilyen
jellegti eredményeknek az esetleges baleseti mérgezések terapidjanak kialakitasaban
tulajdonitunk jelentéséget. Kisérleteink alatdmasztjak azt az aggodalmat miszerint, elérkezett
az id6, hogy a nem vart masodlagos kornyezeti hatasok jelentkezésére tekintettel, a
ndvénytermesztésben, az allattarté6 gazdasagokban, a haztartasokban hasznalt vegyi anyagok,
mind felhasznalasuk mddjaban, mind természetik tekintetében forradalmi valtozason
menjenek keresztll;. Ennek hianyaban wagy—néhany évtizeden belil drdmai modon
megtobbszorézédhetnek az ideg-, immun- és endokrin rendszert érinté betegsegek.
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