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Kilonb6zé kémiai szerkezetii peszticid hatéanyagok — szerves foszfat, piretroid,
karbamat, klorozott szénhidrogén, tercier-aromas-triamin — és kombinacioik altal
kivaltott neuro-, magatartas- és immuntoxikologiai hatasok vizsgéalata allatkisérletes
modellekben

cimi OTKA palyazatrol

Napjainkban a kartevok elleni védekezés kémiai peszticideken alapul, melyek kézdl
szamos — igy pl. a legtdbb rovarélé hatdéanyag —, veszélyt jelent az allati és az emberi
szervezetre is. Jelen munkaban négy kilénbdz6 peszticid csoportba (organofoszfatok,
karbamatok, piretroidok és formamidinek) tartozo egy-egy hatéanyag hatasat vizsgaltuk
azonos kisérleti feltételek kozott, az aldbbi ddzisokban:

Szerves foszforsav észter: dimethoat (D) — per os LDso = 704 mg/kg

1/5, 1/25, 1/100 LDs, — 140,8; 28,2; 7,4 mg/kg
Karbamat: propoxur (P) — per 0s LDso = 85,0 mg/kg

1/5, 1/25, 1/100 LDs, - 17,0; 3,4; 0,85 mg/kg
Piretroid: cipermetrin (C) — per 0s LDsp = 554 mg/kg

1/5, 1/25, 1/100 LDsp — 110,8; 22,2; 5,54 mg/kg
Tercier-aromas-triamin: amitradz (A) — per os LDsp = 529 mg/kg

1/5, 1/25, 1/100 LDs, — 105,8; 21,2; 5,3 mg/kg

Kiserleteinkben arra kerestik a véalaszt, hogy kilonb6z6 kémiai szerkezetii —
szerves foszfat, karbamat, piretroid, klérozott szénhidrogén, tercier-aromés-triamin —
novényvédoszer hatdanyagok kilonb6zé doézisai onalld, illetve egymassal torténd
kombinécids, szubkronikus bevitele hogyan befolydsolja a feln6tt patkanyok
immunrendszerének és/vagy kdzponti és periférids idegrendszerének mikodését, valamint,
hogy ugyanezen anyagmennyiségek az intra- és extrauterin egyedfejlédés kilonb6z6
szakaszaiban adva milyen hatassal birnak az idegrendszer mikddésére.

A vizsgélt inszekticidek jellemz6i, a makro- és mikrokérnyezetben torténd
jelenléte, és alkalmazasuk moddjai valdszintiveé teszik a veluk vald tobbszords, illetve
szimultan expoziciot, mely az emberi szervezetben azok egyidejii jelenlétét és kombinalt
effektusat eredményezheti. Az egyes rovarirtd hatéanyagok toxicitasarol szamos
informacio all rendelkezésre, kombinalt hatasaikrol az irodalomban keveset kozoltek. Ez
az ismerethiany az elmult években olyan 0 kutatasi iranyok megjelenéséhez vezetett, mint
a kombinacios hatasok megjelenésének esélye, és az ebbdl adddd kockazatok elemzése.
Vizsgalataink sordn a kombinacids adagolas alkalmazasaval a tényleges foglalkozasi
és/vagy kornyezeti expoziciok okozta folyamatok elemzését kivantuk elvégezni.

A Kisérleteinkhez Wistar patkanyokat hasznéltunk. A vizsgélatok soran
felhasznalasra kerull6 allatok intézetlink akkreditalt allathazaban voltak elhelyezve, ahol
tartasi kortlmenyeik a megfeleltek az elfogadott konvencioknak: 12-12 6rés fény-sotétség
ciklus, hémérséklet 20-22 °C, paratartalom 50-60 %. A patkanyok standard tapot és inni ad
libitum csapvizet kaptak.

A kozponti idegrendszer mikodésének eltéréseit a spontan eés kivaltott Kkérgi
aktivitds egyes paramétereinek mérésével — az elsédleges kérgi szenzoros koézpontokrol
elvezetett elektrokortikogramok (ECo0G), a szomatoszenzoros (SS), vizualis (VIS) és
auditiv. (AUD) Kkivaltott potencialok (KP) elemzésével - vizsgaltuk. A perifériéas
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idegrendszerre gyakorolt hatast a vezetési sebesség és az abszoldt és relativ refrakter idék
mérésével allapitottuk meg.

Az anyagok és kombinacioik immunfunkcidkra kifejtett hatasait a 1ép hemolitikus
IgM-plakk képzé sejtszamanak (PFC) meghatarozasaval és a késoi tulérzékenységi
reakcioval vizsgaltuk.

A kapott adatok analizisével arra kerestik a valaszt, vannak-e olyan érzékeny, jol
reprodukalhato parameterek, melyek alkalmasaknak mutatkoznak egyes peszticidek, illetve
kombin&cidik korai neuro-, magatartds és immuntoxikus hatdsainak detektélasara, s
amelyek human extrapolalassal a populacids expozicid megallapitasara és kovetésére is
hasznélhatdk lennének.

A ténylegesen elvégzett vizsgélatok — az eredetileg rendelkezésre all6 pénzosszeg
redukcioja kdvetkeztében — a benyujtott és elfogadott tervhez képest kisebb programkeént
kerlltek elveégzésre. A hatéanyagok kozil kimaradt a klorozott szénhidrogének kozé
tartozo lindan, a metodikak kozll pedig a magatartasi vizsgalatok eés a populacids spike
regisztralasa. A tervezetthez képest csokkentett meértékii finanszirozds az emlitett
vizsgalatok elvégzését ugyanis nem tette lehetéve.

Funkcionalis neurotoxikus hatasok akut kezelést kdvetoen

Az elektrofizioldgiai kisérletek soran akut, 24 oras hatasokat is vizsgaltunk. Ennek
elsédleges célja az volt, hogy a szubkronikus, illetve egyedfejlodés alatti kezelési
modokhoz kivalasszuk a kifejezettebb elvaltozasokat okoz6 kombinaciokat.

Az 1/5 LDs, dozisu inszekticidek akut beadasat kovetéen a delta és a béta
hullamkomponensekben mindharom kérgi terlleten csdkkenés volt megfigyelheté a D és
az A hatasara; az A csokkentette a théta és alfa komponenseket is. A P hatasa ellentétes
volt a D hatdsaval, mig a C nem hozott létre kuildndsebb valtozast az ECoG-ban. A kettos
kombinacidkban szignifikdns nodvekedés volt megfigyelhet6 a gyors hullamu
komponenseknél. A harmas és a negyes kombinacidok hatasa ettol eltéré volt, a DPC
ndvekedést okozott a gyors aktivitdsban, a DP, DC és PC viszont nem. DCA, és még
inkdbb a DPCA, hasonlé hatast volt. Az alacsonyabb 1/100 LDsy dozisnal nem volt
megfigyelhet6 valtozas, és az 1/25 LDsy dozisu kezelésnél is csak a DPCA hozott létre
szignifikans eltérest.

Az inszekticidek 6nalléan adva kevéssé hatottak a kérgi KP-kra: kissé novelték a
latenciat (féleg a D es az A), és csokkentették az idotartamot. A kettés kombinacidk hatasa
kifejezettebb volt; minden D-t tartalmazé kombinacid szignifikansan ndvelte a KP-k
latencidjat. Az SS és AUD KP-ra hasonl6 hatassal volt a CA kombin4cid is. A harmas és a
négyes adagolasokkor a f6 tendencia a latencia novekedése volt, mely a SS és a VIS
tertileteken minden kombinéacidban szignifikans volt, mig az AUD terlileten csak a DPCA
kezelés hatasara jott létre ilyen mértéki valtozas. Az SS kérgi terlileten a DCA, illetve a
VIS régidban a DPC kivételével minden harmas kombinacio hatésa kifejezettebb volt,
mint a megfelel6 kettés kombinacioké.

A farokideg jellemzéi koziul a relativ refrakter id6 mutatta a legkifejezettebb
eltéréseket. Akut 1/5 LDs, dozishan a D, C és A, valamint az ezeket tartalmazo
kombin&cidk a refrakter idot szignifikdnsan megnyujtottak.

Funkcionalis neurotoxikus hatasok 12 hetes kezelést kovetéen



A szubkronikus elektrofiziologiai hatdsok elemzése mellett megtortent a 12 hetes
altalanos és immuntoxikoldgiai vizsgélatok is, ugyanazon allatokat és ddzisokat
felhasznalva az emlitett célokra.

Az idegrendszeri elvaltozasok kvalitative hasonldk voltak a 24 6ras kezelés soran
észleltekhez. Az ECoG-n a D frekvencia-ndvekedést valtott ki, ezt a hatast C, illetve az A
fokozta. Onmagaban az utdbbi két inszekticid alig gyakorolt hatast a spontan aktivitasra. A
KP-ok latenciajat a LOEL dozisu D és A szignifikansan megnydjtotta, a D hatdsat a NOEL
dozisu C vagy A erésitette. A farokideg relativ refrakter idejére mindharom inszekticid
hatassal volt.

Funkcionalis neurotoxikus hatasok a pre- és posztnatalis egyedfejlédési fazisok soran
tortént kezelést kovetéen

A pre- és posztnatalis fejlédési id6szakot magaba foglalo kezelési protokollban az
anyagokat vemhes Wistar néstényeknek adtuk az alabbi séma szerint:

— P protokoll (pregnancy): az anyak a vemhesseg 5.-15. napjaig naponta kapték a
hatéanyagokat;

— P+L protokoll (pregnancy+lactation): kezelés a P szerint, majd ezt kdvetéen 4
hétig naponta a laktacio idészakaban;

— P+L+P protokoll (pregnancy+lactation+post-weaning): az anyak a P+L
protokoll szerint lettek kezelve, majd a him utddok 8 héten at hetente 6tszor kaptak az
anyagokat. Ez utobbi esetében csak a DP, DC, PC és DPC kombinéacidkat alkalmaztuk.

A P protokoll szerint kezelt allatokban a spontan kérgi aktivitas kevéssé valtozott
meg. Csupan a DC kombinacio okozott théta-sav erésodést mindharom keérgi teruleten,
illetve gamma-sav gyengilést a VIS kérgen. A DPC is a gyors savok csokkenését okozta.
A P+L protokoll szerint kezelt allatokban a P protokollban kapottal részben ellentétes
hatasok mutatkoztak. A CP az aktivitast kissé a lassu hulldmok felé tolta el. A DP és DC
azonban mindharom teruleten a théta-aktivitds — a a VIS és AUD kergen szignifikans —
csokkenését okozta. A h&rmas kombinacié a D-t tartalmazo kettés kombinaciokéhoz
hasonlo, de kifejezettebb hatast valtott ki. A P+L+P protokollban a kettés kombinaciok
altalaban a gyors aktivitas felé toltdk el az ECoG-spektrumot. CP adasakor csokkent az
alfa-aktivitas, DC esetén pedig a delta savé az SS, és az alfa savé a VIS régidban, mindkeét
utobbi szignifikansan. A DPC kombinacio hatasa a kettésokevel ellentétes volt, mivel a
lassu hullamok felé tolta el az ECoG aktivitasat.

A SS KP latenciaja a P protokollban alig valtozott. A VIS mezén mindharom kettés
kombinécid, az AUD mezén pedig a DP, szignifikansan megndvelte a latenciat. A P+L
protokoll szerint kezelt allatokban a SS KP latencidja szignifikansan nétt a DP és CP
kezelés hatdsdra. Az AUD KP is kifejezettebben valtozott, mint a csak vemhesség alatti
kezeléskor, ebben az esetben a DC hatasa volt szignifikans. A P+L+P protokoll szerint
adagolt inszekticid-kombinéciok effektusa a P+L protokollban kapotthoz hasonlo volt;
tobb mért mutatd eltérése azonban atlépte at a szignifikancia hatarat, amely a pre- és
posztnatalis hatdsok 0sszegzédésére utalt.

A farokideg relativ refrakter ideje a P protokollban nem valtozott szignifikans
mértékben. A P+L protokollban a harmas kombinacié mar szignifikans megnyulast idézett
elé, jelezvén, hogy az eltérés mértéke a teljes expozicids idé fuggvénye. A P+L+P
protokoll szerint kezelt allatokban a refrakter id6 ndvekedése csak a PC csoportban nem
volt szignifikans. Megjegyzendé, hogy az itt szignifikans hatast mutatdé kombinaciok az
akut adagolasban is a refrakter idé szamottevé megnyulasat okoztak.



A fenti eredményekbdl levont kdvetkeztetések az alabbiakban foglalhatok dssze:

e Az amitraz esetében kisérleti rendszeriinkben igazolhatd volt a neurotoxikus hatasa,
melyet eddig az irodalomban kevéssé irtak le.

e A dimetoat és az amitrdz hatdsai az eltéré hatdsmechanizmusuk ellenére hasonléak,
mig a dimetoat és propoxur effektusai a hasonld hatdsmechanizmus mellett ia
eltéréek voltak. A dimetoat és a propoxur nem mutatott szinergizmust.

e A dimetoét és az amitraz hatdsa a kombinacios kezelések tobbségében is dominélt.

e A spontan kérgi aktivitas valtozasai tobb hatdanyag esetében ellentétesek voltak, ha az
adagolas csak a prenatalis, illetve, ha a pre- és posztnatalis idészakban tortént.

o A kérgi kivaltott valaszok valtozasai a P+L, illetve P+L+P protokoll szerinti kezelés
sorén az indirekt és a direkt expozicio 6sszeadodo hatéséat jelezték.

e Az inszekticid kezelésre a spontan és a kivaltott agykergi aktivitas is erzékenyen
reagalt, de az utébbi valtozasai pontosabban értékelheték voltak.

Az immuntoxikoldgiai vizsgalatok eredményei 4 hetes kezelést kovetéen
Az A LOEL és a mésik két peszticid NOEL ddzisok kombinacionak hatésai:

A testtémeg novekedést mindharom kombinécié mind a vivéanyagos kontrollhoz,
mind a LOEL dozisa amitrdzhoz (belsé kontroll) képest mar a 3. héttél szignifikansan
csokkentette.

A vizsgalt szervtomegek kozil az A+DC, illetve az A+C kombinacidk
szignifikdnsan novelték a méj 100g testtdmegre vonatkoztatott tomegét, amely e
kombinéacidk testtdmeg ndvekedésre gyakorolt hatdsdval magyarazhatd. A maj tomegét az
agyra vonatkoztatva az A LOEL dozis szignifikdns csokkenést okozott, a vizsgalt
kombinacidk ezt a hatast ,kivedték”. A mellékvesék 100g testtdmegre vonatkoztatott
tomegét az A LOEL, valamint annak C-nel, illetve D-tal valé6 kombinalasa szignifikdnsan
ndvelte, mig a hdrmas kombinacidban a kontrollhoz képest nem volt értékelhet6 valtozas.
A mellékvesék agyra vonatkoztatott tomegét csak az A+C kombinaciéo fokozta
szignifikansan.

A hematologiai parameéterek kozil az A+D kombinacié szignifikdnsan novelte a
fehérvérsejt-szamot, az MCV érték pedig mind az A LOEL ddézis, mind a kombinacidk
esetében szignifikansan csokkent. Az A LOEL ddézis és az A+C kombinécio szignifikansan
csokkentette az immunizalt allatok 1épsejt-szamat. A 10° sejtbdl képzédé plakkok szama a
harmas és az A+D kombin&ciok esetében csokkent. E hatasok kovetkeztében az A LOEL,
az A+CD, valamint az A+D kombinacidkkal kezelt allatokban a léep PFC tartalma
szignifikansan csokkent. A késéi talérzékenységi reakcio maximumat az A+CD és az A+C
kombinacidk mind a kontrollhoz, mind az A LOEL ddzishoz képest csokkentették.

A C LOEL és a masik két peszticid NOEL dézisok kombinacidinak hatasai:

A C LOEL doézisaval és a kombinaciokkal végzett 4 hetes kezelés nem befolyasolta
az allatok testtomeg-nOvekedeését. Az ©6nmagdban adott C LOEL szignifikansan
csokkentette a poplitealis nyirokcsoma relativ tdmegét, mely hatast a kombinacidban adott
anyagok nem befolyasoltak.

A hematoldgiai paraméterek kozil a C LOEL do6zisa 16%-kal (p>0,05) ndvelte a
femoralis csontvel6 sejttartalmat, A jelenlétében ez a valtozas 22%-ra nétt, s a kilénbseg a
kontrollhoz képest statisztikailag is szignifikansnak bizonyult (p<0,05). A valtozas arra



utal, hogy az A NOEL ddézisa fokozza a C LOEL ddzisanak csontvelésejtekre gyakorolt
hatdsat. A C LOEL dézisa szignifikansan csokkentette a 10° I1épsejthdl képzédd plakkok
szamat, melynek kovetkeztében a 1ép plakk-képzé sejtszama is csokkent. Ezt a hatast az A
NOEL ddzisa kivédte, a tobbi kombinécié gyakorlatilag nem befolyasolta. A késéi
tulérzékenységi reakciot sem a C LOEL dozisa, sem a vizsgalt kombinaciok nem
befolyasoltak.

A D LOEL és a masik két peszticid NOEL dozisok kombinécidinak hatasai:

A 4 hetes kezelés sordn sem a D LOEL dozisa, sem a kombindciok nem
befolyasoltak az allatok testtdmeg-ndvekedését.

A relativ szervtémegek kozul a harmas kombinacio a kontrollhoz és a D LOEL
ddzisdhoz képest is szignifikansan ndvelte a maj, a D+A kombinacié pedig a herék relativ
tomegét. A D LOEL ddzisa csokkentette a relativ 1éptdmeget (p<0,05), mely hatas a
kombinacidkban nem jelentkezett.

A vizsgalt hematologiai paraméterekben egyik esetben sem taléltunk értékelhet6
valtozast. A D LOEL ddzisa, a harmas, valamint a D+A kombinacio szignifikansan
csokkentette a 10° Iépsejthdl képz3ds plakkok szamat, ennek eredményeként a lép PFC
tartalmat. A D LOEL dozisaval egyutt adott C NOEL dozis ezt a hatast kivédte. A késoi
tulérzékenységi reakcio nagysagat es idoébeli lefolydsat egyik kombinécié sem befolyasolta
értékelhetden.

A vizsgalatok soran megfigyelt toxikus kolcsonhatdsokat az aldbbi tablazat
tartalmazza:

LOEL dézisu NOEL dozisu Paraméter Valtozas Valtozas
komponens komponens iranya jellege*
A C+D testtbmeg-novekedes ! B
C mellékvesék rel. tdmege T B
D feheérveérsejt-szam T B
C+D késoi tulérzékenységi il B
C reakcio maximuma
C A femoralis csontvel6 T A
sejttartalma
D A+C maj rel. tbmege T B
A herék rel. tdmege T B
A+C+D mellékvesék és a poplit. !
nycs. rel. tmege
A+D maj rel. tbmege T
A+D vorosvertest-szam és il
A+C MCV
C+D
A+D hematokrit !

*A —a NOEL dozisiu komponens fokozza a LOEL ddzisban adott peszticid adott

paraméterre kifejtett hatasat

B —a LOEL dozist komponens 6nmagaban hatastalan, az adott paraméterben
bekovetkez6 valtozas a kombinacids partnerrel 1étrejovo kdlcsdnhatas

eredménye.




Toxikologiai és hematologiai paraméterek a 12 hetes kombinacios kezelést kovetéen
Az A LOEL és a mésik két peszticid NOEL ddzisok kombinacidinak hatésai:

Az éllatok testtdmeg-ndvekedését mind a kontrollhoz, mind az A LOEL do6zishoz
képest mindharom kombinacio szignifikansan csokkentette.

Az agyra vonatkoztatott szervtomegek kozul az A LOEL ddézisa csokkentette a
t0do, a vesék és a mellékvesék témegét; a kombinaciok kozil az A+D fokozta a vesére és a
mellékvesére, az A+C pedig a mellékvesekre kifejtett hatdsokat. Mindhdrom kombinécio
kivedte az A poplitealis nyirokcsomo tomegét novelé hatdsat. A vizsgalt hematologiai
paraméterek kozul a fehérvérsejt-szam az A+D és A+C kombinaciok hatéséra a
kontrollhoz képest szignifikansan csokkent

A C LOEL és a masik két peszticid NOEL dézisok kombinécioinak hatasai:

A 12 hetes kezelés végere a C+AD és a C+A kombinacié mind a kontrollhoz, mind
a C LOEL dozishoz képest csokkentette az allatok testtémegét.

A C LOEL dozisa szignifikansan emelte a thymus, a tidé, a maj és a mellékvesék
agyra vonatkoztatott tomegét, amely hatas egyetlen kombinacidban sem érvényesilt. A
poplitedlis nyirokcsomo tomegét csak a harmas kombinacidé novelte szignifikansan. A
hematologiai vizsgalatokban mindharom kombinécié ndvelte a femorélis csontvel6
sejttartalmat eés csokkentette a hemoglobin tartalmat.

A D LOEL és a masik ket peszticid NOEL dozisok kombinacidinak hatasai:

A D LOEL ddzisaval és a kombinaciokkal végzett 12 hetes kezelés nem
befolyasolta az allatok testtomeg-ndvekedését. A relativ szervtomegek kozil a D+C
kombinéacié hatasara a tudo, a D+A hatasara a poplitedlis nyirokcsomé tdmege nétt meg
szignifikdnsan (p<0,05 mind a kontrollra, mind a D LOEL doézisra vonatkoztatva). A
hematoldgiai vizsgalatokban a D LOEL dozis csokkentette a vorosvertestek hemoglobin
tartalmat, ezt a hatast mindhdrom kombinacio kivédte.

Kovetkeztetések

Az emberi toxicitds barmely peszticid esetében elsérendii szempont, kivéve a
célszervezetre nézve abszollt specifikus hatéanyagokat. Az alacsony dézisok hatdsara az
egészsegkarosodas, kilondsen a larvalt mérgezésekben, hosszu id6 alatt fejlodik Ki, €s nem
vagy alig jar jellegzetes tiinetekkel. llyen helyzetben kilénésen fontos a korai felismerés és
nyomon kovetés, melynek jo eszkdzei az Un. biomarkerek.

A kozponti idegrendszerre hatd xenobiotikumok esetén a hatés-biomarkerek sokkal
célszeriibbek az expozicidt jelzéknél, kildndsen tobbszords expozicio fennallasakor. Az
alacsony szintii inszekticid-expozicido és a human neuroldgiai eltérések kapcsolatanak
megitélése nem egységes. Ennek ellenére feltetelezhetd, hogy jelen munka eredményei
hozzajarulhatnak az expozicids hatarértékek tovabbi finomitasahoz, illetve, hogy a
kisérletekben észlelt egyes funkcionalis eltérések eléggé érzékenyeknek és specifikusaknak
mutatkoztak ahhoz, hogy a késébbiekben felhasznalhat6 biomarkerré valjanak.

Az Aaltalanos toxikologiai paraméterek kozil a peszticid-kdlcsonhatasok
detektalasaban a relativ szervtomegek és egyes hematoldgiai paraméterek érzékenyebbnek
bizonyultak, mint a specifikus immunvalaszban bekdvetkez6 valtozasok.



Osszegezve az Adltalanos, neuro- és immuntoxikoldgiai vizsgalatokban kapott
eredményeket, megallapithaté volt, hogy az alkalmazott allatkisérletes modellekben nem
mutatkozott olyan ,univerzalis” parameter, melynek véaltozdsa minden kélcsdnhatas
detektalasara alkalmas lenne.

Ennek ellenére feltételezhets, hogy a vizsgalatunkban altalunk kelléen szenzitivnek
talalt neurofiziologiai paraméterek — biomarkerekként — tovabbi experimentalis
elemzéseket kovetéen alkalmasak lehetnek neurotoxikus peszticid hatéanyagok okozta
elvaltozasok detektalasara.



