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Roviditésjegyzék

4-AP — 4-amino-piridin

ACh — acetil-kolin

AChE — acetilkolin-észteraz

ACSF — mesterséges agy-gerincveldi folyadék (artificial cerebrospinal fluid)

o—BTX — a—bungarotoxin

AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2- oxazol-4-il)propansav (2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-
1,2- oxazol-4-yl)propanoic acid)

ATX Il — Anemonia sulcata toxin Il

CA1-3 — cornu Ammonis 1-3 régio (a hippocampusban)

CaMKII — kalcium-kalmodulin-fiiggé kinaz I1

EPSP — serkent6 posztszinaptikus potencial (excitatory postsynaptic potential)

GABA — gamma-amino-vajsav (gamma-amino-butyric acid)

GD — gyrus dentatus

IPSP — gatl6 posztszinaptikus potencial (inhibitory postsynaptic potential)

KA — kainat (kainic acid)

LTP — a szinapszisok hossziitava hatékonysagnovekedése (long-term potentiation)

MAChR — muszkarinos acetilkolin-receptor

nAChR — nikotinos acetilkolin-receptor

NMDA — N-metil-D-aszpartat

NTX — nereistoxin

PKA — protein-kinaz A

PKC — protein-kinaz C

POPS — populaciés spike

PPF — rovidtavu serkentédés (paired-pulse facilitation)

PPI — rovidtava gatlas (paired-pulse inhibition)

STX — szaxitoxin

TTX — tetrodotoxin



Bevezetés

Manapsag, az intenziv, jellemzéen monokultirds mezdgazdalkodas kordban vilagszerte nagy
mennyiségben alkalmaznak kiilonféle novényvédodszereket (gyomirtokat, gombadlo- és
rovarirtoszereket) a haszonnovények termésatlaganak novelésére. Mivel ezek a kemikalidk a
kartevok elpusztitasat célzé mérgezé anyagok, nagyon fontos a kornyezetre (a nem cél-
fajokra) és az ember egészségére kifejtett esetleges karositd hatdsaik vizsgalata. A
novényvédoszerek a gyartds, alkalmazas sordn kozvetleniil kapcsolatba keriilhetnek az
emberrel, illetve a kezelt novények révén a téplaléklancba juthatnak. A sokféle
novényvédoszer koziil a rovarirtoészerek (inszekticidek) jelenthetik az egyik legnagyobb
kockézatot az emberre nézve, hiszen ezek hasonlo felépitésii és miikddésii receptorokon,

ioncsatorndkon, enzimeken hatnak, mint amilyenek az emberi szervezetben is megtalalhatoak.

A rovarirtdszerek egy jelent6s csoportja idegrendszeri célpontokon, illetve az ideg-izom
attevodésen fejti ki hatasat. A neurotranszmisszids rendszerek az allatvilagon beliil igen
hasonlé modon miikodnek, ezért a rovar-célpontok ellen kifejlesztett szerek az emldsok, igy
az ember szamara is potencialisan neurotoxikusak. A dolgozatban harom, kiil6nb6z6 modon
hat6 rovarirtoszer idegrendszeri hatasanak elemzésével foglalkozom, ezek a Bancol®
(hatéanyaga a bensultap), a Regent® (hatoanyaga a fipronil) és a Sumi-Alfa® (hatbanyaga az
eszfenvalerat). A kisérleteket patkdny agyabol késziilt taléld agyszelet-preparatumokon
végeztem, mikroelektrofiziologiai modszerek alkalmazasaval, amelyek alkalmasak arra, hogy
a szereknek az altalanos ingerlékenységre ill. az alapvetd szinaptikus mitkodésére kifejtett

hatéasat vizsgaljuk.



Irodalmi attekintés

A rovarirtdészerek csoportjai, torténelmi attekintés

..E1sO generacios” inszekticidek

A XIX. sz. elejéig a rovarkartevok elleni harc nagyrészt abbdl allt, hogy a kartevoket
egyszerlien leszedegették vagy lemostak a novényekrél. Néhany szervetlen anyagot is
alkalmaztak, pl. ként fiistolésre (Kindban mar Kr. e. 1000-t6] kezdve) és gombadloként,
arzént, Olom-arzenatot, borsavat, bordo6i-lét (réz-szulfatot), parizsi zoldet (réz-acetat-
arzenitet). Ezek az anyagok altalanos mérgek, nem szelektivek a rovarokra nézve (Casida és

Quistad, 1998).

A szervetlen anyagok bevezetése utan kezdddott el a kiilonféle novényi eredetii anyagok
hasznalata, amelyek eleinte nehezen elérhetdek €s igen dragdk voltak. Ezen kiviil hatranyuk,
hogy szabad levegén és erds fényben altalaban igen gyorsan bomlanak, emiatt szantofoldi
alkalmazasuk nem nagyon hatékony. Ennek ellenére a piretrum csaknem 2 évszazadon
keresztiil a legjelentésebb novényi eredetli rovarirtdszernek szamitott. Ez bizonyos
Chrysanthemum-fajokbo6l (1. abra), pl. a Chrysanthemum
cinerariaefolium-bol és a Chrysanthemum cineum-bol
kivonhato alkaloidok keveréke, amelyek a
fesziiltségfiiggé Na'-csatornakon fejtik ki hatdsukat. A
novényeket elészor Orményorszagban kezdték

termeszteni a XIX. sz. elsd felében. Késdbb az Adriai-

tenger vidékén, Japanban, a XX. szdzadban pedig Kelet-

o . . 1. 4bra Chrysanthemum cinerariae-
Afrikaban  (Kenya, Tanzania) termesztették nagy foliym viragai

mennyiségben. Napjainkban is hasznalatos ~ (agricultureinformation.com)

novényvéddszer. A megszaritott viragokbdl szerves oldoészerrel, pl. hexdnnal vonjak ki a
piretrumot (Casida, 1980). A nikotint, a dohanybol (Nicotiana tabacum) szarmazo alkaloidot
szintén sokaig alkalmaztdk rovarirtoszerként, ez a rovarok szervezetében igen nagy
mennyiségben eléforduld nikotinos acetilkolin-receptor (nAChR) agonistdja. Hatranya, hogy
emldsokre is erdsen toxikus, béron at is jol felszivodik, ezért alkalmazasa nem veszélytelen.
Magyarorszagon felhasznaldsa szigoruan korlatozott, mert szamos véletlen és 6ngyilkossagi

célzattal tortént mérgezés okozodja volt (Bordas, 2006). Az elébb emlitetteken kiviill még



alkalmaztak szamos alkaloidot, pl. a rianodint (a dél-amerikai Ryania speciosa nevii
novénybdl szarmazik), a veratridint (a zaszpafélékbol (Veratrum sp.) szarmazik) és nem
alkaloid szerkezetli n6vényi anyagokat, pl. a rotenont (szubtropusi és tropusi, a Lonchocarpus

¢és Derris nemzetségekbe tartozo névényekbdl vonhatd ki).

.Masodik generacios” inszekticidek

Az 1920-as években, a kémia és a vegyipar nagymértéki fellendiilésével parhuzamosan,
elkezdték szerves kémiai moddszerekkel feltarni a ndvényi eredetli rovarirtdészer-molekulak
szerkezetét, illetve szintézisiikre kiilonféle modszereket kidolgozni. A molekuléris szerkezet
modositasaval igyekeztek nagyobb hatékonysagu, szelektivebb ¢és foként stabilisabb
vegyszereket eléallitani. Az 1930-as évektdl kezdve mar az volt a 6 cél, hogy ujabb szerves
rovarirtoszereket szintetizdljanak a ndvényi anyagok alapjan. Konnyen tenyészthetd
rovarkartevok segitségével hatékony szlrési, ,screenelési” rendszert dolgoztak ki a

szintetikus szerek hatékonysaganak tesztelésére.

1939-ben Paul Hermann Miiller felfedezte a DDT (diklor-difenil-trikloretan)-t. Ez nagy
attorést jelentett, hiszen rendkiviil nagy hatékonysagu, viszonylag olcsé szer, sokféle kartevot
képes kontrollalni, hosszu id6n keresztiil. A DDT-nek kdszonhetden szorult vissza a szunyog
altal terjesztett malaria és egyéb jarvanyok, pl. a tetvek altal kozvetitett tifusz is. Az 0j szer
jelentdsegét érzékelteti, hogy Miiller késobb orvosi Nobel-dijat kapott felfedezéséért. A DDT
sikerességén felbuzdulva fejlesztették ki a tobbi klérozott szénhidrogén-szarmazékot, pl. a
hexaklor-ciklohexant, a lindant, a dieldrint, az aldrint és az endoszulfant. A vegyiiletek
molekularis célpontjai a fesziiltségfiiggé Na'-csatorndk, illetve az ionotrop y-aminovajsav
(GABA)-receptorok. Ezeket a szereket 1940-es évekt6l kezdve nagy mennyiségben
alkalmaztak vilagszerte, am kideriilt, hogy a rovarirtds szempontjabol eldnyOs nagy
stabilitasuk, perzisztenciajuk miatt jelentds kornyezeti és egészségiigyi kockazatot hordoznak.
Lipidoldékony vegyiiletek 1évén képesek bizonyos ¢l6lényekben felhalmozddni, a
taplaléklancban feldusulni, igy foként a csticsragadozokban észlelték karos hatdsaikat. Ezért
az 1960-as, ’70-es években egyre tobb orszagban bevontak dket, korlatoztak haszndlatukat. A
harmadik vildg egyes részein viszont még ma is alkalmaznak DDT-t és egyes klorozott
szénhidrogéneket, mert nincs eléggé hatékony ¢és mégis elérhetd alternativajuk (Roberts és

mtsai, 1997).

A masodik generacios inszekticidek masik nagy csoportja a szerves foszforsavészterek és a
karbamatok voltak, amelyeket valamivel késébb, az 1960-as években kezdtek nagy
8



mennyiségben alkalmazni (pl. chlorpyriphos malathion, parathion). Ezek az acetilkolin-
észterdz (AChE) enzim gatlasa révén fejtik ki hatdsukat, szintézisiik soran a physostigmin
nevil alkaloidbdl indultak ki. Vannak koztik szisztémas vegyiiletek, amelyek a ndvény
nedvkeringésébe jutva viszonylag hosszu 1don at védettséget biztositanak szdmara. Ezeknek a
vegylleteknek nagy elénye, hogy kevésbé perzisztensek, mint a klorozott szénhidrogének, igy
a kornyezet szdmara kisebb terhet jelentenek. Viszont nem szelektivek a rovarokra, igy mas
¢lolényekre, az emberre is igen veszélyesek, foként nagy dozisu, akut expozicid esetén.

Komoly toxikologiai kockazattal jar a gyartasuk ¢és kihelyezésiik is.

A piretroidok a piretrum-alkaloidok alapjan kifejlesztett szintetikus rovarirtoszer-csalad, az
1970-es, ’80-as évektdl kezdve alkalmazzdk Oket. Kifejlesztésiik soran torekedtek, hogy
fotostabilisabb vegyiiletekhez jussanak, amelyek szelektiv toxicitdsa magasabb a rovarokra
nézve, mint az emldsokre. Vannak kozottik olyan vegyiiletek, amelyek a piretrum
helyettesitésére alkalmasak, tehat nem perzisztensek (pl. alletrin, tetrametrin) és vannak
stabilisabb, szant6foldi novényvédelemre alkalmas szerek (pl. permetrin, decametrin,
fenvalerat és az altalam is vizsgalt eszfenvalerat). A piretroidok, bar fény hatidsdra nem
bomlanak, mégsem jelentenek akkora kornyezeti veszélyt, mint a régebbi perzisztens
rovarirtok. Lipidoldékonysdguk révén a ndvények leveleir6l nehezen mosodnak le, a
kutikulaba beoldddnak, illetve a talajban is kevéssé mobilisak, a talajszemcsékhez kotddnek.
A talaj baktériumfloraja és maguk a novények is néhany hét alatt lebontjak ket (Casida,
1980). A biztonsagossagukat tovabb noveli szelektiv toxicitasuk, amelynek koszonhetéen a
rovarirtdsra alkalmazott mennyiség emldsokre altaldban nem veszélyes. Méhekre, mas

gerinctelenekre és halakra viszont veszélyt jelentenek (Eisler, 1992).

A masodik generacids inszekticidek nagy mennyiségben torténd felhasznélasa sziikségképpen
ellenalld (rezisztens) rovarpopuldciok kialakuldsdhoz vezetett, hiszen a vegyszerek
hosszutav alkalmazasaval szelekcios elényhéz jutnak a tolerdns egyedek. A régebbi
neurotoxikus rovarirtoszerek esetében sok fajban megjelentek olyan, a célmolekuléat érintd
mutaciok, melyek ellenalléova teszik az egyedeket. Ugyanazon a célponton hatd
vegyszercsaladok kozott pedig keresztrezisztencia is felléphet (pl. DDT-piretroidok,
organofoszfatok-karbamatok). Sok esetben a rezisztens rovartdrzsek kialakuldasa 1;j

molekularis célpontok kereséséhez vezetett.



A neonikotinoidok  kifejlesztésére az _
Idegrendszericélpontok

organofoszfat- és  karbamat-rezisztencia Novényianyagok - Stintetikus anyagok
DDT
. , - . . } h
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< 1
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on hatnak, de  hatékonyabbak ¢s 0 T e e
nicotine cartap  Imidacloprid
, . . . . nAChR_ok - !! 1 |
szelektivebbek, mint a nikotin. Ide tartozik az sinosad
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¥ UL
. , phorate  ajdicarb
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Egyéb célpontok
1992
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csaladokat is kifejlesztettek, amelyeknek a /szétkapesolasa ouoe VRN distepthivron
7 . , , . , . , £1e 1972 1981
régebbi klorozott szénhidrogén rovarirtokkal — Rovarhormonalis diflubenzuron fenoxycarb
szabalyozds insect juvenile hormones  methoprene  1aa6.
r r 4 7o 1940s-1967 1973 lebu!enoz?de
cllentétben mar ez a f6 molekularis 1930 1950 w o

celpont_]uk (a klorozott szenhldrogenek a 2. abra A rovarirtoszerek felfedezésének illetve

fesziiltségfiiggé Na'-csatornakon is hatnak).  bevezetésének kronologisja, a szerek célpontjuk
szerint vannak csoportositva.

llyenek pl. a fenilpirazol tipusd szerek, (ygiq es Quistad 1998-as cikkébsl, médositva)

amelyek koz¢ az altalam is vizsgalt fipronil

is tartozik (Casida és Quistad, 1998).

..Harmadik generacios” inszekticide
H dik ” kticidek

A harmadik generacios szerek szelektivitasukban kiilonboznek az el6z6 csoportoktol, hiszen
ezek olyan célpontokra hatnak, amelyek csak a célcsoportban, vagyis a rovarok szervezetében
vannak jelen. Ilyenek a rovarok hormonalis rendszerére hato szerek, pl. a juvenilhormon-
analégok (methoprene, phenoxycarb). Ezek a juvenilis hormon hatdsat utanozzak, igy a
vedlést akadalyozzak, a rovarok nem képesek tiljutni a larvaallapoton. Egy masik tipus az
ekdizon (vedlési hormon) agonistak csoportja pl. tebufenozid, amelyek tal korai vedlést
indukalnak. Szintén izeltlabtiakra szelektiv a Kitin-bioszintézist gatlo szerek csoportja. Ide

tartozik a diflubenzuron, a buprofezin és a cycromazine.

Ezek a vegyliletek nem terjedtek el széles korben, annak ellenére, hogy nagyon hatékonyak,
sok esetben fajspecifikusak, €s az emldsokre nézve teljesen biztonsagosak. Hatdsuk lassan
alakul ki, és a rovarok életciklusanak csak egy bizonyos periddusaban képesek beavatkozni

(Casida és Quistad, 1998).
A kiilonféle korszakokra jellemz6 rovarirtoszereket 6sszefoglalva a 2. abran lathatjuk.
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Bioldgiai védekezés
A szintetikus rovarirtoszerek karos kornyezeti és egészségiligyi hatdsai miatt egyre inkabb
elotérbe keriil a természetes vegyiiletekhez vald visszatérés, illetve az Gjabb tipusu biologiai

védekezési modok kidolgozasa.

A neem nevii indiai novény (Azadirachta indica) gyogyitd és rovarolé tulajdonsagai
évezredek oOta ismertek. A bel6le szarmazo azadirachtin tobb szaz rovarfaj ellen hatékony,
megzavarja a rovarok egyedfejlodését, parosodasat és foként a névényevo rovarokra repellens
hatassal van. Reverzibilis reprodukcios toxicitdst mutat az emlésokre nézve, de

rendeltetésszerli haszndlat esetén az ember egészségére nincs karos hatassal.

A spinosynok a Saccharopolyspora spinosa nevii sugargomba anyagcseretermékei, a bel6lik
késziilt ,,bio-inszekticidet”, a spinosadot 1997-ben dobtak piacra. Tobb rovarcsoport ellen is
hasznalhatd, igen hatékony rovarirtdszer, az idegrendszer tulserkentédését okozza.
Kimutattak, hogy az ionotrop GABA-receptorok és a nAChR-ok miikddését is befolyasolja,
de az utobbiak esetében mas receptor-alegységekhez kot, mint a neonikotinoidok (Millar és
Denholm, 2007). Az emberre nem fejt ki karos hatast és a hasznos rovarfajokra, madarakra is

kevéssé mérgezo.

A Bacillus thuringiensis (BT) —bdl szarmazé termékek teszik ki a bio-inszekticid piac 90 %-
at. A BT tobb szaz alfajanak spoérait tartalmazo rovardldszerekbdl sokféle valtozat van
forgalomban, ezek viszonylag szelektivek pl. kétszarnytakra, lepkékre, ill. bogarakra. A
baktériumok altal termelt endotoxin a rovarok kozépbelébe jutva a bél megbénulasat okozza,
a rovarok abbahagyjak a taplalkozast €s elpusztulnak. Ez a védekezési mod szelektivitasa és a
szer gyors lebomlasa miatt el6ny6s, a gyors lebomlas miatt viszont sziikség lehet to6bbszori

alkalmazasra (Lopez és mtsai, 2005).

A genetikai manipuliciéo lehetdsége a rovarirtast is forradalmasitotta. Immar fehérje-
természetli anyagok is felhasznalhatok inszekticidként, ezeket bakterialis, viralis hordozokkal
lehet a rovarok szervezetébe juttatni. Egy madasik moddszer a génmoddositott ndvények
eldallitasa, amelyek pl. BT endotoxint termelnek, mar évek ota termesztenek ilyen gyapotot,
kukoricat, burgonyat. Ennek a modszernek a hatranya az, hogy a toxinnak folyamatosan Kitett
rovarpopulaciokban nagy valosziniiséggel kialakul ellene rezisztencia. Iigy a BT endotoxin

alkalmazaséaval sem hagyhatok el teljesen a szintetikus kemikalidk (Casida és Quistad, 1998).
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Novényvédoszerekre vonatkozo el6irasok, toxikologiai vizsgalatok,

élelmiszerbiztonsag

A novényvédoszerekkel kapcsolatos egészségiigyi és kornyezetvédelmi aggodalmak az 1960-
as években meriiltek fel eldszor, miutdn két évtizeden at driasi mennyiségben alkalmaztak az
ujonnan kifejlesztett szintetikus rovarirtészereket. A kézvéleményre nagy hatassal volt Rachel
Carson 1962-es Silent spring (Néma tavasz) cimi konyve, amely foként a madarakra is
veszélyes DDT hasznélata ellen iranyult. Egymas utan alakultak meg a nemzeti és nemzetkozi
szervezetek, amelyek a novényvédészerek  engedélyeztetéséért  felelések, az
engedélyeztetéshez kapcsolddd szabalyozast nagyon megszigoritottdk. Az 0Osszes addig
forgalomban 1évd szert megvizsgaltak toxikoldgiai és kornyezetvédelmi szempontbodl, és a
szerek mintegy felét be is vontdk. Manapsag egy Uj rovarirtoszer kifejlesztési koltségének
nagy hanyadat a kotelezd toxikoldgiai és Okotoxikologiai vizsgalatok elvégzése teszi ki

(Casida ¢és Quistad, 1998).

A novényvédiszerek engedélyezése jelenleg egységes elvek, adatkdvetelmények mellett
torténik az Eurdpai Unid tagorszagaiban. A hatéanyagokat kdzos eljarasban a 91/414 Eurdpai
Gazdasagi Kozosség iranyelv alapjan, mig a hatéanyagbol eldallitott készitményeket
tagorszagi szinten engedélyezik. Hazankban ezt a folyamatot a ndvényvédd szerek
forgalomba hozatalanak és felhasznalasanak engedélyezésérdl, valamint a ndvényvédo szerek
csomagolésarol, jelolésérol, tarolasardl és szallitdsarol szold 89/2004. szamu, a Foldmiivelési

¢és Vidékfejlesztési Minisztérium altal kiadott rendelet szabalyozza (Bura, 2007).

A toxikoldgiai megitélés alapjaul szolgdld biztonsagi vizsgalatokat a nemzetkozi
ajanlasoknak (OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development)-
iranyelveknek) megfeleléen koteles elvégezni a gyartd cég. Allatkisérletekben megéllapitjak
az akut halalos félérték-dozist (LDsp) tobbféle felszivodasi folyamat esetén. Megallapitjak a
szer farmakokinetikai tulajdonsagait is (felszivodas, megoszlds, metabolizmus, Kkiiiriilés
jellemzo6i). Vizsgaljak a kontakt hatidsokat is (szem-, bor- és nyalkahartyairritacid). A
kronikus kisérletek kozott szerepelnek a teratogenitdsi, karcinogenitasi vizsgalatok.
Szervspecifikus hatasokat is vizsgalnak egyes esetekben, pl. maj-, vese-, idegrendszer-,
immunrendszer-, endokrin karosité hatasok. Ezeket az emberre vonatkoztatott toxikologiai
vizsgélatokat Okotoxikologiai vizsgalatok is kiegészitik. A kornyezeti hatdsokat vizi

gerincteleneken, halakon, méheken, madarakon modellezik.
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Mindezen adatok alapjan allapitjdk meg a szer besorolasat és a rd vonatkozo
¢lelmiszerbiztonsagi paramétereket, pl. a munkaegészségiligyi és az élelmiszerbiztonsagi

varakozasi id6t, a maximalisan toleralhat6 napi bevitelt (Varnagy, 1997).

A novényvédoszer-mérgezések 30-40%-a foglalkozas korében torténik, foként a szereket
gyarto, csomagold lizemek dolgozodi veszélyeztetettek. Ezenkiviil a szerek alkalmazasa soran
is eléfordulnak mérgezések. Ezek nagy része a megfeleld védofelszerelések hasznalataval, az

eldirasok betartasaval elkeriilhetd lenne.

A ndvényvéddszerek maradvanyok formdjaban az élelmiszerekben is megjelenhetnek. Foként
a zoldségekben, gylimolcsokben, gabonandvényekben, takarményban, valamint ez utdbbival
taplalt allatok tejében és a tejtermékekben fordulhatnak eld. Az élelmiszerekben egyéb
szennyez6 anyagok is el6fordulhatnak, pl. antibiotikumok, hormonok, mikotoxinok, toxikus
nyomelemek, dioxinok, amelyek kombinalt hatast is kifejthetnek (Szazados, 2005). A fejlett
orszagokban az élelmiszerek ellendrzése nagyon szigora. Az élelmiszerek peszticidekkel
torténd fertézésének megeldzését, az élelmiszerek ellendrzését vilagszerte az ENSZ
Mezdgazdasagi és Elelmezési Vilagszervezete (FAO) és az Egészségiigyi Vilagszervezet

(WHO) koordinalja (Bordas, 2006).
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A vizsgalt rovarirtészerek és molekularis célpontjaik

A kolinerg transzmisszio és a nikotinos acetilkolin-receptor

Az acetil-kolin (ACh) volt az elsé anyag, amelynek neurotranszmitter szerepét felfedezték.
1921-ben Otto Loewi deritette ki hires kisérletében, hogy a nervus vagus kibocsat egy olyan
mediatort, amely a békasziv milkodését lassitja. Késobb kiderilt, hogy az ACh-nak
gerincesekben nemcsak vegetativ hatdsai vannak, hanem a neuromuszkuléris szinapszisok és
a kozponti idegrendszer miikodésében is fontos szerepet jatszik. Az éldvilagban elterjedt
neurotranszmitter, a laposférgektdl kezdve minden allattérzsben megtalalhatd, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy ingeriiletatvivd szerepe evolicidosan mar koran kialakult (Walker és
mtsai, 1996). A rovarok kozponti idegrendszerében pedig az ACh a legfontosabb serkentd
neurotranszmitter (Breer és Sattelle, 1987). Két fo receptortipusat kiilonboztethetjiik meg
agonistadik alapjan: a muszkarinos (mAChR) ¢és nikotinos (nAChR) receptorokat.
Gerincesekben a muszkarinos receptorok a periférids- és a kozponti idegrendszerben
fordulnak eld, mig a nikotinos tipus a neuromuszkularis szinapszisra, a vegetativ ganglionokra

¢s a kozponti idegrendszerre jellemzo.

A MAChR-o0k hét transzmembran régiot tartalmazo, G-fehérjéhez kapcsolt receptorok. Mint
a G-fehérjéhez kotott (metabotrop) receptorokra altalaban jellemzO, aktivalasukkor a sejt
valasza lassabban alakul ki és tovabb marad fenn, mint a gyors nikotinos tipus (ionotrop
receptor) esetében. Gerincesekben 5 altipusukat irtak le, amelyek koziil egyesek gatld (M2,
M4), masok serkenté hatastak (M1, M3 és MS), attol fiiggben, hogy milyen tipust G-
fehérjével dallnak kapcsolatban. A receptorok szdmos agyteriileten jelen vannak,
preszinaptikus vagy posztszinaptikus helyzetben. A muszkarinos receptorok a gerinceseken
kiviil megtalalhatok az izeltlabuakban és a puhatestiieckben is. A rovarok kdzponti
idegrendszerében is eléfordulnak, de a nikotinos receptoroknal sokkal kisebb mennyiségben,
mig a gerincesek kozponti idegrendszerére ennek forditottja igaz. A gerinctelenekben is
tobbféle mAChR-altipus 1étezik, pl. ecetmuslicabol (Drosophila melanogaster) eddig kétféle
mACh receptort kodold gént izolaltak. A rovarok kdzponti idegrendszerében is eléfordulnak
preszinaptikus (altalaban gatlo) és posztszinaptikus (altalaban serkentd) tipusok, amelyek

hozzajarulnak a szenzoros informacié feldolgozdsdhoz ¢és a centralisan iranyitott

crer
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A nAChR-ok a ligandvezérelt ioncsatornak csaladjaba tartoznak; az ionotrop GABA-, glicin-
¢s szerotoninreceptorokkal, valamint a gerincteleneknél eléforduld glutamatvezérelte
kloridcsatornakkal mutatnak rokonsagot. Ezek a receptorok 5 alegységbdl allnak, melyek
mindegyike 4 transzmembran régiot tartalmaz. Mivel a nAChR-ok Na'-ot (és esetenként
Ca2+-0t) engednek at, ezért aktivaléddsuk minden esetben depolarizalja (serkenti) a
posztszinaptikus sejtet. Az egyes alegységek altalaban kiilonboz6 altipusokhoz tartoznak,
gerincesekben 10-féle o—, 4 B, ezenkiviil y—, 6— és g-alegységeket irtak le. Az tjabb
kutatasok szerint a receptoron 2 ACh-kot6hely van, melyek egy o— és egy nem-o— alegység
hatarfeliiletén talalhatok és kooperativ moédon miikodnek (3. dbra). A kiilonféle alegységek
leggyakrabban heteromer
receptorokat alkotnak (de a
homomer forma is el6fordul), igy
Osszetételiik alapjan a receptorok
nagyon sokfélék lehetnek, kissé

eltéré kinetikai paraméterekkel ¢€s

kiils o gyiirii

00

kizépso és
belsd gyiirii

érzékenységgel (Millar és
Denholm, 2007). A receptoroknak
tobbféle allapotat Ic

kiilonboztethetjik  meg  (zart,

nyitott, lassan- illetve gyorsan 3. abra A nAChR oldal- és feliilnézetben. EC: extracellularis,

deszenzitizalodott, stb.), melyek IC: intracellularis oldal. Megfigyelhet6 az 5 db alegység és a

) ) ) ] két ACh-kotohely az a és B alegységek hataran.
eseten a ligandum iranti affinitds € (rtier ¢s Bertrand 2001-es cikkébél, modositva)

az iondteresztd képesség eltérd

(Changeux ¢és mtsai, 1998). A nAChR-ok két nagyobb csoportra oszthatok farmakologiai
tulajdonsagaik és ion-szelektivitasuk alapjan: a muszkularis tipustt nAChR-okat gatolja az -
bungarotoxin (o—BTX) és szinte kizarélag Na'-iont eresztenek 4t, mig a neuralis tipus nem
érzékeny a—BTX-ra és a Na'-ionokon kiviil Ca®*-ra is ateresztd (Itier és Bertrand, 2001).
Altaldnossagban elmondhaté, hogy az o7- vagy o8-alegységet tartalmazé receptorok

o—BTX-szenzitivek.

A rovarok szervezetében szintén sokféle nAChR fordulhat el6, Drosophildban 7-féle a- és 3-
féle P-alegységet irtak le (Millar és Denholm, 2007). A gerinceseknél leirt farmakoldgiai

csoportositas itt is érvényes: az a/-szerli alegységek o—BTX-ra érzékeny receptorok
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felépitésében vesznek részt. A rovar nAChR-ok heterolog expresszidja soran felmeriilt
technikai nehézségek miatt arr6l még viszonylag kevés adat all rendelkezésre, hogy pontosan
milyen Osszetétell receptorok fordulnak el és ezeknek milyen jellemz6ik vannak (Thany és

mtsai, 2007).

Az emlds agyban a kolinerg palyak tobb egymassal szoros kapcsolatban 1évé alrendszert
alkotnak. A f6bb kolinerg neuroncsoportok a bazalis eléagyban (Meynert-féle mag, septum),
a koztiagyban, a striatumban, és az agytOrzsben taldlhatdak. Ezek koziil a striatumban ¢és a
koztiagyban elhelyezkedd neuronok lokalis halozatok kialakitdsdban vesznek részt, mig a
tobbi agyteriiletrél hossza projekcios palyak erednek: a bazalis eldagy feldl a neocortex és a
hippocampus, a koztiagy feldl szintén bizonyos kéregteriiletek, az agytorzs feldl pedig a
bazalis eldagy, a thalamus ¢és a kisagykéreg kap kolinerg beidegzést (Gotti és mtsai, 1997).
Bizonyos agyteriileteken elszort kolinerg interneuronok jelenlétét is kimutattak, igy a
neocortexben is. Az agyban a nikotinos és a muszkarinos kolinerg rendszer nem fiiggetlen,

némely esetben ugyanazon a sejten is megtalalhaté mindkét receptortipus (Gu, 2002).

Receptorainak elhelyezkedésétdl fiiggden az ACh alapvetden haromféle hatast valthat ki a
neuronhal6zatokban. A preszinaptikus helyzetben 1évé gatld muszkarinos autoreceptorok
segitségével a preszinaptikus végzddés depolarizacidjanak mérséklése révén csokkentheti
sajat  felszabadulasat. Preszinaptikus heteroreceptorok révén mdas transzmitterek
felszabadulasat szabalyozhatja. Végiil posztszinaptikus receptorokon a receptortipustol

fliggben kozvetleniil serkentheti vagy gatolhatja a posztszinaptikus sejtet (Dani, 2001).

A tovabbiakban a gerincesekben fellelhetdé NnAChR-okkal foglalkozom, hiszen az altalam
vizsgalt neonikotinoid szer ezeken fejti ki hatasat. Az eml6s6k agyaban a nikotinos receptorok
egy része posztszinaptikusan talalhatd, de nagyon jelentds résziik preszinaptikus helyzeti.
Funkciondlis posztszinaptikus nAChR-ok jelenlétét kimutattdk tobbek kozott hippocampalis
interneuronokon (Alkondon és mtsai, 1998) és neokortikalis piramissejteken is (Chesell és
Humphrey, 1995; Chu és mtsai, 2000). A nikotinos receptorok altal kozvetitett serkentés
azonban az Osszes serkentd bemenetnek csak toredéke, hiszen ezeket elsésorban a glutamat
kozvetiti (Dani, 2001). A preszinaptikus helyzeti nAChR-okat sokkal szélesebb korben
vizsgaltak. Szinte mindegyik transzmitterrél (glutamat, GABA, dopamin, szerotonin,
noradrenalin, ACh) kimutattdk, hogy felszabaduldsuk fokozodhat a preszinaptikus
végzddésen elhelyezkedd nikotinos receptorok aktivacidja révén. Ezekhez csatlakoz6 axo-

axonikus szinapszisok létezését azonban sok esetben nem sikeriilt bizonyitani, lehetséges,

16



hogy ezekhez a receptorokhoz parakrin Giton jut el az ACh. A receptorokon 4t bearamlé Na'-
¢és Ca®-ionok depolarizaciot okoznak, amely a fesziiltségfiiggd Ca”*-csatorndk
aktivalodasahoz, igy a transzmitter exocitézisahoz vezet. Mivel a nAChR-0k
ionpermeabilitdsa  hipopolarizadlt =~ membranpotencial-értékeknél  lecsokken,  foként
hiperpolarizalt, illetve nyugalmi allapotban lehet jelentés a szerepiik (Wonnacott, 1997). A
szinaptikus végzodéstdl kissé tavolabb elhelyezkedd, un. preterminalis nAChR-0k pedig azt
biztosithatjak, hogy csak axonarborizacidé egyes again terjedjen tovabb az akcids potencial

(Dani, 2001) (4. 4bra).

v’ v NAChRs
Postsynaptic
4. abra A nAChR-ok haromféle lehetséges elhelyezkedése a neuronhalozatokban. Sorrendben: preterminalis,
preszinaptikus és posztszinaptikus pozicié. (Dani 2001-es cikkébol)

. ).
®
Postsynaptic Postsynaptic

Osszefoglalva, a kolinerg bemeneteknek elsdsorban modulald szerepet tulajdonitanak,
amelyek diffuz vetiilésiiknek koszonhet6en kiterjedt neuronhaldzatok érzékenységét képesek
modositani, egyes neuronhaldzatok miikodését szinkronizalni. Ezt a szerepet tiikkrozi az, hogy
a kolinerg transzmisszi6 mennyiféle fiziologias (és patologids) folyamatban jatszik fontos
szerepet. A kolinerg aktivacio noveli az éberségi szintet, a figyelmet, befolyasolja a cirkadian
ritmust, az egyes alvasi szakaszokat (Sarter és Bruno, 2000; Hut és Van der Zee, 2011). Talan
legjelentdsebb a kolinerg transzmisszié szerepe a szinaptikus plaszticitasi folyamatokban,
melyek a tanulds és memoria sejtszintli megfeleléi. Az a tény, hogy Ca?*-ionokat is
ateresztenek, lehetdséget nyljt a sejten beliili hosszabbtavi valtozasok kialakulasara a
receptor aktivalodasa utan. A posztszinaptikus helyzetli nAChR-ok, tobbféle konformacios
allapotuknak koszonhetden egy bizonyos iddablakon belill valdszintileg koincidencia-
detektorként miikodhetnek, igy szerepet jatszhatnak a megerésitési folyamatokban, az
emléknyomok kialakulasaban (Changeux és mtsai, 1998). A nAChR-okat a neurodegenerativ
betegségekkel is kapcsolatba hoztdk, Alzheimer-kérban ¢és Parkinson-kérban bizonyos
alegységek mennyisége lecsokken, és Osszefliggés mutathatd ki a receptorvesztés és az
amiloid plakkok megjelenése kozott is. Régota ismert tény, hogy az Alzheimer-kor

elorehaladtaval szelektiven a bazélis eldagyi kolinerg neuronok pusztulnak el (Clementi és
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mtsai, 2000). Az idegrendszer egyedfejlodésében, a sejtek tulélésében, a nyalvanyndvekedés

iranyitasaban is kozremitkodnek a nikotinos receptorok (Bruel-Jungerman és mtsai, 2011).

A nikotinos receptorok farmakologiaja

A nikotinos receptoron hat6 anyagok kozott megkiilonboztethetiink kompetitiv agonistakat és
antagonistakat, amelyek a ligandkoté helyekhez kapcsolddnak, ¢és allosztérikus
modulatorokat, amelyeknek mas kothelyiik van. Ezenkiviil vannak csatornablokkold

vegyliletek is, amelyek nemkompetitiv modon hatnak, a porusba kotédnek (5. abra).

A természetes agonistak kozil a legismertebb a mar emlitett alkaloida, a rovarirtészerként is
hasznalt nikotin, de mas hasonld szerkezetli anyagok is aktivator hatasuak, pl. az anatoxin-a
(az Anabaena flos-aquae nevii kékmoszat méreganyaga) és az ebibatidin (nyilméregbékak, pl.
az Epipedobates tricolor b6rébol szarmazo méreg). Kutatasi célokra kifejlesztettek szintetikus
nAChR-agonistakat is, pl. ABT-418, RJR-2403, SIB-1765F.

Az antagonistak kozott szintén taldlunk alkaloidokat, ilyen a periférids izomrelaxdnsként
alkalmazott d-tubokurarin (a Chondrodendron tomentosum alkaloidja) és a koniin (a biirdk-
Conium maculatum méreganyaga). Fontos nAChR-antagonistak a peptid szerkezet(i allati

mérgek is: az Elapidae és Hydrophidae

csalddokba tartozo mérgeskigyok toxinjai

a toxinok glikozilacio
WY kozil az o-BTX csak a muszkularis
agonistak és
kompetitiv nemkompetitiv L .
antagonistak gatlok és receptorokat  gitolja, mig a k-
modulatorok
neurotoxinok a neuralis tipust nikotinos
receptorok  antagonistdi. Az -
conotoxinok, bizonyos tengeri klipcsigak
nemkompetitiv

s Tk (Conus sp.) méreganyagai, tipustol
fiiggben a muszkularis vagy neuronalis
receptorok  kompetitiv ~ antagonistai

5. abra A nAChR ligandumkoté helyei.
(Dani 2001-es cikkébél, médositva) (Arias, 1997; Gotti és mtsai, 1997).

Az allosztérikus modulatorok kozott talaljuk a nereistoxint (a Lumbriconereis heteropoda

tengeri gylrlsféregbdl szarmazd méreg) és ennek szarmazékait, a neonikotinoid csoportba

tartozo rovarirtoszereket, amelyekrdl még bdvebben lesz sz6. A kutatasban gyakran
alkalmazott antagonista az eredetileg ganglionblokkold gyogyszernek kifejlesztett

mecamylamine. A physostigmin és mas acetilkolin-észteraz gatlok aktivald hatastiak, mig
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magas  koncentracioban  csatornagatloként —mikodnek. Endogén  vegyiiletek  pl.
neuroszteroidok és a szerotonin allosztérikus inhibitorokként miikédnek, s6t a természetes
ligandum, vagyis az ACh is gatlo hatast fejt ki magas koncentracidoban, valosziniileg ez
védelmet biztosithat a talzott mértékli aktivacié ellen (Arias, 1997). Az extracellularis Ca®*-
szintnek is kozvetlen hatdsa van a receptor mikodésére, a Ca®" allosztérikus aktivatorként

ndveli a csatorna nyitasi gyakorisagat (Mulle és mtsai, 1992).

A neonikotinoidok illetve a bensultap hatasa a kolinerg transzmissziora

Mivel a rovarok kdzponti idegrendszerében az ACh a legfontosabb serkentd transzmitter, a
kolinerg rendszer magatol értetddden a rovarirtdszer-kutatas egyik célpontja lett (Matsuda ¢és
mtsai, 2001). Eleinte a nikotint és egyéb novényi eredetii anyagokat alkalmaztak, majd sor
keriilt az acetilkolin-észterdz gatld szerek bevezetésére. Ezek azonban nagyon nagy
toxikologiai kockéazatot hordoztak, némelyik igen perzisztens, és rezisztencia is kialakult
elleniik, ezért a kutatok visszatértek a nAChR-on hato szerek fejlesztéséhez. Mar az 1960-as
évekt6l kezdve kisérleteztek a nereistoxinnal, a Lumbriconereis heteropoda nevii tengeri
gylriisféreg méreganyagaval. Ez a toxin kettds hatdsu, koncentraciofiiggden parcialis agonista
illetve antagonista modon befolyasolja a nikotinos szinapszisokban zajld transzmissziot, a

nAChR allosztérikus modulatora (Eldefrawi
TH:SSO__@ és mtsai, 1980). Késobbi tanulmanyokban

HSC\ S CH; s 1

/N{L SN—cH patch-clamp moédszerrel is kimutattak, hogy

HaC CH] : .
’ lusz(n@ 6 hatasként nem-kompetitiv modon gatolja
iraitoi Bensultap a nAChR miikodését (Raymond-Delpech és
mtsai, 2003). A legkorabbi
i *ritsc"*s AN N neonikotinoidok ennek szarmazékai, az un.

| . .

HC™ O “CHy N nereistoxin-analogok: a cartap, a bensultap

Acetil-kolin Nikotin és a thiocyclam (6. abra). Bizonyos

kartevok, pl. a burgonyabogar ellen igen

6. dbra A nikotinos receptorok ligandumainak, egyes hatékonyak, — de  Osszességében  a

modulatorainak szerkezeti képlete. rovarirtoszer-piacnak csak igen kis részét
(Raymond-Delpech és mtsai 2003-as  cikkébél, o ) )
moédositva) képviselik. Bizonyos orszagokban tijabban

korlatoztdk is a hasznalatukat, mert nem
eléggé szelektivek, az emldsokre is veszélyesek lehetnek. Az 1990-es évektdl kezddédden
forgalmazott Gjabb neonikotinoidok a nereistoxin-analdgokkal ellentétben altalaban serketd
hatast fejtenek ki a nikotinos receptorokon. Ennek a csoportnak legjelentdsebb képviseldi az
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imidacloprid, a thiamethoxam ¢&s a dinotefuran, vilagszerte jelentds mennyiségben
alkalmazzak Oket a mezdgazdasdgban és az allatorvoslasban egyarant (Millar és Denholm,
2007). Az emldsokre kevéssé veszélyesek, nagy szelektivitasukat a molekulaban jelen 1€vo
negativ toltésli nitro- vagy cianocsoportnak koszonhetik, amely leginkdbb egy, a rovar
NAChR-on talalhat6 pozitiv t6ltésti régiohoz kotddik. Az emlésok receptorain nincs jelen ez a

kotéhely (Tomizawa és Casida, 2003).

A neonikotinoidok intenziv hasznalata néhany esetben rezisztencia kialakulasahoz vezetett,
am ez viszonylag kevés kartevofajban jelentkezik. A rezisztencia mechanizmusa kétféle lehet:
egyrészt a méregtelenitésért felelés enzimek megndvekedett expresszidja (Nauen és Denholm,
2005), masrészt a célfehérjén torténé mutacio. A Nilaparvata lugens nevii, foéként rizsen
¢loskodd kartevoben azonositottak a nAChR-on egy olyan pontmutaciét, amely az ACh-
kotést nem befolyasolja, viszont az 6sszes neonikotinoid szer megkdtddését nagymértékben

csokkenti (Liu és mtsai, 2006).

A bensultap (S,S0-2-dimethylaminotrimethylene di(benzen-ethiosulfonate)) egy nereistoxin-
analog tipust nikotinoid rovarirtdszer, 1993-ban keriilt forgalomba. Féként a burgonyabogar
és egyéb kartevok ellen alkalmazzak (Civelek és Weintraub, 2003). A nereistoxin-analogok
pro-inszecticidnek tekinthetdk, amelyek a rovarok szervezetében metabolizmus (oxidécio)
soran alakulnak at nereistoxinnd. Sokaig ugy tartottdk, hogy csak a nereistoxin a hatésos,
aktiv vegyiilet, késobb viszont a cartaprol és a bensultaprol is kidertilt, hogy atalakulas nélkiil
is gatoljak a nAChR-t (Lee és mitsai, 2004). A bensultap emlésokre enyhén mérgezo,
hosszantartd expozicio esetén maj- €s vesekarositod hatast (Ge és mtsai, 2011). Képes atjutni a
Vvér-agy gaton és zsiroldékonysaga révén felhalmozoédik az agyszovetben (Doczi és mitsai,
1999). Laboratoriumunkban végzett korabbi vizsgalatok sordan mar kimutattdk kiilonféle
idegrendszeri hatdsait itatdsos vagy etetéses bejuttatas utdn (Doczi és mtsai, 1999; Szegedi és
mtsai, 2005). Magyarorszagon a bensultap hatéanyagi rovardldszerek hasznalatat 2007-t6l

korlatoztak, csak bizonyos termesztett ndvényeken alkalmazhatoak.
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A GABA-erg transzmisszio, az ionotrop GABA-receptor

A GABA az allatvilagban igen elterjedt szinaptikus atvivoanyag, a gerinces kozponti
idegrendszerben ez a legfontosabb gatld neurotranszmitter, de bizonyos gerinctelenekben
(puhatestiiekben) és az egyedfejlodés soran emldsokben atmenetileg serkentd hatést is
kozvetithet. Ahogyan az acetilkolinnak, a GABA-nak is vannak ionotrop (GABAa ¢és
GABA(c) ¢és metabotrop (GABAg) receptorai, amelyek specifikus antagonistakkal (pl.
picrotoxin illetve baclofen) kiilonithetdk el. A lassubb kinetikaju GABAg receptorok G-
fehérjéhez kotdttek, K'- vagy Ca**-csatornakon keresztiil befolyasoljak a neuronok
membranpotencialjat. Az egész agyban eléfordulnak, preszinaptikus vagy posztszinaptikus
helyzetben, igy a transzmitter-felszabadulast gétoljak, illetve hosszantartd posztszinaptikus
gatlast kozvetitenek (Kerr és Ong, 1995). Az ionotrop receptorok ligandfiiggd anioncsatornak,
amelyek CI'- és HCO3-ionokat engednek at 4:1 aranyban. Amint mar el6zdleg is emlitettem,
a nAChR-okkal, a glicin- és szerotoninreceptorokkal, valamint a gerincteleneknél eléforduld
glutamatvezérelte kloridcsatornakkal egy csaladba tartoznak, hasonld felépitésiiek. Ezek a
receptorok 5 alegységbdl allnak, gerincesekben eddig 16-féle a, B, 7, , €, m és O alegységet

irtak le, amelyek sokféle kombinacioban allnak

——RDL
Ossze, eltéro kinetikai paraméterekkel (Mdhler, .
- — L%
2006). A retindban  el6fordulo,  p- 3
alegységekbdl Osszeallo homomer receptorok ﬁ;g
kiilon csoportot alkotnak, amelyet egyesek a 5
GABA receptorcsalddként tartanak szémon, LotHa

GLY 02
masok a GABAAa receptorcsaladba soroljak —|:G[C§’|EE35
6ket (Bormann, 2000).

GLU Cr-
A GABA-receptorok az egész allatvilagban 2
rokon szerkezetiiek (7. abra). E
Gerinctelenekben a metabotrop receptortipus
valosziniileg kisebb mennyiségben fordul eld,
mint az ionotrop tipus, de elterjedt lehet, ol
hiszen tobb puhatestii- és rovarfajban leirtak ___GRD 5

He G1

mar 6ket. Az ionotrdp receptorokrdl tobb adat
7. abra A rovar és gerinces GABA-receptor

all  rendelkezésre. Nagy mocsari csigdban  alegységek rokonsagit bemutaté dendrogram.
A gerinces alegységeket gorog betiik jelolik.

(Lymnaea stagnalis) ¢és ecetmuslicaban o : > TS
(Hosie és mtsai 1997-es cikkébol)
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(Drosophila melanogaster) is ismeretesek a gerincesek a- és P-alegységeihez hasonld
GABAAa-szerii receptor-alegységek, amelyeknek aminosavsorrendje a gerincesekéivel
30-50 %-os homoldgiat mutat (Walker és mtsai, 1996). Az ecetmuslicdban haromféle
alegység-osztalyt irtak le: ezek az Rdl (,,resistance to dieldrin), a Grd (,,GABA and glycine-
like receptor of Drosophila”) és az Lcch3 (,,ligand-gated chloride-channel homologue 3”).
Ezen alegységek szerkezeti felépitése nagyon hasonlé a gerincesekéihez, viszont
farmakologiai érzékenységiik igen eltérd lehet: pl. a bicuculline-ra, amely a gerinces GABA-
receptorokat gatolja, a legtdbb rovar-alegység inszenzitiv, bar a picrotoxin nevi

csatornablokkolo6 ezeken is hatasos (Hosie és mtsai, 1997).

A gerinctelenekben az ionotrop GABA-receptorokhoz hasonld szerkezetiek a gatld
glutamatreceptorok (IGluR) vagy glutamat-vezérelte kloridcsatornak (GluCl), amelyek
gerincesekben nem fordulnak eld. A glutamét vagy valamely agonista, pl. iboténsav
kotodésének hatasara az ioncsatornan Cl'-ionok dramlanak a sejtbe, amely hiperpolarizalodik.
Rovarokban az idegszovetben ¢€s az izomrostokon, a neuromuszkularis szinapszisok

kornyékén talalhatok meg (Cleland, 1996).

A kifejlett gerincesek agyaban a GABA jellemzden gatld interneuronokbol szabadul fel,
amelyek a serkentd principalis sejtekkel szinaptizalva csokkentik azok aktivitasat. Bar az
agyban csak mintegy a neuronok 20%-a GABA-erg, kulcsszerepet jatszanak a halozatok
aktivitasi szintjének, érzékenységének allitasdban, az aktivitds szinkronizalasdban. Ezzel a
tanulasi folyamatokban is jelentds szerepet jatszanak. A legjobban kutatott agyteriileteken, a
neocortexben €s a hippocampusban szdmos interneuron-tipust irtak le. Az egyes tipusok
agytertilet-specifikusak, s6t, a posztszinaptikus sejt adott részén szinaptizalnak. El6fordulnak
extraszinaptikusan elhelyezkedd receptorok 1is, amelyek a szinaptikus receptorokkal
ellentétben a hosszantartd, tonusos gatlasért felelések. A GABAa receptorok alegység-

Osszetétele minden esetben a funkciojukat tiikrézi (Mody és Pearce, 2004).

A gerincesekben GABA igen fontos szerepet tolt be az idegrendszer egyedfejlédése soran. A
glutamattal egyiitt mar a szinapszisok kialakulasa el6tt trofikus faktorként miikodik,
2005; Represa és Ben-Ari, 2005). A GABA az idegrendszer fejlédésének korai szakaszaban
(embriondlisan és a sziiletés utdni elsd napokban) a GABAAa-receptorokon keresztiil
depolarizalo, serkentd hatdst fejt ki, mivel a sejten beliili Cl-koncentracié ebben az

idészakban magasabb, mint az érett neuronokban, igy a receptor aktivacidjakor a Cl-ionok
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kifelé aramlanak (Ben-Ari és mtsai, 1997). A szinapszisok kialakulasaban és a kapcsolatok
stabilizalodasaban/eliminalddasaban szintén nélkiilozhetetlen a megfeleld ardnyt GABA-

szignalizacio, amely ebben az iddszakban mar gatlé hatast kdzvetit (Mohler, 2006).

A GABA, receptorok farmakologiaja

A GABAA receptorok farmakologiaja talan a legkomplexebb a ligandfiiggd ioncsatornak
kozil. Nagyon sokféle vegyiilet képes befolyasolni a miikodésiiket, az eltérd Osszetételi
receptorok érzékenysége eltéré az egyes anyagokra. Sok anyag kotOhelye két alegység

hataran helyezkedik el, pl. a GABA is az a- és a B-alegységek hataran kotédik meg (8. abra).

A GABAa  receptorok  klasszikus GABA

barbituratok . -~ szteroidok

kompetitiv antagonistaja a bicuculline,

ennek segitségével kiilonitették el dket a

™ 6ABA
baclofenre érzékeny metabotrop

142
benzodiazepinek

receptortipustol. A bicuculline a Dicentra
cucullaria nevii ndvény alkaloidja,
gorcskeltd hatasu, foként négyértékii soit
alkalmazzak, pl. a bicuculline-methiodidot.
Az SR95531 vagy gabazine a GABA egy

etanol

szintetikus szarmazéka, szintén a

pikrotoxin

kutatasban alkalmazott kompetitiv
8. abra A GABA-receptorok kotéhelyei.

antagonista. (http://huguenard-lab.stanford.edu)

A nemkompetitiv antagonistak koziil talan legfontosabb a picrotoxin, a Menispermaceae
novénycsaladd alkaloidja, erésen gorcskelté hatdsu. A GABAAa receptorok kloridcsatorndit
blokkolja, kotéhelye az ioncsatorna kornyékén van. A picrotoxinhoz hasonlé médon hatnak
bizonyos klorozott szénhidrogén, pl. ciklodién tipusu rovarirtoszerek. Endogén
nemkompetitiv antagonistaként hat a Zn*, amely a szinaptikus végzddésekbdl felszabadulva

a GABAA receptorokon kiviil az NMDA- és az ATP-receptorokat is befolyéasolhatja.

A 1égyolo galocaban megtalalhato vegyiilet, a muszcimol a GABAA receptorok agonistaja,
valosziniileg ez a vegylilet felelés a gomba pszichoaktiv hatdsaiért a glutamaterg

transzmissziot befolyasold iboténsav mellett (Johnston, 1996).

A GABAA receptorok fontos gyogyszercélpontok, a legtobb ilyen szer agonista hatasu, a

GABA-erg gatlast erdsiti. Az 1960-as évek Ota hasznalt szorongéscsokkentdé hatast
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benzodiazepinek a receptornak egy allosztérikus modulator-kotohelyéhez kapcsolddnak, és
megnovelik az ioncsatorna nyitasi gyakorisagat (Stephenson, 1995). A barbituratok szintén
allosztérikus agonistak, hatdsmechanizmusuk és kotohelyiik eltér a benzodiazepinekétdl: az
ioncsatorna nyitvatartasi idejét hosszabbitjak meg. Az 1900-as évek eleje 6ta alkalmazzak

Oket altato-nyugtato és gorcsgatlo szerként.

Az etil-alkohol elsédleges célpontjai a GABAA receptorok, miikodéstiket koncentraciofiiggd
moédon serkenti. Agonista modon hatnak még az endogén neuroszteroidok és a modern

gaznarkotikumok is (Johnston, 1996).

A fenilpirazolok illetve a fipronil hatidsa a GABA-erg transzmissziora

Tobb rovarirtészer-csaladnak is a rovar GABAAa-receptorok a célpontjai; mivel a rovar
receptorok farmakologiai profilja a gerincesekétdl eltér, ezek a szerek altalaban viszonylag jo
szelektivitast mutatnak. Az elsé nagyobb GABA-receptoron hatd rovarirtoszer-csaladba
klérozott szénhidrogének tartoztak. Jelentoségiikre utal, hogy az ecetmuslicaban leirt egyik
GABAA-receptor alegység neve Rdl, amely a dieldrinrezisztenciara utal. A dieldrin egy, a
ciklodiének koz¢ tartozd masodik generdcios inszekticid, amely ellen a tulzott hasznalat miatt
sok rovarfajban rezisztencia alakult ki. A ciklodiénrezisztencia a legnagyobb volumenii ember
altal véghezvitt genetikai szelekcionak tekinthetd. Ennek a hatterében az Rdl alegységnek egy
pontmutacidja all. A rezisztens rovartorzsek vizsgalatakor kidertilt, hogy ezek a picrotoxinra
is kevésbé érzékenyek, mint a vad tipus, igy fény deriilt arra is, hogy a dieldrin kotShelye,

ahogyan a picrotoxiné€ is, az ioncsatorna falaban talalhaté (Hosie és mtsai, 1997).

A dieldrinrezisztencia elterjedése és a Cl

kornyezetvédelmi-toxikologiai megfontoldsok miatt N= CN
fejlesztettek ki egy ujabb GABA-receptoron hatd FsC 0
rovarirtoszer-csaladot, a fenilpirazolokat, amelyek Cl NH, CF,

kevésbé toxikusak a nem cél-fajokra. A fipronil (5-
amino-1-(2,6-dikloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil)-4- 9. dbra A fipronil szerkezeti képlete
trifluorometilsulfinilpirazol-3-karbonitril) (9. abra) 1993-ban keriilt forgalomba. Népszerii
szer az 4llatorvoslasban kutyak és macskak bolha illetve tetii elleni kezelésére, pl. a Frontline®™
nevill készitmény hatdéanyaga is ez (Beugnet, 2004; Pollmeier és mtsai, 2002). A fipronilt
foleg bogarak és lepkék larvai, kifejlett bogarak (pl. burgonyabogar) és saskak ellen

hasznaljak a mezdgazdasagban (Durham ¢és mtsai, 2001). Szunyog-, csétany- €s hangyairtasra
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szintén alkalmazzak épiiletekben pl. vendéglato-ipari egységekben is (Chaton és mtsai, 2001;

Scott és Wen, 1997; Lopez és mtsai, 2000).

A fipronil és mas fenilpirazolok altalaban a dieldrin-rezisztens kartevok ellen is hatasosak,
bar kisebb mértékben, mint a vad tipust rovarok ellen. A hatdsmechanizmus felderitésére
iranyul6 vizsgalatok soran kideriilt, hogy ezek a szerek nemkompetitiv gatlo hatast fejtenek ki
az ionotrop GABA-receptorokon (Cole és mtsai, 1993), viszont a dieldrinétdl eltér6 modon
hatnak (Le Corronc és mitsai, 2002). Ezenkiviil fontos tulajdonsaguk, hogy a gatld
glutamatreceptorokat (GluCl) is képesek blokkolni, ez hozzéjarul a rovarok iranyaban
mutatott nagyobb szelektivitdshoz is, hiszen ilyen tipusii csatorndk a gerincesekben nem
fordulnak el6 (Ikeda és mtsai, 2003; Narahashi és mtsai, 2010). A szelektivitasért azonban
elsésorban a f6 célmolekuldk, vagyis a GABAAa-receptorok eltérd fipronil-affinitasa felelds: in
vitro receptorkotési tesztekbdl, illetve patch clamp vizsgalatokbol kideriilt, hogy a rovarok
receptorai, 1-2 nagysagrenddel érzékenyebbek a fipronilra, mint az emberé és a patkanyé
(Hainzl és mtsai, 1998; Zhao ¢és mtsai, 2003). A fipronil kotohelye valoszinileg a 3-
receptoralegységen taldlhaté (Ratra és mtsai, 2001), ez az alegység egyébként igen
konzervativ szerkezetli, aminosavszekvencidja nagyfoki homologiat mutat a rovarok és az
emldsok kozott (Sirisoma és mtsai, 2001). A gerincesekben a heteromer receptort kialakito
tobbi alegység befolyasolja ugy a fipronil kotddését, hogy a receptor érzékenysége a

rovarokénak csak toredéke lesz (Ratra és Casida, 2001).

Bar a fipronil alkalmazéasa kisebb kornyezeti kockazattal jar, mint pl. a ciklodiéneké, az
Egészségiigyi Vilagszervezet a mérsékelten veszélyes vegyi anyagok kozé sorolja. Méhek,
madarak és édesvizi gerinctelenek szamara igen mérgez6 (El Hassani és mtsai, 2005; Tingle
¢s mtsai, 2003; Mize és mtsai, 2008; Wirth és mtsai, 2004). Emlds6k szamara viszonylag
veszélytelen, de az egészségligyi kockazat nem teljesen elhanyagolhat6. Egy, a szer
belélegzésével jard mérgezéses eset leirdsdban azt olvashatjuk, hogy tipikus altalanos
idegrendszeri tiineteket okozott, fejfajast, szédiilést és hanyingert. A tiinetek 5 6ra elteltével
spontan elmultak (Chodorowski ¢és Anand, 2004). Egy masik esetben a kisebb
hat6anyagtartalma hangyacsali véletlen elfogyasztasa semmiféle tiinetet nem okozott (Fung és

mtsai, 2003).

A fipronil a majban citokrém p450-fiiggé mikroszémalis oxigendzok segitségével egy szulfon
metabolittd alakul 4t, amely azonban hasonlé vagy erdsebb toxikus hatdst mutat, mint az

eredeti vegylilet (Hainzl és mtsai, 1998). A fipronil a majban indukdlni képes kiilonféle
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citokrom p450 izoformakat, magasabb koncentracioban pedig hepatotoxikus hatast (Das és
mtsai, 2006). A fipronil jelenléte befolyasolni képes egyéb xenobiotikumok (pl. gyogyszerek)
¢és endogén hormonok (pl. szteroidok, pajzsmirigyhormonok) metabolizmusat is (Tang és
mtsai, 2004). Ez kronikus fipronilbevitel esetén patkanyokban pajzsmirigyrak kialakulasahoz
vezethet (Leghait és mtsai, 2009). A fipronil idegrendszeri illetve viselkedésre gyakorolt
hatasat szintén vizsgaltdk mar emldsokben (Szegedi és mtsai, 2005; Tercariol és Godinho,

2011).

A fesziiltséefiiged Na'-csatornak

A fesziiltségfiiggé Na'-csatornak feleldsek az ingerlékeny szovetekben (ideg- és izomszdvet)
kialakul6 akcios potencidlok 1étrehozasaért és tovaterjedéséért, igy elsddleges szerepiik van a
szervezeten bellili gyors kommunikacidoban, informdciotovabbitdsban és a mozgasok
koordinalasaban. Evoluciésan a csalanozokban jelennek meg eldszor, amelyeknek mar
specializalt idegsejtjeik vannak (Anderson és Greenberg, 2001). Ionszelektivitasuk nagy,
foként Na'-t engednek at, egyéb kationok csak 1%-nél kisebb valosziniiséggel haladnak at a
csatornan. A Na'-permeabilitds gyors, rovid ideig tartd megndvekedése felelés az akcios
potencial felszallo agaért (Marban és mtsai, 1998). A nyugalmi membranpotencialnal zart
allapotban 1évd ioncsatornak depolarizacid hatisara kb. -40 mV-os membranpotencialnal
megnyilnak, majd néhany ms elteltével a membran repolarizacidjatol fiiggetleniil
inaktivalddnak. Ekkor megszlinik az iondram, de a csatornak nem aktivalhatd — inaktiv —
allapotban vannak. A plazmamembran repolarizacidja sordn a Na'-csatorndk wjra zart,
aktivalhato allapotba keriilnek. Végeredményben tehat a fesziiltségfiiggd Na'-csatorndknak
haromféle allapota 1étezik: zart, nyitott és inaktiv. Mar a XX. sz. 50-es éveiben feltételezték,
hogy ennek a haromféle konformacionak a kialakitasahoz legalabb 2 ,kapu” sziikséges, igy
irtdk le az aktivacioért felelds m kaput és az inaktivacioért felelds h kaput (Hodgkin és

Huxley, 1952).

Az emlés fesziiltségfiiggé Na'-csatornak egy nagyobb méretii, porusformald o- és egy vagy
tobb kisebb, moduldlo illetve kihorgonyzé szerepti P-alegységbdl allnak. A P-alegységek
jelenléte elengedhetetlen a normalis kinetikdhoz és fesziiltségfiiggd miikodéshez (Isom é€s
mtsai, 1992, 1995). Ezenkiviil hozzajarulnak a csatorndk megfelelé eloszlasahoz is, pl.
feldasulasukhoz az axondombon és a Ranvier-befiizodésekben (Srinivasan ¢és mtsai, 1998).

Az a-alegység 4 homolog egységbdl all (I-IV.), amelyek mindegyike 6 transzmembran
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domént tartalmaz (S1-S6). A fesziiltségfiiggé konformaciovaltozasért (aktivacioért) a
mindegyik egységben megtaldlhaté S4 domének feleldsek, amelyek egy, sok pozitiv toltésti
aminosavbol allo a-hélixet tartalmaznak, igy fesziiltségszenzorként mitkodnek (10. abra). A
plazmamembran depolarizacidja esetén az S4 egységek az extracellularis tér felé mozdulnak
el, és a veliik kapcsolatban all6 S6 egységek egy részlete (az in. m kapu) szintén elmozdul,
megndvelve a csatorna permeabilitasat. Az inaktivacios folyamatért a III. és IV. homolog
egység kozott elhelyezkedd intracelluléaris hurok felelés (h kapu). Az ezen talalhat6 3 pozitiv
toltésti aminosavat tartalmazo peptidszakasz szintén az extracellularis tér felé mozdul el a
membran depolarizicidja esetén,

igy visszahajolva elzéarja a csatorna

EC
poérusat (Catterall, 2000).
e Az emldsokben 9-féle, kiilonalld
¢
TakElvACS gének altal kodolt o-alegység
N

ismert (az Gjabb nevezéktan szerinti

Na,1.1-Na,1.9), amelyek

kifejezddése szovetspecifikus és az

10. 4abra A Na'-csatorna o-alegységének szerkezete. A egyedfejlédés folyamén is valtozik.
hengerek a transzmembran a-hélixeket jelolik. Kék: S1-S3
szegmensek, piros: S5-S6 porusformald szegmensek, zold: S4

fesziiltségszenzor szegmens. vazizomszovetben, mig a Na,1.5 a
(Catterall és mtsai 2007-es cikkébol)

A Nay1.4 elsdsorban a

szivizomszovetben fejezédik  ki.
Négyféle alegység elsdsorban a kozponti idegrendszerre jellemzd: Nayl1.1, Na,1.2, Nay1.3 és
Nay1.6, ezek koziil a Nay1.3 csak embrionalis korban €s perinatalisan van jelen, mig a tobbi a
felnott idegrendszerben is. A periférias idegrendszerben pedig a Nayl.7, Na,1.8 és Na,1.9
tipusok fordulnak eld. Altaliban egy idegsejt membranjaban tobbféle alegységszerkezetii
csatorna is kifejezddik. Az egyes alegységek kinetikéja és farmakologiai érzékenysége eltéro.
A kozponti idegrendszerre €s a vazizomszovetre jellemzd izoformdkat mar nanomolaris
koncentracioban blokkolja a tetrodotoxin (TTX), mig a szivizomszdévetben megtaldlhato
izoforma érzékenysége joval kisebb, a toxin ezt csak mikromolaris koncentracidtartomanyban
blokkolja (,,TTX-rezisztens). A periférids idegrendszerre jellemzd ioncsatorndk koziil a
Nayl.7 TTX-érzékeny, mig a Na,1.8 és Na,1.9 TTX-rezisztens izoformak (Goldin, 1999)
(11. abra).
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TTX

Név Eléfordulas érzékenység

Nav 1.9 (NaN) PNS R

_{— Nav 1.8 (SNS/PN3) PNS R
Nav 1.5 (H1/SkM2) szivizom R

Nav 1.4 (L1/SkM1) vazizom S

Nav 1.1 (brain I) CNS, PNS S

Nav 1.2 (brain Il/lla) CNS S

Nav 1.3 (brain Ill) CNS (korai) S

L Nav 1.6 (NaCh6/PN4) CNS, PNS S

Nav 1.7 (PN1) PNS,CNS S

11. abra A patkany Na,l izoformak evolucids rokonsaga. Zarojelben az alegységek régebbi elnevezése is fel
van tiintetve, ezenkivill a jellemz6 el6fordulasuk (CNS: kdzponti idegrendszer, PNS: periférias idegrendszer)
és tetrodotoxin (TTX) iranti érzékenységiik is. (Soderlund 2010-es cikkébdl, modositva)

A fesziiltségfiiggé Na'-csatornak mutaciéi emberben tobbféle drokletes megbetegedéshez
vezethetnek. A vazizomra jellemzd csatornatipusnak az inaktivacios kapun jelentkezo
dominéns 6roklodésti mutacioi okozzak a periodikus paralizis-szindromat és a paramyotonia
congenitat. Ezekben az allapotokban a Na'-csatornék tulmiikddése jellemzd, legtobbszor az
inaktivacio lassulasa, késleltetése miatt. A Na'-aramok mértékétdl fiiggden ismétlddé tiizelés
vagy depolarizacios blokk alakulhat ki, myotonidhoz vagy bénulashoz vezetve (Cannon,
1996). A szivizom fesziiltségfiiggd Na'-csatornainak muticidja okozza pl. a hossza QT-
szindromat, amely életveszélyes kamrai aritmidhoz vezethet. Ennél a betegségnél szintén a
csatorndk inaktivacidja gatlodik, emiatt abnormalis mértékben meghosszabbodik a szivizom
akcios potencialja (Bennett és mtsai, 1995). Az agyi Na'-csatornak B-alegységének mutacioja
olyan modon valtoztatja meg a csatornak miikodését, amely az idegsejtek tulserkentéséhez

vezet, orokletes lazgorcsoket vagy generalizalt epilepszidt okozva (Wallace és mtsai, 1998).

A rovarok fesziiltségfiiggé Na'-csatornairél sokkal kevesebb informacio all jelenleg
rendelkezésre, mint az emldsokéirdl. Esetiikben egyféle f6 alegység ismert, az ezt kodold gén
neve para, amely azonban a Xenopus-petesejtben végzett génexpresszios kisérletek tanusaga
szerint onmagaban nem alkot miikodoképes csatornat, egy kisebb méretli, TIpE nevi
membréanfehérjére is sziikség van a Na'-dram kialakulasahoz (Feng és mtsai, 1995). A para
alegység kb. 50 %-o0s homologiat mutat az emlésok fesziiltségfiiged Na'-csatorndjanak o
alegységeivel, viszont a TIpE fehérje nem tekintheté a P-alegységek homologjanak. A

rovaroknal is megfigyelheté kiilonbozé Na'-csatorna-altipusok jelenléte, ezek azonban mind a
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para gén termékei, amelyek alternativ illesztés (splicing) vagy RNS-atszerkesztés (editing)

utjan keletkeznek (Loughney és mtsai, 1989).

A fesziiltségfiigeé Na'-csatorndk farmakolégiaja

A fesziiltségfiiggd Na'-csatornak tobbféle neurotoxin-csoport molekuléris célpontjai, amelyek
legalabb 6-féle kiilonb6zé kotohelyhez kothetnek a csatornan. Ezek az anyagok magas
affinitasuknak és specifikussaguknak koszonhetéen az ioncsatorndk kutatdsdban is értékes

eszk6zok (Catterall és mtsai, 2007).

Az antagonistak kozil talan legismertebb a tetrodotoxin (TTX), a gémbhalfélék (Tetrodon
sp.) majaban és petefészkében termelddd méreganyag, amely a Na'-csatornakon at torténd
iondramlést gatolja, porusblokkolo hatast. A toxin kotShelye a csatornaporus extracellularis
nyilasdhoz kozel, az ionszelektivitdst biztositd hurkon taldlhatd. A hasonld szerkezetii
szaxitoxin (STX) szintén ehhez a helyhez kotédik (Hille, 1975), ezt a méreganyagot bizonyos
Dinoflagellata (pancélos ostoros egysejtii) fajok termelik. A kupcsigak (Conus sp.) egyik
méreganyaga, a [i-conotoxin is hasonlé hatdsmechanizmusu méreg. A tetrodotoxinnak fontos
szerepe volt a Na'-csatorna fehérjék tisztitdsaban és a szerkezeti vizsgalatokban (Yu és
Catterall, 2003), és manapsag is alkalmazzak pl. patch clamp méréseknél a Na'-dramok

kiiktatdsara. Az egyes csatorna-altipusok TTX-érzékenysége eltérd (lasd fentebb).

A helyi érzéstelenitdk (pl. lidokain) molekularis célpontjai szintén a fesziiltségfiiggé Na'-
csatornak. Ezek a vegyiiletek a plazmamembranon &toldédva az intracelluldris oldalrél
kotdédnek a porushoz illetve annak kozelébe, és az inaktivaciot gyorsitva gatoljak a csatorna
miikodését (Balser és mtsai, 1996). Az idegi ingeriiletvezetés gatlasa révén fejtik ki
érzéstelenitd hatasukat. Bizonyos antikonvulzans és antiaritmias szerek (fenitoin, kinidin) mas

modon, de ugyanezt a kotéhelyet mddositjak.

A fesziiltségfiiggd Na'-csatorndk miikodését serkentd anyagok kozott tobbek kozott
polipeptid toxinokat is taldlunk. Ilyen a B-skorpidtoxin, amely az extracellularis tér feldl
kapcsolddik a II. egység S4 fesziiltségszenzor doménjéhez, ezéltal negativabb iranyba tolja el
az érzékenységi kiiszobot, noveli a csatorna aktivalhatosagat. fgy a csatorna mar kisebb
mértéki depolarizacid hatasara is megnyilik (Cestele €s mtsai, 1998). Az a-skorpiotoxin és az
Anemonia sulcata toxin I (ATX II) az inaktivacios folyamatot gatoljak, a IV. egység S4
doménjéhez kotddve. Hatasukra a csatorna a normalisnal hosszabb ideig aktiv, nyitott allapota

marad (Catterall és mtsai, 2007).
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A noévényi alkaloidok koziil pl. az akonitin (Aconitum sp. — sisakvirdg) és a veratridin
(Sabadilla sp., Veratrum sp. — zaszpa) hatasmoddja az elébb emlitett toxinokéhoz hasonlo. A
veratridint alkalmazzak is bio-rovardldszerként (Bloomquist, 1996). A batrachotoxin,
bizonyos dél-amerikai békafajok (pl. Phyllobates aurotaenia) mérge szintén serkenti a

csatornak mukodését.

A természetes toxinokon kiviil bizonyos szintetikus anyagok is a fesziiltségfiiggd Na'-
csatorndkon fejtik ki hatasukat. Ilyenek pl. a rovarirtészerek koziil a DDT és a piretroidok. A
DDT-t a masodik vildghaboru utdn hasznaltdk o6ridsi mennyiségben, de artalmas kornyezeti
hatasai és perzisztencidgja miatt sok helyen betiltottdk, ¢és alkalmazasat tobbek kozott a
piretroidok helyettesitik. Hatdsmechanizmusuk a Na'-csatorna inaktivalodasanak lassitasa, és

az érzékenységi kiiszob eltolasa (Zlotkin, 1999; Bloomquist, 1996).

A piretroidok illetve az eszfenvalerat hatasa a fesziiltséefiigced Na'-csatornakra

A piretroidok a rovarirtoszereknek egy jelentds csoportjat alkotjak, széles korben alkalmazzak
6ket a mezbgazdasagban, az allatorvoslasban és a kozegészségiligyben egyarant. 2002-ben a
vilag rovarirtoszer-kereskedelmének 18%-at a piretroidok tették ki (Soderlund, 2012).
Szintetikus rovarirtészerek, amelyeket az 1970-es évektdl kezdve fejlesztettek ki a
természetes piretrum-alkaloidok vizsgalata alapjan. A szintetikus szarmazékok erdsebb hatast
¢s stabilisabb vegyiiletek, mint természetes elddeik (Casida, 1980). A legtdbb piretroid észter
tipusu molekula, amelyek 2 kiralitdscentrumot tartalmaznak, igy négyféle sztereoizomerjiik

lehet, amelyeknek hatékonysaga altalaban kiilonb6z6.

A piretroid rovarirtdészerek a rovarokban eldszor hiperexcitacios tiineteket, majd bénulést, igy
a repild rovarok lehullasat okozzdk (,,knockdown effect”). Hatdsukat foként a kdzponti
idegrendszeren fejtik ki, f6 molekuldris célpontjuk a fesziiltségfiiggd Na*-csatorna (Narahashi
és mtsai, 1992). Ezt tobbféle piretroid-rezisztencia mutacio feltérképezésével erdsitették meg,

amelyek, mint kideriilt, a fesziiltségfiiggé Na'-csatorna egyes alegységein jelentek meg.

Késobb elektrofiziologiai modszerek segitségével részletesen leirtdk a piretroidok
molekularis hatdsmechanizmusat. Ezek a vegyiiletek a fesziiltségfiiggd Na'-csatorna
mukodésének kinetikajat valtoztatjak meg, lassitva az aktivaciot és az inaktivacidt egyarant
(Chinn ¢és Narahashi, 1986). A piretroidok hatasat Xenopus-petesejtben kifejeztetett
rekombinans rovar- illetve eml8s Na'-csatornakon végzett patch-clamp mérésekkel igen

részletesen vizsgaltdk. A legtobb piretroid mar nM-os koncentracidtartomanyban is
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hatékonyan lassitia a rovar Na'-csatorndk megnyilasat és zarodasat, ezenkiviil az is
megfigyelhetd, hogy az aktivalédashoz sziikséges hipopolarizacid-szint negativabb
membranpotencidl-értékek iranyaba tolodik el (Warmke és mtsai, 1997). A Na'-aramok
id6tartama megnd, lecsengésiik extrém mértékben elnytjtotta valhat piretroidokkal valo

kezelés hatasara, ez a nyugalmi

10 mV
potencidlra vald  visszaallas utén

-100mV——-
jelentkezd un. ,tail current”
T Kol megjelenéséhez vezet (12. abra). A

piretroiddal .
| [ kezelt normalis latenciaidejii Na'-dram ¢és a
' ; »tail current” amplitiddjanak aranyabol
KkésGi Sram Htail current

kiszamithatd a piretroid altal modositott
500 nA Na'-csatornak aranya (Tatebayashi és
20 ms Narahashi, 1994). A normalisnal

12. abra Kontroll és p'i.re"troid-kezelé"ss?l mddositott Na*- hosszabb  idétartamti  Na'-aram  az
aramok voltage clamp koriilmények kozott. Lathatd, hogy a

piretroid hatisara a depolarizalé fesziiltséglépcsé kozben — idegsejteken depolarizald uto-
megnd a késéi aram amplitiddja és a nyugalmi potencialra
val6 visszatéréskor a , tail current” is megjelenik.

(Soderlund 2010-es cikkébdl) 2001). Ha a Na*-csatornaknak elég

potencidlokhoz vezet (Vais és mtsai,

nagy hanyada modosult allapotba keriil, akkor ezek az utdpotencidlok elérik az akcios
potencial kivaltasdhoz sziikséges kiiszobot és 1smétlddd utokisiilések jonnek létre, amelyek a

mérgezési tlinetek hatterében allnak (Song és Narahashi, 1996).

A piretroidokat szerkezetiik alapjan két csoportra osztjak, 1. és I1. tipusu piretroidokra. A 11
tipusti vegyiiletekben jelen van az o-—kiralitascentrumon egy cianocsoport, amely az I.
tipusuakndl hidnyzik. A két csoport emldsokben jellegzetesen eltérd mérgezési tiinetegyiittest
okoz. L. tipusu piretroiddal tortént akut mérgezés esetén Gn. T-szindromat figyelhetiink meg,
vagyis az egész testre kiterjedd remegést (,,tremor”), agressziv magatartast, megnovekedett
ingerlékenységet. II. tipust piretroidoknal a CS-szindroma jellemzd (,,choreoathetosis and
salivation”), amely fokozott nydalelvalasztast és hullamz6 rangdgorcsoket foglal magaban
(Lawrence és Casida, 1982). A két alcsoport hatasa molekuldris szinten is eltérd: a II. tipusuak
nagyobb mértékben lassitjak a fesziiltségfiiggdé Na'-csatornak inaktivalodasat, igy altalaban

hosszabb tail current figyelhetd meg patch clamp mérés sordn (Choi és Soderlund, 2006).

Azt is kimutattdk, hogy a legtobb piretroid, foként a II. tipusuak, nagyobb affinitassal

kotddnek a nyitott allapoti Na'-csatornakhoz, mint a zart csatornakhoz (Soderlund, 2010). Ha
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depolarizald ingersorozattal aktivaljak a csatornakat vagy a Na'-csatorna nyitvatartasi idejét
megnoveld ATX II-t adnak a rendszerhez, a piretroid-hatas gyorsabban kialakul és erésebb
(Warmke és mtsai, 1997; Vais és mtsai, 2000).

A piretroidok évtizedes hasznalata soran sok rovarfajban rezisztencia alakult ki elleniik. A
legfontosabb rezisztencia-mechanizmus az Gn. ,,knock-down resistance” (kdr), amely a
fesziiltségfiiggé Na'-csatorndk csokkent piretroid-érzékenységén alapul. Az  elérd
érzékenységet a rovar Na'-csatornak para alegységében kialakult pontmutaciok okozzik,
amelyeket a hazi légyben (Musca domestica) azonositottak és irtak le elészor (Williamson és
mtsai, 1996; Farnham és mtsai, 1987). Kés6bb az ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
genomjanak feltérképezése soran tobb kiilonb6zé mutaciot azonositottak, igy ma mar tobbféle
kdr- és kiilonosen ellenalldo super-kdr mutans torzs ismert. Ezen mutaciok eléfordulasat
sokféle rovarkartevében is kimutattak, pl. a burgonyabogarban (S. H. Lee ¢s mtsai, 1999), a
kaposztamolyban (Schuler és mtsai, 1998), a zdld dszibarack-levéltetiiben (Martinez-Torres
¢és mtsai, 1999b), valamint szunyogfélékben is, pl. a malariaszinyogban (Martinez-Torres és

mtsai, 1998) és a dalos szinyogban (Martinez-Torres és mtsai, 1999a).

A kdr rezisztencia-mutaciok a Na'-csatornak inaktivaciojat gyorsitjak meg és/vagy az
aktivalédashoz sziikséges depolarizacio-szintet a pozitivabb membranpotencidl-értékek
iranyaba toljak el, ezzel ellensulyozzak a piretroidok hatasat (D. Lee és mtsai, 1999; Zhao ¢€s

mtsai, 2000).

Azt, hogy a piretroidok pontosan hova kétddnek a Na'-csatornan, magas lipofilitasuk miatt
még nem sikeriilt megallapitani. Am az biztos, hogy létezik egy specifikus kétShelyiik az o-
alegységen, amely valdsziniileg részben atfed az a-skorpiotoxin kotéhelyével (Trainer és
mtsai, 1997). Egyéb Na'-csatorna-modulatorokkal, pl. tetrodotoxinnal, helyi érzéstelenitdkkel

viszont nem mutathato ki kdlcsonhatas.

A piretroidok hatdsa igen nagyfoku szelektivitast mutat a rovarokon az emlésokhoz képest. A
rovarok Na'-csatornai atlagosan ezerszer érzékenyebbek a piretroid-modulaciora, mint az
emldsokéi altalaban. In vitro tesztekben pl. a patkany ITA (Nay1.2) tipusa Na'-csatorna
alegységen csak pM-os piretroid koncentracid-tartomanyban alakulnak ki a Na'-aram
jellegzetes valtozasai (Vais és mtsai, 1997; Smith és Soderlund, 1998). Az emlés Na'-
csatorndk piretroid-érzékenysége erdsen tipusfiiggd és forditottan korreldl a tetrodotoxin-

érzékenységgel. Kidertiilt, hogy a patkany hatsoégyoki ganglionjaban talalhato TTX-rezisztens
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Na'-csatornakra a piretroidok szubmikromolaris koncentracioban is képesek hatast kifejteni,
mig a TTX-szenzitiv csatorndk kevésbé érzékenyek (Song és mtsai, 1996; Song és Narahashi,
1996). A gerinctelen, rovar Na*-csatornak (amelyek egyébként TTX-szenzitivnek szdmitanak)
piretroid-érzékenysége dsszevethetd a TTX-rezisztens emlés csatorndkéval. A rovarok Na'-
csatornai nagyobb érzékenységiikon kiviil még abban is kiilonboznek az emldsokéitdl, hogy
rajtuk a piretroid-hatas nehezebben visszafordithato, igy in vitro rendszerben hosszabban kell
kimosni a szert a hatas csokkenéséhez. A szelektivitashoz az is hozzajarul, hogy a piretroidok
hatékonysdga negativ hémérsékletfliggést mutat, emiatt a rovarok alacsonyabb
testhOmérsékletén erdsebb a hatas. A piretroidok enzimatikus lebontasa, detoxikécioja az
emldsokben atlagosan 3x gyorsabb, mint rovarokban, ez a tényezo is csokkenti az emlésok

érzékenységét a rovarokhoz viszonyitva (Narahashi és mtsai, 1995).

A piretroidok elsddleges célpontjukon, a fesziiltségfiiggd Na'-csatornan kiviil egyéb
ioncsatorndkat és receptorokat is befolyasolhatnak, igy a fesziiltségfiiggd Ca®*- ¢és CI-
csatorndkon és az ionotrop GABA-receptorokon is kifejthetnek hatast, ezek a mésodlagos
hatasok hozzajarulhatnak a mérgezési tlinetek kialakuldsdhoz (Burr és Ray, 2004; Ray és Fry,
2006).

Az eszfenvalerat ((S)-o-ciano-3-phenoxibenzil-(S)-2-(4-chlorophenil)-3-metilbutirat) 1986.
Ota bejegyzett hatdanyag, a II. tipusu piretroidok kozé tartozik (13. abra). A fenvaleratbol
fejlesztették ki, pontosabban annak leghatékonyabb (S,S-) sztereoizomerjét tartalmazza
tisztitott formaban. Az eszfenvalerat 3-4-szer olyan hatékony rovardldszer, mint a fenvalerat

(Ma és mtsai, 2009).

o Toxikokinetikai vizsgéalatokban kimutattak, hogy
@J az oralis uton bejutott eszfenvalerat gyorsan
Cl -,
3| /COO// \o© eliminalodik a szervezetbdl (Isobe és mitsai,
» . .
H CN 1990). Leginkabb az akut hatdsai jelentdsek.
' Fenvalerattal torténd kezeléskor nem talaltak
u-cianocsoport
anatomiai elvaltozasokat az agyban akkora dozis
esetén, amely akut mérgezési tiinetekkel jar

13. abra Az eszfenvalerat szerkezeti képlete.

Megfigyelhet a két sztereocentrum és a Il (parker és mtsai, 1985). Ennek ellenére nem

tipust piretroidokra jellemzd cianocsoport az ) ]

a-szénatomon. (Ma és mtsai 2009-es cikkébol) zarhatjuk ki, hogy az eszfenvalerat-mérgezes
okozhat kisebb mértékil, hosszutavi

valtozasokat az idegrendszer mikodésében.
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A vizsgalt agyteriiletek bemutatasa, a mez6potencialok mérésének

elvi alapjai

Az els6dleges szomatoszenzoros kéreg szerkezete és mukodése

Az emlésok nagyagykérge (neocortex) az agy torzsfejlédéstanilag legfiatalabb, legmagasabb
rendii teriilete. Erzékelési, motoros és kognitiv funkciokat egyarant ellat, ennek megfeleléen
elsddleges ¢és magasabb rendii érzo- ¢és mozgatoteriiletekre, valamint asszociacios
kéregteriiletekre oszthatd. A neocortex 6 rétegre tagolodik €s igen sokféle sejttipust tartalmaz,
amelyek Osszetett kapcsolatban allnak egymassal. Az egyes eltérd funkcioju kéregtipusoknal a
rétegek egymashoz viszonyitott vastagsaga, megjelenése eltéré (Douglas és Martin, 1998). Az
érzokérgi teriiletekre jellemzo a jol fejlett IV. réteg, ahol csillagsejtek talalhatoak, amelyek a
thalamus feldl érkezd bemeneteket fogadjak. A mozgatd kérgekre az jellemzd, hogy a IV.
réteg szinte teljesen hidnyzik, viszont az V. réteg igen vastag, és nagyméretii piramissejteket
tartalmaz. Az V. réteg piramissejtjei alkotjak a neocortex kimenetét az alsobb agyi teriiletek
felé, mig csucsi dendritjeik révén az Gsszes felsobb réteggel kapcsolatban allnak. A 1. és II1.
rétegben kisebb piramissejtek helyezkednek el, amelyek a kérgen beliili kapcsolatok
kialakitasaért felelések. A neocortexben a sejtek mikodés szempontjabol 300-500 pm-es
atmér6jii oszlopokat (kolumnakat) alkotnak, amelyekben a serkentd és gatld idegsejtek

meghatarozott médon kapcsolddnak egymashoz.

A nagyagykéregben a f0 serkentd sejttipusok a piramissejtek és a csillagsejtek, mig a gatlo
miukodeésért sokféle interneuron felelds. Az idegsejteknek hozzavetdlegesen 75 %-at a
serkentd, glutamaterg sejtek, mig 25 %-at a GABA-erg interneuronok teszik ki (Jones, 1995).
A glutamaterg sejtek dendritjei altalaban tliskések, mig az interneuronokéi simak. A
piramissejtek a kéregnek szinte minden rétegében el6fordulnak (II-V1.), a csillagsejtek viszont
specifikusan a IV. rétegre jellemzbek. A piramissejtek alakja nagyon jellegzetes: a ghila alaka
szo6mabol 1 apikalis és 2 bazalis dendrit-ag ered, a csillagsejteknél hidnyzik az apikalis
dendrit. A piramissejteken beliil megkiilonboztethetd tobbféle tipus, pl. tiizelési mintdzat

alapjan (Bannister 2005).
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I

00

14. abra A kolumna

neokortikalis
felépitése. 1) piramissejtek a II-III. és az V. rétegben,

egyszerlsitett

2) kettéscsokor-sejt, 3) csillagsejt a IV. rétegben,
4) Martinotti-sejt a VI. rétegben, 5) kosarsejt az V.
rétegben,  axoszomatikus  kapcsolatot  létesit a
piramissejtekkel, 6) kett6scsokor-sejtek en passant
axonjai, a piramissejtek apikalis dendritjeivel létesitenek
kapcsolatot, 7) thalamikus afferensek, 8) asszociacios
rostok

(Liibke és Feldmeyer 2007-es cikkébdl, Szentagothai
Janos nyoman)

Az interneuronoknak sokféle tipusat
irtak le (Benardo és Wong, 1995)

morfoldgidjuk és molekularis
markerek (GAD, neuropeptidek, Ca*-
koto  fehérjék) jelenléte alapjan:

kosarsejt, csillarsejt, kettéscsokor-sejt,
neurogliaform sejt. A kosarsejtek ¢és a
csillarsejtek foként az Gn. horizontélis
gatlasért  feleldsek, axonjaik a
szomszédos kolumnékba atnyalnak. A
kosarsejtek szomaja foként a II1. és az
V. rétegben taldlhatd, az itt lévd
piramissejtek sejttestjei €s proximalis
dendritjei  koriil a  kosarsejtek
axonkollateralisaikbol kosar alakul ki,
hatékony  gatlast 1étrehozva. A
csillarsejtek (axo-axonikus sejtek) a

I1-V. réteg kozott fordulnak eld, ezek

a kosarsejtekénél is hatékonyabb gatlo
hatast fejtenek ki, hiszen a serkentd
sejtek axoneredési dombjan
szinaptizalnak. A kettscsokor-sejtek
az elébb leirtakkal ellentétben a kérgi
beliili vertikalis,

feleldsek.

oszlopon
interlaminaris ~ gatlasért

Sejttestjiik altalaban a II-I11. rétegben

van, axonjuk tobb kérgi rétegen athuzodik. Célpontjuk a serkentd sejtek disztalis dendritjei
vagy dendrittiiskéi, igy az altaluk kifejtett gatlas mérsékeltebb, mint a kosar- és csillarsejteké.
A gatld interneuronok nemcsak serkentd idegsejteken szinaptizalhatnak, hanem masik
gatlosejten 1s, igy diszinhibicio alakulhat ki. Az egyes gatld palydkkal nagyon gyakran

parhuzamosan futnak a kiilonboz6 serkentd palyak (Somogyi és mtsai, 1998).

Az elsddleges szomatoszenzoros kérgen beliili serkentd neuronkordk egyszertsitett képe a

kovetkez6é (14. abra): a thalamikus bemenet foként a IV. rétegben talalhato csillagsejtekre
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érkezik, amelyek kiterjedt egyiranyu kapcsolatban allnak a II-III. réteg piramissejtjeivel.
Ezeknek a piramissejteknek egyik, fiiggéleges iranyultsdgi axonja az V. réteg
piramissejtjeihez fut, mig a masik, vizszintesen halad6 axon a szomszédos oszlopok azonos
rétegben talalhatd piramissejtjeihez. Igy a II-II1. rétegi piramissejtek integraljak és tovabbitjak
a IV. rétegbe érkezd informdaciot az adott kolumnan beliil és a kolumnak kozott is. Az V.
rétegben taldlhatd piramissejtek képviselik a neocortex kimenetét, axonjuk kiilonféle kéreg
alatti struktarakhoz fut (thalamus, hid, agytorzs, gerincveld). Az eddig leirt serkentd jellegli
informaciotovabbitd halozaton kiviil a gatld interneuronok is aktivalodnak a thalamikus
bementek hatasdra. Az aktivalt oszlop mellett kozvetleniil elhelyezkedd oszlopok ezaltal
gatlodnak normal miikddés esetében. Ezenkiviil a piramissejtek kozott kiterjedt reciprok
kapcsolatok is vannak, amelyek serkentd visszacsatolast eredményezhetnek. Ezen a
,kanonikus” neuronkoron kiviil mas jeltovabbitd Utvonalak is léteznek: a thalamusbol a VI
rétegbe is érkezik bemenet, majd innen kozvetleniil vagy a IV. rétegen at visszavetiil az
informacié a thalamusba. Emellett mas kérgi teriiletekr6l a corpus callosumon at érkezik
bemenet az 1. rétegbe is, ahol az Osszes rétegben 1évé piramissejtek cstcsi dendritjei
megtalalhatébak (Bannister, 2005). Az itt felvazolt kép nagymértékben egyszerisitett,
altalaban egy adott réteg azonos tipust sejtjei sem alkotnak homogén populéciot. A sejtek
szinapszisok mukodésének dinamikus paraméterei (pl. nagyfrekvencidju ingerléshez vald
alkalmazkodas) nem véletlenszertiek, funkcionélis szempontbol dontd fontossaguak, ezekkel
a részletekkel kapcsolatban jelenleg is folyamatosan bdviilnek az ismereteink (Liibke és

Feldmeyer, 2007).

A neocortexben mérheto kivaltott potencialok

A Kivaltott mezdpotencial egy szinkron miikddo, rendezett struktiraju sejtcsoport elektromos
aktivitasanak Osszegzddésével jon létre, elektromos ingerlés vagy a szenzoros bemenet
aktivalasanak hatasara. Agyszelet-preparatumban a neokortikalis kolumnak sejtjeit,
neuronhdlozatait a corpus callosumbol felszalld rostok elektromos ingerlésével egyszerre
aktivalni lehet. Egy masik lehetéség a kérgen beliili elektromos ingerlést alkalmazni, pl. a IV.
rétegben futd thalamikus eredetii rostokat igy szelektiven aktivalni lehet. A kiillonbozd kérgi
rétegekben a kivaltott valasz megjelenése eltérd, a II-III. rétegben figyelhetdk meg a
legnagyobb amplitidoji cstcsok (15. abra). A kovetkezé néhany sorban a corpus callosum-
ingerléssel kivaltott, a II-III. rétegben regisztralhatdo kivaltott valaszok komponenseit

ismertetem, Abbes és mtsai 1991-es cikke alapjan, az elnevezéseket kissé modositva. Mivel a
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fehérallomany ingerlésekor a kéregbdl leszalld rostok is ingerlédnek, a kivaltott valaszban
eldszor az antidromos modon az axonokon visszaterjedd aktivacio okozta csucsok jelennek
meg. Ezek a komponensek a szinaptikus 4tvitelhez sziikséges Ca®* hianyaban is kialakulnak,

az ingerlés pillanatatol szamitott latenciaidejiik 1-3 ms. A nagyobb

- latenciaidével megjelend komponensek szinaptikus atvitel révén

s alakulnak ki, Ca®" -mentes oldatban eltiinnek. A 4-6 ms-0s
:\/\//f:_ e latenciaidovel megjelend nagy negativ csucs 1étrehozasaban foként az
:\//N://t\ —— egyes piramissejteken 1étrejovo serkentd posztszinaptikus potencialok
= (EPSP-k), de kisebb mértékben az akcidos potencidlok
—_ 0sszegzOdésébdl szarmazd populacids spike-ok is részt vesznek
— N~ (Walcott és Langdon, 2002). Ennek a komponensnek az amplitadojat
g ( g ) p plitado;
= AMPA ¢és kainat receptor-antagonistak adagolasa csokkenti. Az elsd
et : negativ csucsot kovetd pozitiv csucs valoszinileg a gatld
—\~———— interneuronok miikodése nyoman kialakuloé gatldé posztszinaptikus
"—\/—_

o\ potencidloknak (IPSP-knek) tulajdonithatd. Ezt kovetheti még egy
R\ g1 késoi, lasstt komponens, melynek latenciaideje 50-100 ms is lehet,

—— amplitidoja pedig Mg2+-mentes oldatban megnd, arra utalva, hogy ez
—P/f_"
a komponens foként az NMDA-receptorok aktivacigjat tiikrozi
[ImV 10msec (Langdon és Sur, 1990).

15. abra Fehérallomany-ingerléssel kivaltott neokortikalis mezdpotencialok patkadny szenzomotoros kérgében
mérve, a romai szamok a kiilonb6zo kérgi rétegeket jelzik. (Abbes és mtsai 1991-es cikkébol)

A hippocampus

A hippocampus (vagy Ammon-szarv) az emlds idegrendszernek egyik legrészletesebben leirt
teriilete, egyrészt nagyon rendezett réteges szerkezetének, masrészt a tanuldsi folyamatokban
betoltott szerepének koszonhetden. Alapvetd fontossagu a térbeli tajékozodasban és az
emléknyomok rogzitésében, sériilése anterograd amnézidt okoz. A gyrus dentatusszal (GD), a
subiculummal és az entorhindlis kéreggel egylitt a hippocampus-formacié része. Maga a
hippocampus torzsfejlodéstanilag 6si kéregtipus, archicortexnek tekinthetd, 3 rétegli. Fo
sejttipusa a piramissejt, ezek megjelenése alapjan oszthatdo a hippocampus 3 kisebb régidra
(CA1-3). A piramissejtek 1 rétegben helyezkednek el (stratum pyramidale), strin elagazo
apikalis (stratum radiatum) és bazalis dendritjeik (stratum oriens) a piramissejtes réteg két

oldalan szintén lamindrisan talalhatok (a piramissejtek dendritjei, ahogy a neocortexben is,
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tiskések). A piramissejteken kiviil sokféle GABA-erg interneuron is taldlhato a
hippocampusban, ezek sima dendritiick és altalaban a GABA-n kiviil valamilyen peptid
transzmittert (pl. vasoaktiv intesztinalis peptid - VIP, kolecisztokinin - CCK) is szekretalnak.
Az axo-axonikus sejtek, amelyek a piramissejtek axoneredési dombjan szinaptizalnak, erésen
gatoljak azok tiizelését. A kosarsejtek koziil egyesek a piramissejtek sejttestjeivel, masok az

apikalis és bazalis dendritekkel alkotnak tobbszords szinapszisokat.

A hippocampus palydinak alapvetd
felépitése lényegében mar a XX. sz.
elején ismert volt, késébb a benne futd
jellegzetes egyiranyu serkentd
(glutamaterg)  palyat  triszinaptikus

palyanak  nevezték el. Ez a

hippocampus f6 bemeneti teriiletérol, az

entorhinalis kéreg II. rétegébdl indul ki,

16. abra Patkany hippocampus keresztmetszeti képe.

Alv: alveus, Sch: Schaffer-kollaterdlisok, fim: fimbria,
a perforans palyat, amely tobbek k6zott  DG: gyrus dentatus, mf: moharostok, ento: entorhinlis
kéreg, pp: perforans palya (Andersen ¢és mtsai 1971-es
cikkébol)

az itt 1évo piramissejtek axonjai alkotjak

a GD szemcsesejtjeivel all
kapcsolatban. A GD szemcsesejtjeinek
axonjai, az Un. moharostok a CA3 piramissejtekre vetiilnek. A CA3 piramissejtek axonjainak
jelent6s része a Schaffer-kollateralisokba Osszeszedodve a CAl régid piramissejtjeinek
apikalis dendritjeivel szinaptizal. A CAl-bdl az informacid kozvetleniil vagy a subiculumon
keresztlil az entorhinalis kéreg mélyebb rétegeibe jut, tehat a hippocampusban tortént
feldolgozas utan visszakeriil a kiindulasi teriiletre (16. abra). Ebbe az eddig leirt serkentd
halézatba természetesen a gatld sejtek is bekapcsolddnak, szabalyozzak a piramissejtek
érzékenységét és tiizelésiiknek szinkronizaltsagat. Az interneuronok a Schaffer-kollateralisok,
commissuralis palyak, piramissejtek feldl kapnak serkentd bemeneteket, ezenkiviil egymassal
is kolcsonos gatld kapcsolatban allnak, ez lehetdvé teszi szinkronizacidjukat az oszcillaciok
kialakitasakor. A hippocampus kéregalatti bemenetei koziil fontos megemliteni a septumot,
ahonnan kolinerg és GABA-erg, illetve a raphe magokat, ahonnan szerotoninerg bemenet
érkezik a hippocampus egyes interneuron-populacidira. A kéregalatti kimenetek koziil pedig a
CA3 régiobdl a fornixon 4t a corpus mammillareba vezetd palya és a septumba vetiild rostok

jelentdsek (Johnston és Amaral, 1998).
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A hippocampusban mérheto kivaltott potencialok

A hippocampus a benne talalhatd sejtek és kapcsolatok nagyfoku térbeli rendezettségének
koszonhetden idedlis modell a szinapszisok miikodésének tanulmanyozasdhoz. A perforans
palya, a moharostok vagy a Schaffer-kollateralisok elektromos ingerlésekor jellegzetes
serkentd, majd gatlo valasz mérheté az adott axonkdteg cél-neuronjaiban. A hippocampus az
extracellularis kivaltott potencialok mérésére is alkalmas, hiszen a rostkotegek ingerlésével a
sturtin elhelyezkedd piramissejtek nagy populécioi aktivalédnak egyszerre, igy nagy
amplitadojuak a kivaltott valaszok. Leginkabb a stratum radiatum-ba vagy a stratum

pyramidale-ba szoktak a méréelektrodokat elhelyezni.

Az elektromos ingerlés hatdsara a piramissejtek apikalis dendritjein pozitiv ionok dramlanak a
sejtekbe, serkentd posztszinaptikus potencidlokat (EPSP-ket) hozva létre. Ezek a stratum
radiatumba helyezett extracellularis méréelektroddal mérve egy nagy negativ iranyu kitérést
okoznak. Ez a mezbpotencial a piramissejtes rétegben mérve viszont mar pozitiv
iranyultsagl, hiszen a dendriteken torténd aram-bedramlassal parhuzamosan a sejttest szintjén
aram-kidramlas torténik. Ha az aktivacio6 elég erds ahhoz, hogy elérje a piramissejtek tiizelési
kiiszobét, akkor az akcidos potencidlok kozben a pozitiv ionok bedramldsanak hatisara a
piramissejtes rétegben egy nagy negativ irdnyu kitérés is mérhetd az EPSP kozben, ez a
populacios spike (POPS) (17. abra). A POPS egymashoz kozeli, koriilbeliil egyszerre tiizel6
sejtek akcios potencidljainak Osszegzddése, amplituddja a szinkron modon tiizeld sejtek
szdmaval aranyos (Andersen ¢s mtsai, 1971). A piramissejtes rétegben elhelyezett
mérdelektroddal tehat olyan mezdpotencialok mérhetdk, amelyeknek elemzése informaciot ad
a piramissejtekre érkezd serkentd bemenetek

erésségérél  (a  field EPSP  kezdeti

meredeksége) ¢€s a piramissejtek tlizelési e [‘\
aktivitasarol is (POPS amplitiddja) (Johnston

stratum
’ pyramidale
€s Amaral, 1998). -.‘
<«— pspike
l 2 mV
5 msec
17. abra Hippocampalis kivaltott mezdépotencialok stratum ‘
patkany CAl piramissejt-rétegében és a sStratum radiatum \
radiatumban mérve, a Schaffer-kollateralisok
ingerlésének hatasara. Az abran bejelolt két paraméter a pEPSP —>

populaciés EPSP (pEPSP) és a populacios spike (pspike).
(Johnston és Amaral 1998-ban megjelent
konyvfejezetébdl)
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Szinaptikus plaszticitasi jelenségek

Donald O. Hebb vetette fel az els6k kozott az 1940-es években, hogy a miikodo szinapszisok
aktivitasa, hatékonysaga a hasznalattol fiiggéen valtozhat. Vannak olyan agyteriiletek, ahol ez
a szinaptikus hatékonysag nagyon konnyen valtoztathat6 (a hippocampus ezek kozé tartozik).
A megvaltozott aktivitds tartossaga, idétartama alapjan révid- és hosszatavu plaszticitasi

jelenségek kiilonithetdk el, ezek hattérmechanizmusai eltéréek lehetnek.

A rovidtavu szinaptikus plaszticitas

Rovidtava plaszticitasnak az 1 s-nal rovidebb ideig tartd, a szinapszis hatékonysagaban
bekovetkezd valtozast nevezziik. Ezt a jelenséget altaldban rovid id6kozzel adott ingerparok
segitségével vizsgaljak (paros ingerlés). Ekkor a masodik ingerre adott valasz nem fiiggetlen
az elsotol, serkentddés (facilitacio) vagy gatlas (depresszid) figyelheté meg. A rovidtava
depresszio kialakuldsa azzal magyarazhatd, hogy az elsd ingerléskor a preszinaptikus
végzddésben rendelkezésre allo vezikuldk nagy része kitiriil, és a masodik inger érkezéséig
még nem képesek ujratoltddni, igy kevesebb transzmitter szabadul fel és kisebb
posztszinaptikus potencialt valt ki. El6fordulhat az is, hogy az elsd inger soran felszabadulo
transzmitter preszinaptikus gatlo (&ltaldban metabotrop) receptorokhoz kot, és ezek
aktivaloddsa révén csokken a madsodik ingerre felszabaduld transzmittermennyiség
(homoszinaptikus gatlas). A rovidtava facilitdci6 legelfogadottabb magyarazata az un.
rezidualis Ca®* hipotézis: a preszinaptikus végzddésben az akcids potencial hatdsara ca’*-
bearamlas torténik, a Ca?*-koncentracié sokszorosara nd, €s ez valtja ki a transzmittert
érkezésekor a preszinaptikus végzdédésben a Ca?*-szint még nem 4allt vissza a nyugalmi
értékre, akkor az ujabb bearamlé Ca®*-ionok miatt a citoplazmatikus koncentracié magasabb
lesz, mint az elsd inger esetében, igy tobb transzmitter iiriil, nagyobb posztszinaptikus valaszt
okozva. Kimutattdk, hogy a preszinaptikus intracellularis Ca?*-koncentracié korrelal a
serkentddés mértékével (Zucker és Regehr, 2002). Valdsziniileg minden szinapszisban
torténhet rovidtava facilitacid és depresszid is, csak attol fiigg, melyik fog dominalni, hogy
mekkora valdszintiséggel szabadul fel transzmitter a preszinaptikus végzddésbdl egy akcios
potencial hatasara. Ha nagy mennyiség szabadul fel, a depresszio jellemzd, ha pedig
viszonylag kevés, akkor faciliticio kovetkezhet be. A  transzmitter-felszabadulas

valosziniisége agyteriiletre jellemz0, fligg az ultrastrukturalis paraméterektol is, pl. a dokkolt
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vezikuldk szamatol, a szinapszis méretétdl, gliasejtek jelenlététdl a szinapszis kérnyezetében

(Xu-Friedman és Regehr, 2004).

Ahogy az eddig leirtakbol kitlinik, a szinapszisok rovidtava plaszticitasat leginkabb a
preszinaptikus végzédésben bekovetkezd valtozasok okozzak, de vannak olyan
posztszinaptikus folyamatok is, melyek befolyasolhatjak. Bizonyos receptortipusok
telitddhetnek vagy deszenzitizalodhatnak, ez rovidtava szinaptikus gatlashoz vezethet.
Ezenkiviil, ha a posztszinaptikus végzédésben is jelentésen megné a Ca?*-szint, akkor
aktivalodhatnak kinazok (pl. CaMK — kalcium-kalmodulin-fiiggé kinaz), amelyek az AMPA-
receptorok foszforilalasaval megndvelik azok érzékenységét, ez rovidtava serkentddést

okozhat (Wang és Kelly, 1997).

A dolgozatban vizsgalt agyteriileteket tekintve, a nagyagykéregben altalaban kisebb a
masodik kivaltott valasz amplitiddja, mint az els6é, rovidtava gatlas 1ép fel (PPD - paired-
pulse depression). Kontroll koriilmények kozott a neokortikalis serkentd szinapszisokbdl nagy
mennyiségll transzmitter szabadul fel, a vezikuldk nagy része kitiriil. Emiatt a rovid idén beliil
érkezd masodik ingerre adott valasz kisebb amplitidoju lesz. A hippocampusban viszont egy
ingerléskor a vezikulak kisebb része tirtil ki, a rovid id6n beliil érkez6 Gjabb inger idején a
preszinaptikus végzédésben még magas a Ca®*-szint, igy a masodik kivaltott potenciél
nagyobb amplitudoju lesz, rovidtava serkentddés 1ép fel (PPF — paired-pulse facilitation). A
PPD és a PPF mértéke természetesen fiigg a két inger kozott eltelt idokoztdl is, alltalaban 50-

100 ms-os id6koznél lathato a legerdsebb eltérés (Castro-Alamancos és Connors, 1997).

A rovidtavu plaszticitasi folyamatok erdssége, st még irdnya is fligghet attol, hogy milyen a
szinapszisban az alap transzmisszi6 szintje, eréssége. Ezért ha valamilyen beavatkozassal
megvaltoztatjuk az alap ingerlékenységet, valoszinlileg valtozast tapasztalunk a PPD vagy
PPF mértékében is. Altaldban depresszalodd szinapszisban az alap transzmisszio-szint
emelkedésekor a rovidtava gatlas erdsodése varhatd, az alap transzmisszid szint
csokkenésekor pedig gyengiil a gatlas. Facilitaciora hajlamos szinapszisokban pedig az alap
transzmisszio-szint emelkedésekor a PPF csokken, az alap transzmisszid szint csokkenésekor

pedig né (Zucker és Regehr, 2002).

41



A hosszutavu szinaptikus hatékonysagnovekedés (LTP)

Mara mar széles korben elfogadott elmélet, hogy szinaptikus hatékonysdg hosszutava
valtozasa a memoria alapja, ezzel a mechanizmussal kodolja és tarolja el agyunk az
emléknyomokat (Bliss és Collingridge, 1993). Az LTP (long-term potentiation), a
szinapszisok hosszutava hatékonysagnovekedése a tanulas sejtszintli modelljének tekinthetd.
Az LTP in vitro koriilmények kozott, agyszeletben is vizsgalhato, nagyfrekvencias elektromos
ingerléssel kivalthatd, és a potenciacid akar egy o6rdn at fennmarad. Az LTP folyamatat
leginkdbb a hippocampusban tanulmanyoztak, az emléknyomok kodolasaban betoltott szerepe
miatt, de azért is, mert szinapszisaiban nagymértékii hatékonysagvaltozasok figyelhetok meg.
A jelenséget a neocortex tobb teriiletén is leirtdk, igy a szomatoszenzoros kéreg II-1lI.
rétegében is. A neocortexben a hippocampusban kodolt emléknyomok hosszatavu tarolasa

torténik.

Az LTP kialakulasanak  hatterében  sokféle jelenség allhat. A  szinaptikus
hatékonysagnovekedés alapfeltétele, hogy a posztszinaptikus végzodésben megndjon az
intracellularis Ca?*-koncentréacio. Ez kétféle modon kdvetkezhet be: az NMDA-receptorok és
a fesziiltségfiiggd Ca**-csatornak aktivalodasa révén. fgy két alaptipust kiilonboztethetiink
meg: az NMDA-receptor-fliggd ¢s az NMDA-receptor-fliggetlen (vagy fesziiltségfiiggd Ca®'-
csatorna-fiiggd) LTP-t. Ez a két alap-mechanizmus nem tekinthetd teljesen fliggetlennek,
hiszen a kiilonféle szignalizdcids utvonalak kozott kapcsolat van: kimutattdk, hogy az
NMDA-receptorok aktivacidja a fesziiltségfiiggo Ca®*-csatornak miikodését is serkenti
(Chetkovich és mtsai, 1991). Az LTP kialakulasanak mechanizmusa valtozik az egyedfejlédés
soran, fligg az agyteriilettdl, a szinapszistol és a kisérletben alkalmazott ingerlési protokolltol
is (Malenka és Bear, 2004). A tovabbiakban az NMDA-receptor-fiiggé LTP-vel foglakozom,
hiszen ez a legrészletesebben leirt forma. Kivalthato a kisérleteimben vizsgalt hippocampalis
CA1 régioban és a nagyagykéregben is, a két agyteriileten hasonlé mechanizmus révén alakul

ki (Lee és Kirkwood, 2011).

Normal fiziologias koriilmények kozott a serkentd szinaptikus transzmisszid nagyrészt az
AMPA-receptorokon keresztiil valosul meg, az NMDA-receptorok blokkolva vannak, és csak
akkor aktivalodnak, ha a posztszinaptikus végzddés depolarizacidja elér egy kiiszobot,
amelyet atlépve az NMDA-receptorok porusat elzard Mg®*-ion kiszabadul. Ehhez a
preszinaptikus €s a posztszinaptikus végzodés egyidejli aktivacioja sziikséges, a

preszinaptikus glutamat-felszabadulasnak id6ében egybe kell esnie a posztszinaptikus
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végzddés depolarizaciojaval, az NMDA-receptorok tehat egyfajta koincidencia-detektorként
miikddnek. Megnyilasuk soran jelentés mennyiségii Ca**-ion is aramlik be a sejtbe (a Na'-
ionokon kiviil), igy az intracellularis Ca®*-szint megné a posztszinaptikus végzddésben

(Teyler, 1999).

A Ca®*-szint megemelkedése a sejten beliil egy sor Preszinaptikus
végzédés

szignalizacios folyamatot indit el, tobbek kozott
aktivalodnak Ca?'-fiiggé kinazok, pl. a CaMKII
(kalcium-kalmodulin-fiiggé kinaz II) és a PKC
(protein-kinaz C). Ezek a fehérjék feleldsek az LTP f 22 P
korai fazisaért (2-3 6ra), annak készonhetden, hogy

autofoszforilaciora  képesek, ¢és  aktivitdsuk

fennmarad a Ca”*-szint nyugalmi értékre vald

Posztszinaptikus végzédés

visszatérése utan is (Kumar, 2011). Ebben a

szakaszban tobbek kozott az AMPA-receptorok
18. abra Az NMDA-receptor-fiiggé LTP

mechanizmusa. Az NMDA-receptor Mg?*-
megnoveli a receptorok konduktanciajat és  blokkjanak  fesziiltsgfliggd ~ megsziinése

) S ) segitségével a szinapszis ,¢érzékeli” az
befolyasolja a lokalizaciojukat is. Az AMPA-  cgyidejiileg torténd preszinaptikus glutamét-

foszforilacigja kulcsfontossagli, a foszforilacio

diffundalnak a felszabe?dt,llgét €s posztszinaptikus
depolarizaciot. Az NMDA-receptorokon
plazmamembranban, ezenkiviil reciklizalédnak is  keresztiil bearamlo Ca®*aktivilja a CaMKII

receptorok folyamatosan

kinazt, ennek mikodése eldsegiti az AMPA-
receptorok  beépiilését a posztszinaptikus

ujra kihelyez6dnek a membranba). A receptorok  membrinba.  (Kauer és Malenka 2007-es
cikkéb6l, modositva)

(endocitozissal visszavevddnek, majd exocitdzissal

foszforilacioja kovetkeztében nagyobb

valoszintiséggel helyez8dnek ki és maradnak a posztszinaptikus denzitasban, igy erdsodik a
szinaptikus hatékonysag (Lee és Kirkwood, 2011) (18. abra). A hippocampus CA1 régdjaban
azt is kimutattdk, hogy az LTP-ben nagy szerepe az un. csendes szinapszisok (,,silent
synapses”) aktivalodasanak. A csendes szinapszisokban csak NMDA-receptorok talalhatok,
miikdd6 AMPA-receptorok nincsenek jelen. gy nem alakulhat ki az NMDA-receptorok
aktivalodasahoz sziikséges depolarizacio. Az LTP-indukcié soran AMPA-receptorok
helyez6dnek ki a szinapszisba, a csendes szinapszis miikodni kezd (Isaac és mtsai, 1996).
Ennek a folyamatnak az idegrendszer érése soran is nagy jelentdsége van az aktiv szinaptikus

kapcsolatok stabilizaloddsakor.
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Az LTP késobbi fazisaban, amely 5-6 6raig marad fenn in vitro, mar génexpresszio-valtozas
és fehérjeszintézis is torténik, ebben a szakaszban Ca’*-fiiggd adenilat-ciklaz — CAMP
(ciklikus adenozin-monofoszfat) — PKA (protein-kinaz A) tutvonal aktivalodasanak
koszonhetden transzkripcios faktorok is aktivalddnak és génexpresszids valtozasok
jelentkeznek (Kumar, 2011). Az LTP késo6i fazisaban az érintett szinapszisokban szerkezeti
atalakulédsok is torténnek: a dendrittiiskék mérete megnd, 1j tiiskék keletkeznek, a szinapszis
mérete novekszik, egy posztszinaptikus denzitds ketté is valhat, igy két 0j szinapszis

keletkezik (Malenka és Bear, 2004).

Epileptiform aktivitas agyszeletekben

Az agyszeletek ingerlékenysége jellemezhetd a gorcskészséggel is, vagyis azzal, hogy egyes
gorcskeltd hatast vegyliletek alkalmazéasakor milyen mértékben, milyen gyorsan alakul ki a
szeletekben spontan (nem elektromos ingerléssel kivaltott) aktivitas. Ezek az in vitro
rendszerben megfigyelheté spontan elektromos tevékenységek nagyon hasonlitanak az €16
allatban kivaltott epilepszids rohamok kdzben megfigyelhetd elektrofiziologiai jelekhez. Az
agyszeletben kivaltott spontan aktivitas kétféle mintdzatot mutat, megkiilonboztetiink un.
iktalis és interiktalis aktivitast. Iktalis aktivitasnak a hosszabb, tobb kisiilésbol Osszetevddd
gorcsrohamot nevezziik (ictus=gorcs), interiktalis aktivitdsnak pedig a rovid, egyszerii
kisiiléseket. Az interiktalis aktivitds el6fordulhat az iktalis mintdzattal felvaltva (innen a
neve), de egymastol fliggetleniil is felléphetnek, attol fliggben, hogy pontosan milyen
neuronalis mikrohalozat aktivalodik. A gorcskeltdvel kivaltott epileptiform teveékenység
alapja, hogy a serkenté és gatld ingeriiletatvitel egyensulyat valamely ioncsatorna-receptor
komplex miikddésének megvaltoztatasaval eltoljak a tulserkentettség irdnyaba (Heinemann és
mtsai, 2006). PI. a gatlo ingeriiletatvitel gatlasaval valt ki gércsoket a GABAaR-antagonista
hatdsa bicuculline és picrotoxin. Az extracellularis Mg?*-koncentracié csokkentése az
NMDA-receptorok  tilaktivalodasat eredményezi a Mg?'-blokad megsziintetésével
(Valenzuela és Benardo, 1995). A K'-csatornak gatlasa szintén a serkentd folyamatok
feler6sodése révén okoz tulaktivacidt, ilyen modon hat a dolgozatban is szerepld

4-amino-piridin (4-AP) (Traub és mtsai, 1995).
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Célkituzések

Kisérleteimben azt tanulmanyoztam, hogy haromféle rovardlészernek, a bensultapnak
(Bancol 50 WP®), a fipronilnak (Regent 80 WG®) és az eszfenvaleratnak (Sumi-Alfa 5 EC®)
emlds modellallaton milyen idegrendszeri hatasa van, a hatasok mennyire jol mutathatok ki in
vitro tesztrendszerben. A kisérleteket patkanybol késziilt t0lélo agyszeleteken végeztem,
kivaltott mezOpotencialok regisztralasaval. A bensultap és a fipronil esetében kozvetleniil, az
agyszeletek perfuzios folyadékaba adagoltam a szereket (in vitro kezelés), az eszfenvalerat

esetében az in vitro és in vivo (intragasztrikus) adas hatasait is vizsgaltam.

A kovetkez6 konkrét kérdésekre kerestem a valaszt:

e aVvizsgalt szereknek van-¢ hatasa a vizsgalt agyteriiletek (szomatoszenzoros kéreg
¢s hippocampus) daltaldnos ingerelhetdségére? A kezelés hatdsdra valtozik-e az

ingerkiiszob és a kivaltott valaszok nagysaga?

e hatnak-e a rovidtava szinaptikus hatékonysag megvaltozasara? Azaz Kkettds

ingerléskor a két kivaltott valasz aranya mas-e, mint kontroll esetben?

e hatnak-e a hossztavil szinaptikus hatékonysagvaltozasra? Az LTP (long-term

potentiation) kivaltasa ugyanolyan hatast-e a kontroll és kezelt szeletekben?

e kivaltanak-e spontan epileptiform aktivitdst az agyszeletekben? Gorcskeltd

alkalmazasakor megvaltoztatjdk-e a szeletek érzé¢kenységét, gorcskészségét?
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Anyag és modszer

A Kkisérleti allatok tartasa

A méréseket 80-200 g kozotti stlyu, fiatal him Sprague-Dawley laboratériumi patkdnyokon
végeztem (Toxicoop Kft., Budapest). Az allatokat allando koriilmények kozott, 22 + 2°C-on,
12 6ras fény-sotét ciklusban tartottuk. Extrudalt patkanytapot (Toxicoop Kft., Budapest) és

csapvizet tetszés szerint fogyaszthattak.

A patkanyok illetve az agyszeletek rovarirtdszerrel torténd kezelése

In vitro kezelés esetében a szeleteken ataramoltatott mesterséges agyfolyadékban (ACSF-ben)
oldottam fel a rovarirtoszereket. Emlés agyszeletekkel kapcsolatos szakirodalom hianyaban
az alkalmazott kiinduld6 koncentraciokat korabban elvégzett szintén in vitro idegi
preparatumokon, csiga ganglionokon végzett kisérletek alapjan allapitottuk meg. Bensultapos
kezeléshez a Bancol 50 WP® nevii készitményt hasznaltam (hatoanyag-tartalma 50%), 30 ill.
60 pM-os hatoanyag-koncentracioban. Fipronilos kezeléshez a Regent 80 WG"-t
alkalmaztam 10 és 20 uM-os koncentracioban (fipronil-tartalma 80%). Az eszfenvaleratos
kezelés a Sumi-Alfa 5 EC® nevii szerrel tortént (hatbanyag-tartalma 5%), 10, 20 és 40 pM-0s
koncentracioban. Mivel a Sumi-Alfa® készitmény 85%-ban xilolt tartalmaz, és esetleg ez is
befolyasolhatja az agyszeletek mitkodését, ebben az esetben a standard ACSF-fel torténd
kontrollmérésen kiviil végeztem xilolos kontrollméréseket is, amelyek soran a legnagyobb,

tehat 40 uM-0s szerkoncentracionak megfelelé mennyiségii xilolt oldottam az ACSF-ben.

Az eszfenvalerat hatasat ugy is megvizsgaltam, hogy az allatokat in vivo kezeltem a szerrel,
majd a kezelt és kontroll allatokbol készitett agyszeletek miikodését hasonlitottam Gssze. A
kezelt allatoknak gyomorszondaval, egyszeri alkalommal adtunk be Sumi-Alfa® -oldatot, az
alkalmazott eszfenvalerat-dozis 20 mg/teststilykg volt. Ez a letalis félérték-dozis negyedének
megfeleld mennyiség, szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk ezt a dozist, amely altalaban
nem okoz mérgezési tiineteket az allatokndl. Az eredeti készitményt fizioldgias sooldattal 5x-
Osére higitottuk és ebbdl adtunk be 0,2-0,5 ml kozotti mennyiséget a 20 mg/kg dozis
eléréséhez. Ahogyan az in vitro kezelésnél, itt is két kontroll csoport volt: az egyik csoport a
kezeltekkel azonos mennyiségli fiziologids sdoldatot kapott, a masik pedig a megfeleld

mennyiségl xilolt tartalmaz6 fiziologids sdoldatot. Mivel kivancsiak voltunk a szer hatasanak
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dinamikdjara, a hatas esetleges lecsengésére, a méréseket a kezelés utdn kiillonbozo
idopontokban végeztem: a kezelés utan 1, 2 illetve 7 nappal. A kontroll és a xilolos kontroll
csoportok esetében a mérés a kezelést kovetd napon tortént. A masik két szert, a bensultapot
¢s a fipronilt korabban mar vizsgaltak hasonlo6 in vivo kezelés utan torténé méréssel (Szegedi

¢s mtsai, 2005).

Tulélo agyszeletek készitése, standard agyszelet technika

A patkanyokat kloral-hidrattal elaltattuk ¢és dekapitaltuk, az agyat kiemeltik és a
szomatoszenzoros kérget és a hippocampust tartalmazéd blokkot metszettiink ki beldle. Ebbol
Jéghideg, karbogénnel (95% O,+5% CO;) atbuborékoltatott HEPES-tartalmt pufferoldatban
(pH 7,0-7,4) vibrotommal (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA) 400 um vastag
koronalis szeleteket készitettiink. A szeleteket egy oran keresztiil a HEPES-tartalmu oldatban
inkubaltuk szobahémérsékleten. A HEPES-tartalmu pufferoldat 6sszetétele: 120 mM NaCl,
2 mM KCI; 1,25 mM KH,PO4, 2 mM MgSO,4, 20 mM NaHCO3, 2 mM CaCl,, 10 mM
gliikéz, 6,7 mM savas HEPES, 3,3 mM Na-HEPES. Ezutan az agyszeletek interface tipusu
mérékamraba (FST, North Vancouver, Kanada) keriiltek, amelyet 33°C-on termosztaltunk. Itt
folyamatosan karbogénnel telitett ACSF-oldatot aramoltattunk &t rajtuk 1,5 ml/perc
sebességgel. Az ACSF oldat Osszetétele: 126 mM NaCl, 1,8 mM KCI, 1,25 mM K;POq,
1,3 mM MgSO,, 26 mM NaHCOs3, 2,4 mM CaCl,, 10 mM gliikéz (pH 7,0-7,4). A vegyszerek
a Sigma-Aldrichtol (Budapest) szarmaztak.

Kivaltott mezopotencialok regisztralasa

A mezd6potencialok méréséhez 1 M NaCl-oldattal t6ltott tiveg mikroelektrodokat hasznaltunk,
ezek ellenallasa 5-10 MQvolt. A mérdelektrodot a neokortikélis szeleteknél a
szomatoszenzoros kéreg II-11I. rétegébe helyeztiik. Az ingerlés bipolaris wolfram elektroddal
tortént, a corpus callosum és a VI. réteg hataran, 100 us szélességli négyszogimpulzusokkal
(Biostim, Supertech Kft., Pécs, Hungary). A hippocampus szeleteken a méréelektrodot a CA1
régid piramissejt-rétegébe, mig az ingerld elektrddot a Schaffer-kollateralisok koré szartuk be.
Eldszor meghataroztuk az ingerkiiszobot (T), azt a legkisebb fesziiltségértéket, amely
szomatoszenzoros kéregben az EPSP, illetve hippocampusban a populacios spike kivaltasahoz
mar elegendS. Ezutan 3T-ig fokozatosan emelve az ingerlési fesziiltséget rogzitettiik a
kivaltott valasz nagysagat. Az ingerlési fesziiltség ndvelésével a kivaltott valaszok amplitidoi

telitési gorbét irnak le, ennek abrazolasaval kapjuk az un. I-O (input-output) gorbét.
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Mérési protokoll

Elészor tiszta ACSF-ben megallapitottuk az ingerkiiszobot, ¢€s [-O gorbét valamint

tesztingerlést (10 kivaltott valasz 2T ingererdsséggel) regisztraltunk. Kettds ingerléseket is

alkalmaztunk, a két inger kozotti idéintervallum 500, 200, 100, 50 ill. 20 ms, az ingerlési

fesziiltség a kiiszob kétszerese (2T) volt. Ezutan az in vitro kezelések esetében 30 percig

rovarirtoszer-tartalmu oldatot a&ramoltattunk at a szeleten, majd Gjabb I-O gorbét, tesztingerek

altal kivaltott valaszokat és paros ingerléssel kivaltott valaszokat vettiink fel. Végiil LTP-t

valtottunk ki nagyfrekvencias ingersorozatokkal (tetanizacid): 4x5 masodpercig ingereltik a

szeletet 10 masodperces sziinetekkel, 2T fesziiltséggel, 100 Hz-es frekvencidval. A tetanizacid

utan fél oraval valtozatlan paraméterekkel jabb 1-O gorbét és tesztingerek altal kivaltott

valaszokat regisztraltunk (19. abra).
| Tesztingerlés (2T ingererésség)
| Parosingerlések

LTP-indukcio
stabilizacid l 30 min II
ACSF

kontroll: standard ACSF

30 min

oldoszer+ ACSF

rovarirtoszer + ACSF

19. abra A mérés menete in vitro rovarirtoszerrel (bensultappal,
fipronillal vagy eszfenvalerattal) kezelt agyszeletek esetén.

| Tesztingerlés (2T ingererésség)

A | Parosingerlések
LTP-indukcio
stabilizacio 30 min
ACSF I
B
stabilizacio 30 min I 30 min I

20. abra A mérés menete in Vivo rovarirtoszerrel (eszfenvalerattal)
kezelt allatokbol késziilt agyszeletek esetén. A: altalanos
ingerlékenység €s plaszticitds vizsgalata kérgi és hippocampus
szeleteken. B: gorcskészség vizsgalata kérgi szeleteken.

A Sumi-Alfaval in vivo kezelt
allatokbol késziilt szeleteken a
kovetkezd volt a protokoll: 1-O
gorbe, tesztingerlés ¢és kettds
ingerlés felvétele utan LTP-t
valtottunk ki, majd fél ora
elteltével Ujabb I-O gorbét és
tesztingerlést vettiink fel. Ebben
a kisérletsorozatban vizsgaltuk
a szernek a szeletek
gorcskészségére kifejtett hatdsat
is. Ehhez 60 percen keresztiil
20 pM-os koncentracidban 4-
amino-piridint  (4-AP) tartal-
mazd ACSF-et aramoltattunk at
szeleteken. 2T

kérgi inger-

intenzitassal ~ torténd  teszt-
ingerléssel kivaltott valaszokat
rogzitettink a 4-AP-perfuzio
elott valamint 30 és 60 perc

elteltével (20. abra).
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A jelek rogzitése, kiértékelése
A jeleket erésités (1000x) (Bioamp, Supertech Kft., Pécs) és szirés (0,16-500 Hz) (Linear
Amp, Supertech Kft.,, Pécs) utan szamitogépen rogzitettik a SPEL Advanced Intrasys
szoftverrel (Experimetria Kft., Budapest). A kiértékelés is az Intrasys program segitségével
tortént. A spontan tevékenységet az egy oras perfuzid alatt végig papiriroval regisztraltuk
(Gould, Eichstetten, Németorszag).

Az alap ingerelhetdség jellemzéséhez Osszevetettem az egyes csoportok kiiszobfesziiltség
értékeit. Kérgi szeletek esetében a kivaltott valaszok két komponensét kiillonboztettiik meg
latenciaidejiik alapjan. A korai komponens nagysaga az N1 csucstél P1 csucsig tartd
amplitudot jelenti (N1-P1). A késéi komponens pedig az N2 cstcs alapvonaltol valo
tavolsaga. Hippocampus-szeleteken az EPSP kezdeti meredekségét és az elsé populédcios
spike amplitidojat mértem le (21. dbra). Ezekbdl az adatokbdl szerkesztettem meg az EPSP-
spike kapcsolatot jellemzé (E-S) gorbét is. A tesztingerléssel kivaltott valaszokon a (nem
minden esetben megjelend) masodik populacids spike amplitidojat is lemértem.

Az olyan kisérletekben, ahol A

spontan  gdrcstevékenységet is e W/
mértlink, papirird segitségevel , ’\\\\\

regisztraltuk a kérgi szeletek

aktivitasat. A 4-AP-vel kezelt 0.7 .

\ /’/
Osszetett ~ goOrcsepizodok)  és — /

interiktalis (egyszerli kistilések) \/\) ;
jellegi  spontan  tevékenység

egyarant eléfordult (22. abra). A = |

agyszeletekben iktalis (hosszabb,

EPSP slope/

POP-spike

spontan aktivitds elemzésekor a
21. abra Az elektrodak elhelyezése és a kivaltott potencialok képe

kovetkezd paraméterek  ; szomatoszenzoros kérgi (A és B) és a hippocampus-szeletekben
szempontjabol értékeltem ki a (C D)

regisztratumokat: elsé barmilyen spontan tevékenység latenciaideje, gorcstevékenység (iktalis
aktivitas) latenciaideje, a 4-AP adagolds masodik 30 perce alatt jelentkezd iktalis és
interiktalis epizodok szama. A 4-AP-perfuzi6 eldtt valamint 30 és 60 perc elteltével rogzitett

tesztingerlésekre adott kivaltott valaszokat a fentebb leirtak szerint elemeztem (N1-P1 és N2).
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iktalis aktivitas 05mV l

50sec

22. abra 4-aminopiridin perfuzidval kivaltott epileptiform tevékenység, a regisztratum a perfuzié masodik 30
percét tartalmazza. A fizioldgias sdoldattal , kezelt” kontroll allatbol szarmazo kérgi szeletben interiktalis tipusu
egyszeru kisiilések és komplex gorcsaktivitas (iktalis tevékenység) is kialakult.

A paros ingerlési tesztek esetében kiszamitottam a masodik és az elsé kivaltott valasz
amplitiddjanak hanyadosat, és ezt az értéket hasonlitottam Ossze az egyes kezelt
csoportoknal.

Az LTP-indukcios kisérletekben pedig az LTP wutdni ¢és eldtti kivaltott valaszok
amplitudojanak hanyadosaval jellemeztem a valasz novekedését, az LTP-indukcio
hatékonysagat.

Az adatok statisztikai elemzésekor, amikor tobb parhuzamos csoport paronkénti
Osszehasonlitdsara volt sziikség, egytényezds variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztam,
Levene-teszttel ellendrizve a varianciadk homogenitasat és Newman-Keuls- illetve Tukey-féle
post-hoc teszttel kimutatva a kiilonbségeket. Amikor kezelés eldtti €s utdni adatsorokat
hasonlitottam 0Ossze, parositott Student-féle t-probat alkalmaztam. A szignifikanciaszint

minden esetben p<0,05 volt.
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N1-P1 valtozasa

Eredmények

A bensultap hatasa

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas

Ebben és a hasonld kisérletsorozatokban, amelyekben in vitro kezelést alkalmaztunk, igy
rendelkezésiinkre all egy-egy I-O gorbe a kezelés eldtt és utdn egyarant, a kovetkezd
modszerrel értékeltem ki az adatokat: minden szelet esetében a kezelés el6tt mért maximalis
(3T ingererésséggel) kivaltott valasz amplitudojat vettem 100 %-nak, a tobbi értéket pedig
ennek fiiggvényében szamitottam ki, ezek az értékek adjak a relativ’ I-O gorbét. gy
csOkkenthetd a szeletek eltérd valaszkészségébdl addodod szoras, viszont a kezelések hatasa
jobban kimutathat6. Az abrdkon a ,.kontroll” értékek a kezelés elotti értékek és a kezeletlen
kontroll csoport értékeinek Osszevonasabol szarmaznak. A statisztikailag szignifikans

eltéréseket az abrakon csillag jeloli.

A perfazids oldatban adott bensultap 30 uM-os koncentracioban szignifikansan megnovelte
az elektromos ingerléssel kivaltott EPSP korai komponensének (N1-P1l) amplitadojat a
60 puM-os oldattal torténd kezelés viszont csak ennél joval kisebb mértékli novekedést

okozott, a kivaltott valaszok szignifikansan nem tértek el a kontroll értékektdl (23, 24. abra).
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Ingererésség
23. abra Bensultap hatasa a neokortikalis szeletekben 24. abra Bensultap hatasa a neokortikalis szeletekben

az EPSP korai komponensének amplitidojara. az EPSP kés6i komponensének amplitadojara.



A kivaltott valasz kés6éi komponense (N2) esetében nem tiintettem fel a teljes 1-O gorbét, csak
a 2T ingererdsségli tesztingerléssel kivaltott valaszok amplitidojanak valtozasat. A késoi
komponens nagysagat a bensultappal torténd kezelés szintén megndvelte, ez a valtozas a

kisebbik koncentracio esetében statisztikailag szignifikans volt (24. abra).

Plasztikus folyamatokra gyakorolt hatas

Ingerparok alkalmazasakor a neocortexre jellemz0 modon a masodik inger altal kivaltott
valasz kisebb amplitidoju volt, mint az elsd. Ennek a gatlasnak (paired-pulse inhibition — PPI)
a mértékében azonban nem volt kiilonbség a bensultappal kezelt és a kontroll szeletek kozott

(25. abra).
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26. abra Bensultap hatasa a neokortikalis
szeletekben az LTP-indukci6 altal
kivaltott novekedésre.

25. abra Bensultap hatasa a neokortikalis
szeletekben a paros ingerlésre.

Az LTP-indukcio6 soran a nagyfrekvencias ingerlés a kivaltott valasz hosszutavi novekedését
eredményezte, ennck mértéke a kontroll szeletekben atlagosan 74,4% volt. A bensultap
mindkét alkalmazott koncentracidoban csokkentette az LTP kivalthatosagat, a kivaltott
potencidlok amplitidé-ndvekedése a kezelt szeletekben jelentdsen kisebb volt, mint a kontroll
esetben, 25,3% illetve 33,4%. A 30 uM-os koncentracio esetében ez statisztikailag is

szignifikans csokkenést jelentett (26. abra).
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N1-P1 valtozasa

A fipronil hatasa

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas

A fipronil mindkét alkalmazott koncentracidoban, 10 és 20 uM-nal egyarant szignifikdnsan
megnovelte a kivaltott valasz korai komponensének amplitudojat, az 1-O gorbék feljebb
tolodtak (27. abra). Az EPSP kés6i komponense szintén novekedett a fipronilos kezelés

hatésara, illetve szamos szeletben csak a kezelés kozben alakult ki ez a komponens (28. abra).
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Ingerersség N1-P1 (korai komponens) N2 (késdi komponens)
27. abra Fipronil hatésa a neokortikalis szeletekben 28. abra Fipronil hatasa a neokortikalis szeletekben
az EPSP korai komponensének amplitadojéra. az EPSP kés6i komponensének amplitidojara.

Plasztikus folyamatokra gyakorolt hatds

A péaros ingerléssel megfigyelhetd rovidtavh plaszticitds mértékében nem volt kiilonbség a
kontroll és a fipronillal kezelt szeletek kozott (29. abra). Az LTP-indukcid hatasara a kontroll
oldattal kezelt szeletekben hasonld mértékben, 53%-kal, mig a 20 uM-os oldattal kezelt
szeletekben ez a novekedés nagyobb volt, atlagosan 78%-0s, de a kiilonbség a kontrollhoz

képest nem volt statisztikailag szignifikans (30. abra).
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30. abra Fipronil hatasa a neokortikalis
szeletekben az LTP-indukcio 4ltal
kivaltott novekedésre.

29. abra Fipronil hatasa a neokortikalis
szeletekben a paros ingerlésre.

Az eszfenvalerat hatasa in vitro kezelés esetén

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas kérgi szeleteken

A kezelés el6tti adatokat az Osszes kezelt és kontroll csoportban Osszevonva kaptam az
»alapaktivitast”. A tovabbiakban sem a kivaltott valaszok abszolut amplitidoit abrazoltam,
hanem relativ értékeket (a maximalis 3T erdsségli ingerléssel kivaltott vélasz aranyaval

szamolva), amelyek jol demonstraljak a kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokat.

Féloras perfuzid hatasara a kontroll szeletekben a korai komponens novekedését tapasztaltuk,
az ACSF-es kontroll csoportban ez kb. 17%-0s, a xilolos kontrollban 20%-0s volt. Az
eszfenvalerat-kezelés hatasa erre az alap novekedésre tevodott ra. A 10 uM-0s csoportban
hasonld mértékli novekedést tapasztaltunk, mint a kontrollokban (20%), a 20 pM-o0s
csoportban kissé, de nem szignifikansan nagyobbat (25%). A 40 uM-os eszfenvalerat-oldattal
torténd kezelés viszont erdsen gatolta a kivaltott valasz ndovekedését, ez az érték itt

szignifikansan kisebb volt, mint a tobbi csoportban (5% kortil) (31. abra).
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N1-P1 amplitudé valtozasa

A kés61 komponens amplituddja az ingererdsség fiiggvényében abrazolva nem mutat
olyan szabdlyos telitési gorbét, mint a korai komponensé, errél csak a 2T ingererdsséggel
felvett tesztingerlést mutatom be. Az ACSF-es kontroll csoport esetében a fél oras perfuzio
hatasara az N2 komponens amplitidoja alig valtozott, 10% alatti novekedést tapasztaltunk.
Viszont a xilolos kontroll csoport esetében a novekedés ennél szignifikansan nagyobb volt,
20% korili. A 20 uM-os eszfenvalerattal kezelt csoportoknal hasonlé mértékii volt a
novekedés, de a nagyobb szorasok miatt nem adddott szignifikans kiilonbség a kontrollhoz
képest. A 40 uM-os kezelt csoportban viszont a késéi komponens amplitidojanak
szignifikans (25-40%-o0s) csokkenését tapasztaltuk, mind az ACSF-es, mind a xilolos kontroll

csoporthoz képest (31. abra).
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31. abra In vitro eszfenvalerat kezelés hatasa kérgi szeletekben az EPSP korai (N1-P1) és késdi (N2)
komponensének amplitudo-valtozasara (I-O gorbe és tesztingerlés 2T ingererdsséggel).

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas hippocampus szeleteken

A hippocampusban az EPSP meredeksége jelentdsen ndtt a féloras perfuzid soran, az ACSF-
es kontroll csoportban atlagosan 37%-kal. Ennél nagyobb mértékii volt a novekedés a xilolos
kontroll csoportban (44%) és a 20 uM-0s eszfenvalerattal kezelt csoportban (58%). A 10 uM-
os kezelt csoportban 30%, a 40 uM-os kezelt csoportban csak 21%-0s volt az EPSP-
meredekség novekedése. A kiilonbozd kezelési csoportok kozott megfigyelt kiilonbségek nem

volt statisztikailag szignifikansak (32. abra).
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EPSP meredekségének valtozasa
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32. abra In vitro eszfenvalerat kezelés hatasa hippocampus szeletekben az EPSP meredekségére és a
populécids spike amplitiddjanak valtozasara.
A félorés perfuzid kdzben a populacios spike amplitudoja is atlagosan jelentdsen novekedett a
kontroll csoportokban, az ACSF-es kontroll esetében 35%-kal, a xilolos kontrollnal 32%-kal.
A 10 és 20 uM-os eszfenvalerattal kezelt csoportoknal a ndvekedés szignifikdnsan kisebb
mértékii volt, 7 illetve 6%-0s. A 40 uM-os kezelt csoportban pedig a populacios spike
amplitiddjanak atlagosan 12%-0s csokkenését tapasztaltuk, igy ez a csoport is szignifikdnsan

eltér a kontrolltol (32. abra).

A hippocampus-szeletek altalanos serkenthetdségére jellemzé a masodik populacios spike
jelenléte, nagysaga is. Az altalunk alkalmazott ingererdsség-tartomanyban (ingerkiiszob (T) —
ingerkiisz6b haromszorosa (3T)) altalaban csak egyetlen POPS jelenik meg egy inger
alkalmazasakor, a féloras ACSF-es perfuzio hatasara viszont tobb szeletben kialakult, illetve
megndtt az amplitidoja. Mivel sok esetben a kisérlet elején egyaltalan nem volt jelen masodik
POPS, itt nem az alapallapothoz képest torténd valtozds mértékét, hanem az abszolut
amplitidot mutatom be mV-ban. A masodik populacids spike nagysaga nem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll és a kezelt szeletek esetében, a nagy szoérasértékek miatt, de
megfigyelhetd egy tendencia: a kontroll csoportokban az atlagos amplitado 0,7-0,8 mV, mig a
kezelt csoportokban ennél kisebb 0,2-0,4 mV kozott volt (33. abra).

Hippocampus szeleten az EPSP-meredekség ¢és a populacidos  spike-amplitado
Osszefiiggésének elemzésével kovetkeztetni lehet arra, hogy egy kezelés inkabb a
preszinaptikus vagy posztszinaptikus végzodés befolyasolasa révén hat a szinaptikus atvitelre.
Az EPSP-meredekség a piramissejtekre érkezd serkentd bemenettel ardnyos, a populacios
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Amplitadoé valtozasa
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spike amplitiddja pedig a piramissejtek tiizelési valdszinliségével ardnyos, vagyis a

posztszinaptikus serkenthetéséggel. A két paraméter Osszefiiggését EPSP-Spike (E-S)

kapcsolatnak vagy E-S gorbének nevezik. A Wheal és mtsai altal 1998-ban leirt modszer

szerint, ha pontdiagram formdajadban &brazoljuk az EPSP-meredekség és POPS amplitido

adatparokat, a pontok eloszlasabol kovetkeztetni lehet a hatas jellegére. Ha a gorbe balra

tolodik, az arra utal, hogy a POPS nétt nagyobb mértékben, ha pedig jobbra, akkor az EPSP

meredekség. Az in vitro eszfenvalerat-kezelés nem valtoztatta meg jelentésen az E-S

kapcsolatot, az egyes kezelési csoportok adatpontjai a grafikonon egyenletesen oszlanak el,

nem fedezhet6 fel egyértelmi jobbra vagy balra tolodas a kezelt csoportoknal (34. abra).
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33. abra In vitro eszfenvalerat kezelés hatasa
hippocampus szeletekben az els6 és masodik
populacids spike amplitudojara.
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34. abra In vitro eszfenvalerat kezelés hatasa
hippocampus szeletekben az EPSP- POPS kapcsolatra.
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Masodik/els6 EPSP amplitidé-aranya

Plasztikus folyamatok vizsgalata kérgi szeletekben

A neocortexre jellemzé modon a kontroll és a kezelt szeletekben egyarant a masodik kivaltott
valasz 15-25%-o0s gatlodasat figyelhettilk meg. Ennek mértékében nem volt szignifikans

kiilonbség az egyes csoportok kozott (35. abra).
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36. abra In vitro eszfenvalerat
35. abra In vitro eszfenvalerat hatasa kérgi kezelés hatasa kérgi szeletekben az
szeletekben a paros ingerlésre. LTP-indukcidra.

Az ACSF-es és xilolos kontroll csoportokban az LTP-indukcié hatasara az EPSP korai
komponense 28 illetve 37%-o0s ndvekedést mutatott. A 10 és 20 uM-os eszfenvalerattal kezelt
csoportokban a novekedés ezeknél valamennyivel kisebb, 19 illetve 21% volt. A 40 uM-o0s
kezelt csoportban viszont nem is sikeriilt a kivaltott valasz hosszutavi névekedését kivaltani,
ebben a csoportban az amplitadd kb. 12 %-os csokkenését tapasztaltuk, ez szignifikans

kiilonbség a kontrollhoz képest (36. abra).
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Masodik/els6 POPS amplitudo-aranya

Plasztikus folyamatok vizsgalata hippocampus szeletekben

Péros ingerlésnél a hippocampusra jellemz6 mddon a masodik kivaltott valasz serkentddését
figyeltiik meg, ez a 40 uM-os eszfenvalerattal kezelt csoportban minden ingerlési id6kdznél

szignifikdnsan nagyobb mértékii volt, mint a tobbi csoportnal (37. abra).

LTP-indukci6 hatasara a populacios spike a kontroll csoportokban 51 illetve 49%-kal nétt, ez
a novekedés az eszfenvalerattal kezelt csoportokban kisebb mértékii volt. A 10 és 20 puM-0s
eszfenvalerattal kezelt csoportoknal atlagosan 39 illetve 36% novekedést tapasztaltunk, a
40 uM-os kezelt csoportban viszont a kontrollhoz képest szignifikansan kisebb volt az LTP-
indukcid hatékonysaga, alig haladja meg a 20%-ot (38. abra).
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38. abra In vitro eszfenvalerat hatasa

37. abra In vitro eszfenvalerat hatasa hippocampus hippocampus szeletekben az LTP-
szeletekben a péros ingerlésre. indukciora.
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Az eszfenvalerat hatasa in vivo kezelés esetén

Osszesen 32 patkanyt kezeltiink Sumi-Alfaval gyomorszondan keresztiil, az alkalmazott
eszfenvalerat-dozis 20 mg/kg volt, amely a patkany oralis LDsg érték negyedének felel meg.
10 patkany esetében a kezelés utan 1-2 6ran beliil sulyos gorcsrohamok alakultak ki, ezeket az
allatokat tulaltattuk. A tobbi allat is mutatott diszkomfortra utalo jeleket, de specifikus tiinetek

nem alakultak ki naluk.

Otféle kezelési csoportunk volt: egy fiziologids sooldattal kezelt kontrollcsoport, egy xilollal
(az oldészerrel) kezelt kontrollcsoport, valamint 3, egyféle dozisu eszfenvalerattal kezelt
csoportunk, amelyeknél a mérés a kezelés utani kiilonbozé iddpontokban tortént (a kezelés
utani els6, masodik ill. hetedik napon). Ezeket az alabbiakban az egyszeriiség kedvéért

egynapos, kétnapos és egyhetes kezelt csoportoknak fogom nevezni.

Mivel ennél a kisérletnél nincs lehetOség a szer hatdsat a kezelés elott és utan torténd
parhuzamos mérésekkel jellemezni, ezért itt az alap ingerlékenység kiértékelésekor nem
szamoltam relativ amplitado-értékeket a kivaltott valaszokra, hanem az abszolut értékeket

abrazoltam mV-ban.

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas a kérgi szeleteken

A valaszok kivaltasahoz sziikséges kiiszobfesziiltség-értékek szignifikansan magasabbak
voltak az egynapos és kétnapos kezelt csoportban, mint a xilolos kontroll csoportban (1.
tablazat). A korai komponens amplitadojat az eszfenvalerat és a xilol egyarant kissé noveli a
fiziologias sooldatos kontrollhoz képest, de nem szignifikans mértékben. A kés6i komponens
nagysaga a xilolos kontroll csoportban szignifikansan kisebb volt, mint a fiziologids sdoldatos
kontrolloknal. A kétnapos kezelt csoportban viszont szignifikansan nagyobb volt a késdi

komponens, mint a xilolos kontroll csoportban (39. abra).

L . Egy nappal Két nappal Hét nappal
. Fiz. s6oldatos Xilolos ; B B
Kezelési csoport eszfenvalerat eszfenvalerat eszfenvalerat
kontroll kontroll . . .
utan utan utan

Kiiszobfesziltsé 156 +

i g 1,94 +0,15 /56 2,16 +0,12* 2,16 +0,18* 1,87 £ 0,06
[V] (4tlag £S.E.M.) 0,13

1. tablazat In vivo eszfenvalerat kezelés hatasa neocortex szeletekben az EPSP kivaltasahoz
sziikséges kiiszobfesziiltség-értékre.
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N1-P1 amplitidéja [mV]

—O— fiziolégias soéoldat (n=7)
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2,0 —@— 1 nappal eszfenvalerat kezelés utan (n=7) . .
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1’5 i %
1,0 4
S
E 1
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£ 05 ) ‘
0,54 ‘j
O’O T T T T T T T T T 0!0
T 1257 15T 1,75T 2T 225T 25T 2,757 3T )
N1-P1 (korai komponens) N2 (kés6i komponens)

Ingererésség

39. abra In vivo eszfenvalerat kezelés hatasa neocortex szeletekben az EPSP korai és kés6i komponensének
amplitidojara.

Alap ingerlékenységre gyakorolt hatas a hippocampus-szeleteken

A hippocampus-szeletek esetében nem volt szignifikans kiilonbség az egyes csoportok
ingerkiiszobértékei kozott. Az EPSP meredeksége sem kiilonb6zott az egyes csoportok kozott.
A populécios spike amplitiddja viszont a kétnapos €s egyhetes csoportokban szignifikansan

kisebb volt, mint a xilolos kontroll csoportban (40. abra).

4,0 -
084 3,5
s
= E 30
£ s,
S 06 )
E 3 254
=3 s
‘0
2 E 204
8 0,4 - g
@ & 154
1S 8 —O— fiziologias sooldat (n=7)
& S 104 —0— xilol (n=8)
o 0.2+ g —@— 1 nappal kezelés utan (n=6)
S 05 —@— 2 nappal kezelés utan (n=6)
a = —@— 7 nappal kezelés utan (n=7)
0’0 T T T T T T T T T 0‘0 T T T T T T T T T
T 125T 15T 1,75T 2T 225T 25T 275T 3T T 125T 15T 175T 2T 225T 25T 275T 3T
Ingererésség Ingererésség

40. abra In vivo eszfenvalerat kezelés hatasa hippocampus szeletekben az EPSP meredekségére és a
populacids spike amplitudojara, az ingererdsség fiiggvényében.
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Amplitddoé [mV]

A masodik populacios spike megjelenése gyakoribb volt, illetve ezek szignifikansan nagyobb
amplitadojuak voltak az egyhetes kezelt csoportnal, mint a fizioldgias sooldatos kontroll

esetében. A kétnapos csoportban is érzékelhetd volt ez a tendencia (41. abra).

Az EPSP-meredekség vs. populacios spike-amplitidé elemzés soran nem talaltunk

kiilonbséget a kezelési csoportok kozott, az adatpontok egyenletesen oszlanak el a

pontdiagramon, az egyes csoportok pontjai nem kiiloniilnek el (42. abra).
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41. abra In vivo eszfenvalerat hatasa hippocampus
szeletekben a populacios spike-ok amplitiddjara 2T
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42. abra In vivo eszfenvalerat hatasa hippocampus
szeletekben az EPSP- POPS kapcsolatra.

Plasztikus folyamatok vizsgalata kérgi szeletekben

Paros ingerlésnél nem talaltunk egyértelmii kiilonbséget a kezelési csoportok kozott. Csak a
20 ms-os ingerintervallumnal volt az egyhetes kezelés esetében szignifikansan er6sebb a

masodik kivaltott valasz gatlddasa, mint a tobbi csoportnal (43. abra).

LTP-indukcié hatasara a kontroll csoportokban az EPSP korai komponensének 40% kortili
novekedését tapasztaltuk. Az egynapos, kétnapos és egyhetes kezelt csoportokban ez a
novekedés kisebb, atlagosan 16, 26 illetve 27% koriili volt, de ezek az eltérések egyik esetben
sem jelentenek szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest (44. abra).
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Masodik/els6 EPSP amplitudé-aranya

Masodik/els6 POPS amplitido-aranya
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43. abra In vivo eszfenvalerat hatasa neokortikalis
szeletekben a paros ingerlésre.
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44, abra In vivo eszfenvalerat hatasa

neocortex szeletekben az LTP-indukciora.

Plasztikus folyamatok vizsgalata hippocampus szeletekben

Az eszfenvaleratnak a hippocampalis paros ingerlésre kifejtett hatasa nem volt egyértelmi. A

200 ms-os ingerlési idokoz esetén a kezelés utan egy nappal a mdasodik kivaltott valasz

nagyobb mértékli gatlodasat tapasztaltuk, mint a kontroll csoportokban. 20 ms-0S

intervallumnal pedig a kétnapos csoportban volt megfigyelhetd nagyobb mértékii ndvekedés,

mint a kontroll esetében (45. abra).

LTP-indukcié hatasara a populacioés spike amplitddé-novekedése az ACSF-es kontroll

csoportban 30%, a xilolos kontroll csoportban 45% volt. Az egynapos, kétnapos és egyhetes
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45, abra In vivo eszfenvalerat hatasa hippocampus
szeletekben a paros ingerlésre.
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46. abra In vivo eszfenvalerat hatasa
hippocampus szeletekben az LTP-indukciora.



kezelt csoportokban a megfeleld érték 47, 39 illetve 30% volt. Az egyhetes kezelt csoport
esetében ez szignifikansan kisebb mértékii novekedést jelent, mint a xilolos kontroll

csoportban (46. abra).

Gorcskészség vizsgalata 4-aminopiridinnel kérgi szeleteken

A 60 percig tartdé 4-AP-val torténd perfizid6 minden csoportban megnovelte a kivaltott
valaszok amplitudojat, az EPSP korai €s késéi komponense egyarant ndvekedett. A ndvekedés
mértékében azonban nem volt jelentds kiilonbség az eszfenvalerattal kezelt és a kontroll
csoportok kozott. A 4-AP-val kivaltott gorcsaktivitas tekintetében sem lattuk egyértelmii
kiilonbséget. Az egyes szeletek aktivitdsa minden csoporton beliil meglehetdsen kiilonbozott
egymastol, igy nagyon szortak az adatok. Talan a kezelés utan két nappal vizsgalt csoportrol
mondhatjuk el, hogy érzékenyebbnek tiinik a tobbinél, gyorsabban kialakul a spontan
tevékenység és tobb epizod figyelhetd meg, mint a tobbi csoportban (2. tablazat).

Kezelési ) Fiz. Xilolos Egy nappall Két nappall Hét nappal’
sooldatos eszfenvalerat eszfenvalerat eszfenvalerat
csoport kontroll ) . .
kontroll utan utan utan
Korai 559 +
komponens 45,9+ 10,1 T 29,9+ 19,1 62,2+12,9 53,8 +9,6
.. , 15,3
novekedése [%]
KésGi
+ +
komponens 147,3 % 494,9 * 200 = 86,1 101,6 + 38,7 187,3 £ 106,7
.. , 51,1 263,5
novekedése [%]
Iktalis
aktivitasu 4/8 4/8 3/8 3/7 2/8
szeletek szama
ElsG spontan 18.58 + 20.9 +
epizéd 5’ 53_ 5 ’27_ 26,36 + 11,39 14,94 £ 5,39 16,77 = 3,62
latenciaja [min] ’ ’
Elsé iktalis 44.96 +
aktivitas 28,8 + 6,08 7’ 89_ 28,97 + 14,05 20,13 + 10,5 36,75 + 4,15
latenciaja [min] '
Iktalis epizodok o5, 4 g4 1,882 2,43 + 2,42 5,86 + 5,59 0,88 + 1,28
szama 1,55
Interiktalis 12,88 + 17,25 +
’ ’ 1,25+ 1 + 20,41 27,14 £ 12
epizédok szama 11,7 16,54 25 06 53,6 0, ’ S
Epizédok 0.96 &
frekvenciaja 0,65 +0,12 0 11‘ 0,43 £ 0,03 2,3+0,96 1,17 £ 0,37
[1/min] ’

2. tablazat In vivo eszfenvalerat kezelés hatasa neocortex szeletekben a kivaltott valaszok 4-amino-piridin
okozta amplitadé-novekedésére és a spontan tevékenységre. Feltiintetett adatok: atlag + S.E.M.
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Az eredmények megvitatasa

A bensultap hatasanak elemzése

Az agykérgi szeletek alap ingerlékenységét a bensultap a kovetkezOképpen befolyasolta: az
EPSP korai komponense 30 uM-os kezeléskor szignifikansan nétt, a 60 uM-os kezeléskor
Iényegében nem valtozott. Az EPSP kés6i komponense enyhén novekedett, de nem
szignifikans mértékben. Az LTP okozta amplitido-ndvekedés mértékét viszont a szer mindkét
alkalmazott koncentracio esetén csokkentette, €z a 30 uM-os oldatnal szignifikéns eltérést
jelentett. A rovidtava plaszticitast teszteld paros ingerlésre a bensultapos kezelés semmilyen

hatassal nem volt.

A bensultap, neonikotinoid rovarirtoszer 1évén, a nikotinos acetilkolin-receptorokon fejti ki
hatasat. A patkdny nagyagykérgében a nikotinos kolinerg jelatvitelért egyrészt az alsobb agyi
tertiletekr6l felszallo kolinerg palyak, masrészt a lokalis kolinerg interneuronok felel6ések (von
Engelhardt és mtsai, 2007). A nNAChR-ok leginkabb a piramissejteken fordulnak eld, féként
preszinaptikus helyzetben. Ezen receptorok aktivacidja igy elbsegiti a serkentd
neurotranszmitterek felszabaduldsat, igy a neocortex ingerlékenysége, valaszkészsége megnd
(Chu és mtsai, 2000; McGehee és Role, 1996). Ezeket a hatasokat in vitro rendszerekben is
sikeriilt kimutatni. Kiilonféle nikotinos agonistak serkentik a serkent6é aminosav-
transzmitterek felszabadulasat, amint azt patkany frontalis kérgébdl késziilt, a pre- és
posztszinaptikus membranokat tartalmazo preparatumok (szinaptoszomak) segitségével
kimutattdk (Rousseau ¢és mtsai, 2005). A kérgi kolinerg interneuronokrol is kimutattdk, hogy
aktivaciojuk kismértékben noveli a kornyezd piramissejtek tiizelési frekvenciajat (von
Engelhardt és mtsai, 2007). Ily modon az ACh néveli a kivaltott valaszok amplitaddjat €s
megvaltoztatja a szinapszisok transzmisszios hatékonysagat is. Ugyanakkor vannak nikotinos
receptorok a GABA-erg interneuronokon is, igy ezek aktivacidja a piramissejtek aktivitas-
csokkenéséhez vezethet, de akar diszinhibiciohoz is, az adott neuronkor felépitésétol fliggéen
(Albuquerque ¢és mtsai, 2000). A galantamin, egy nikotinos serkenté ligandum, amely
allosztérikus modon noveli a nAChR-ok ACh irdnti érzékenységét, neokortikalis és
hippocampalis agyszeletekben ndvelte a glutamaterg és a GABA-erg posztszinaptikus
potencidlok amplitadojat is (Santos és mtsai, 2002). Osszességében tehat a nikotinos
receptorokon keresztiil tobbféle, serkentd vagy gatlé iranyt modulald hatas érvényesiilhet

(Dani és Bertrand, 2007).
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Régota ismert tény, hogy a nikotinos jelatvitelnek fontos szerepe van a tanulasi és memoria-
folyamatokban, tehat az idegrendszer plaszticitasaban is. Kimutattak, hogy a nikotin ¢és
nikotinos receptor-agonistak eldsegitik az LTP kialakulasat a hippocampusban (Fujii és mtsai,
2000; Hunter és mtsai, 1994).

Mindezen adatok alapjan egy nAChR-agonista szertl dsszességében az agyszovet altalanos
ingerelhetdségének novekedését, és a plaszticitas erdsodését varhatjuk, tehat a kivaltott
mezdpotencidlok amplitidojanak és az LTP hatékonysaganak novekedését. A nikotinos
antagonista hatasa vegyiiletek (amilyen a bensultap) pedig valdsziniileg ezzel ellentétes hatast
valtananak ki. Mi is azt tapasztaltuk, hogy a bensultapos kezelés csokkenti az LTP-indukcid
hatékonysagat, viszont a kisebbik alkalmazott koncentracié esetében fél oras kezelés utan az
EPSP amplitudo-novekedését figyeltik meg. Ennek oka az lehet, hogy a bensultap nem
tisztan nikotinos antagonistaként viselkedik vagy a haldzati aktivitasra kifejtett komplexebb

hatas érvényesiilt.

A bensultap molekularis szintii hatasair6l kevés az irodalmi adat, viszont a nereistoxint és
egy masik nereistoxin-analog rovarirtoszert, a cartapot tobb tanulmanyban is vizsgaltdk. A
nereistoxinnak kettés hatasa van a nAChR-on. Alacsonyabb koncentracidban parcialis
agonistaként viselkedik, patkany ¢€s béka izomszdvetben eleinte depolarizacidét okoz, és
Torpedo (elektromos raja) elektromos szervének membranjain serkenti a Na'-bearamlést
(Eldefrawi ¢és mtsai, 1980). Elsésorban azonban gatld hatast, amint azt ideg-izom
preparatumokon (Eldefrawi és mtsai, 1980; Liao és mtsai, 2003) és rovar ganglionokban is
kimutattak (Sattelle és mtsai, 1985). Az utdbbi tanulmany szerint a gatlas fesziiltségfiiggd
volt, ami kompetitiv/csatornablokkold hatasmechanizmusra utal, ellentétben a gerinces
preparatumokon tapasztaltakkal, amelyek inkabb az allosztérikus hatas felé mutatnak.
Biokémiai modszerrel kimutattdk, hogy a nereistoxin méh nAChR-okon kotédik egy agonista
¢és egy nemkompetitiv blokkol6 helyhez is (Lee és mtsai, 2003). Drosophila és csirke
rekombinans receptorokon végzett patch clamp-vizsgalatokban viszont csak nemkompetitiv

gatlo hatast mutattak ki (Raymond-Delpech és mtsai, 2003).

A cartap hatasmechanizmusa szintén tobbféle lehet: emlés nAChR-okon single-channel
patch clamp vizsgalatok tantisaga szerint csatornablokkold hatast (Nagata és mtsai, 1997),
méh nAChR-okon pedig nemkompetitiv antagonistaként viselkedik (Lee és mtsai, 2003).
Egér illetve nytl izolalt rekeszizom-preparatumon viszont az elvart gatlo hatas helyett gércsos

Osszehtizodast okoz (Liao és mtsai, 2000, 2003). A bensultappal végzett patch clamp-
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mérésekben a vegyiilet egyértelmtien gatlo hatast fejtett ki a nAChR-okon: csiga neuronokon
az ACh-indukalta ionaramokat koncentraciotol és inkubacios 1d6tol fliggd mértékben gatolta

(Gy6ri és mtsai, 2007).

A nereistoxin és a cartap hatdsmechanizmusainak kiilonbozéségére az egyes fajokban és
kisérleti rendszerekben még nincs vildgos magyarazat, az eltérések oka lehet

koncentraciofiiggés vagy a receptorok felépitésének, igy érzékenységének kiilonbozdsége.

A bensultap hatasa patkany agyszeleteken a nereistoxinéhoz hasonlé modon kétfazisu lehet.
Valoszinli, hogy kis koncentracioban az agonista, majd nagyobb koncentracioban az

antagonista hatdas dominal, ez megmagyarazna, hogy miért tapasztaltuk 30 pM-o0s

crer

crer

az LTP-indukcio utan torténd regisztralaskor az agyszeleten mar 60 perce a rovarirtdszer-
tartalmu oldatot aramoltattuk 4t. Mivel a bensultap lipofil anyag, az agyszovetben

crer

agyszeletben jelenlévd koncentracio a gatld hatashoz sziikséges mértéket.

A laborunkban korabban elvégzett kisérletekben, amelyek soran a bensultap hatasat in vivo
kezelés utan vizsgaltak, elsdsorban gatlé jellegli hatasokat mutattak ki. Kronikus oralis bevitel
esetén a kérgi szeletekben a kivaltott valaszok amplitiddja és a gorcskészség csokkent (Doczi
¢és mtsai, 1998). Akut nagydozisu oralis kezelés utan pedig a paros ingerléskor fellépd gatlas
er6sodése és az LTP-indukcio csokkent hatékonysaga volt megfigyelhetd (Szegedi és mitsal,

2005). Ezen hatasok koziil az LTP gatlasat az in vitro kezelés esetében is lathattuk.

Osszességében az agyszeletek in vitro torténd kezelésével az in vivo adatokkal dsszevethetd
eredményekhez jutottunk, amelyek értelmezhetéek a szer molekuléris hatasmechanizmusanak

ismeretében.
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A fipronil hatasanak elemzése

A fipronilnak mindkét alkalmazott koncentraciéban serkent6 hatasa volt az agyszeletek alap
ingerlékenységére, 10 és 20 pM-nal egyarant megndvelte a kivaltott valaszok korai
komponensének amplitadojat. Az EPSP kés6i komponense szintén nétt a fipronilos kezelés
hatasara. A szinaptikus plaszticitast vizsgald kisérletekben viszont nem talaltunk kiilonbséget
a fipronillal kezelt és a kontroll szeletek kozott, csak a tetanizald ingersorozat hatasara

c sy

szeleteken.

A fipronil f6 hatasmechanizmusa a GABAa receptorok gatlasa (Cole, 1993). Kimutattak,
hogy nemcsak a rovarok, hanem az emldsok hasonld receptorait is gatolja, habar kisebb
affinitassal. Patkany hatsoégyoki ganglionsejteken a fipronil 1-30 puM koncentracidban
csokkenti GABA-aramokat (Ikeda és mtsai, 2001). Human olp3e GABAA receptorokon
pedig a spontan ionaramot gatolja a fipronil 5,3 uM-0s 1Cs értékkel (Maksay és mtsai, 2003).
A rovarok és emldsok kozponti idegrendszerében egyarant a GABA a f6 gatld transzmitter. A
kifejlett gerincesek agyaban foként interneuronokbdl szabadul fel, amelyek a serkentd
principalis sejtekkel szinaptizalva csokkentik azok aktivitasat. Ezek kulcsszerepet jatszanak a
héalozatok aktivitasi szintjének, érzékenységének allitdsaban, az aktivitds szinkronizalasaban.
A rovarok idegrendszerében még nincsenek olyan részletesen feltarva a szinaptikus
kapcsolatok, mint az emldsoknél, de pl. a szaglasi informécido feldolgozéasaért felelds
antennalis lebenyben ndluk is jellemzden az emlds interneuronokhoz hasonld, révid axonu
lokalis neuronok GABA-ergek, amelyek a serkentd projekcids sejtekre adnak bemeneteket
(Wilson és Laurent, 2005). A GABA-erg transzmisszié megvaltoztatasa a gatlo sejtekkel
kapcsolatban 1évo serkentd sejtek érzékenységét, aktivitasat is megvaltoztatja. Lepkelarvakbol
késziilt hasduclanc-prepardtumon a fipronil fokozta a spontan elektromos aktivitast 10 uM
koncentracié mellett (Durham és mtsai, 2001). A patkany agyszeletes kisérletekhez hasonlo
koncentracio-tartomanyban vizsgaltuk a fipronilt mocséari csiga neuronokon is, ezekben
dozisfiiggd modon csokkentette a tiizelési frekvenciat, a membranpotencial megvaltoztatasa
nélkiil. Csigaban a vizsgalt idegsejten a GABA depolarizalé hatasu. A fipronil igy az ionotrop
GABA-receptor antagonizalasaval gatld hatast fejthetett ki a sejt ingerlékenységére (Varro és

mtsai, 2009).

A fipronil kozvetlen hatasat emlés agyszeletben extracellularis mérési technikdval még nem
vizsgaltak, de mas GABAAa receptor-antagonista anyagoknak, pl. a pikrotoxinnak vagy a
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bicuculline-nak hasonlé hatasai vannak: alacsony koncentracioban diszinhibicidé révén
megnovelik a neuronhdlozatok ingerlékenységét, magas koncentracioban gorcskeltdként
viselkednek (McCormick, 1989). Patkany agykérgi szeleteken a bicuculline alkalmazasakor
elektromos ingerlésre tobb komponensbdl allo, komplex, epileptiform kivaltott potencidlok
mérhetk (Chagnac-Amitai és Connors, 1989). Ezekhez hasonld elnyujtott kivaltott
valaszokat mi is megfigyeltiink a fipronil alkalmazéasakor, és az eredmények szédmszer(i
kiértékelésekor is kitlint, hogy a fipronil megnodveli a gorbék késéi komponensének
eléfordulasi esélyét, amplitudojat. Az altalunk alkalmazott anyagkoncentracio elég magas volt
ahhoz, hogy megnovelje az elektromos ingerléssel vizsgalhato valaszkészséget, de spontan
gorcstevékenységet nem okozott. Egy, a laborunkban korabban végzett kisérletsorozatban
oralis uton patkanyokat kezeltek fipronillal, és talélo agykérgi szeletprepardtumon az idegi
serkenthetdség 4atmeneti megndvekedését mutattdk ki a kezelést kovetéen (a kivaltott
potencialok amplitidoja megnétt), ez egyezik az in vitro kezeléssel kapott eredményekkel

(Szegedi és mtsai, 2005).

A paros ingerléses tesztekben nem volt szignifikdns kiilonbség a kontroll €és a fipronillal
kezelt szeletek kozott a rovidtava gatlas (PPD) mértékében. A fipronil-kezelés hatdsara az
alap transzmisszios szint emelkedett a GABA-erg gatlas gyengiilése miatt, ilyen esetben a
rovidtava gatlas er6sodése varhatd neocortex-szeleteken (Zucker és Regehr, 2002). A hatas
elmaradasat okozhatta az, hogy kontroll esetekben sem volt nagymértékii a PPD, lehetséges,
hogy az altalunk alkalmazott ingererésség (2T) tal alacsony volt ahhoz, hogy az elsé ingerlés
HKiliritse” a szinaptikus vezikuldkat, és igy a mdasodik ingerre adott valasz jelentdsen

csokkenjen az els6hoz képest.

Az LTP kialakuldsa neocortexben nagymértékben az NMDA-receptorok aktivalodasatol és a
posztszinaptikus végzddés intracellularis Ca2+-szintjének emelkedésétol fligg (Castro-
Alamancos és Connors, 1996). A GABA-erg transzmisszio megvaltoztatasa befolyasolni
képes a posztszinaptikus depolarizacio mértékét és igy az intracellularis Ca**-koncentréciot.
Az alap ingerlékenység novekedését, az NMDA-receptorok aktivalodasara utald késoi
komponens novekedését megfigyelhettiik a fipronil-kezelés hatasara, igy azt vartuk, hogy az
LTP-indukci6 altal kivaltott novekedés is nagyobb lesz a kezelt szeletekben, mint a
kontrollban. Feln6tt allatokban kisérletesen gyakran alkalmaznak GABAAa-receptor
antagonistakat alacsony koncentracioban az LTP kialakulasanak eldsegitésére (Malenka,

1995). Mi fiatal allatokat hasznaltunk, igy kontroll esetben is megfigyelhetd volt a kivaltott

69



potencialok noévekedése, de a fipronil mint GABA-receptor antagonista kismértékben

megnovelte ennek hatékonysagat.

A fipronil serkent6 jellegii hatasat patkanyon in vivo kezelés esetén is tobb tanulmanyban
bizonyitottdk. Egyszeri nagy do6zisi dermalis alkalmazas utan viselkedésvizsgélatokban
megnovekedett aktivitast tapasztaltak (Tercariol és Godinho, 2011). A mar emlitett,
laborunkban korabban végzett kisérletsorozatban, amelyben oralis uton adtak be fipronilt
patkanyoknak egy nagy dozisban, szintén megndvekedett aktivitast tapasztaltak a porond-
tesztben, amely a ragcsalok spontan exploracidos tevékenységét jellemzo elterjedten

alkalmazott vizsgalati modszer (Szegedi €s mtsai, 2005).

Az eszfenvalerat hatasanak elemzése

In vitro kezelés utan kapott eredmények

Az agyszeletek alap ingerlékenységére a Sumi-Alfaval torténd kezelés elsdsorban gatld
hatassal volt. A kisebb koncentracioknal (10 és 20 uM) megfigyelhettiink serkentd jellegii
hatasokat is, foként a neocortex-szeleteken, itt az EPSP korai €s kés61 komponensének enyhe,
nem szignifikans novekedését tapasztaltuk a kontrollhoz képest. A legnagyobb, 40 puM-0s
koncentracioban viszont az eszfenvalerat mindkét komponens amplitidojat csokkentette. A
hippocampusban mindharom alkalmazott koncentracid szignifikdnsan csokkentette a
populaciés spike amplitidojat. Paros ingerlésnél a hippocampusban a 40 uM-0s oldat
szignifikansan megnovelte a PPF mértékét. Az LTP pedig mind a cortexben, mind a
hippocampusban gatlodott, a két kisebb koncentracido esetében enyhén, a legnagyobbnal

szignifikans mértékben.

Az in vitro preparatumokon végzett mérések soran legtobbszor tiszta piretroid-hatéanyagokat
alkalmaznak, mi viszont egy kereskedelmi forgalomban kaphatd készitményt, a Sumi-Alfa 5
EC® -t hasznaltuk, amelynek eszfenvalerat-tartalma 5%, és emulgealdszert valamint 85%-ban
xilolt tartalmaz oldoszerként. Ezért kisérleteimben megvizsgaltam a xilol hatasat is egy kiilon
kontroll csoport 1étrehozasaval. A neokortikalis szeletekben az ACSF-es kontroll csoporthoz
képest a xilolos kontroll csoportban féloras perfuzio hatdsara szignifikdnsan nétt a kivaltott
vélasz késdi (N2) komponensének amplitiddja, viszont semmilyen mas paraméterben nem

talaltunk eltérést, s6t, az in vivo kezelt csoportban ezzel pontosan ellentétes hatast lattunk, igy
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ez az eredmény valosziniileg mérési hibanak tulajdonithat6. A szakirodalomban nem talaltam
olyan tanulmanyt, amelyben a xilol vagy egyéb szerves oldoszer hatasat vizsgalnak in vitro
idegrendszeri preparatumon. Ugy tiinik, az altalunk alkalmazott koncentracidban (kb. 3 mM)
nincsen hatdsa az agyszeletek ¢letképességére, ingerlékenységére, esetleg a piretroid

crer

alkalmazva kissé mas eredményeket kaptunk volna.

Az eszfenvalerat a fesziiltségfiiggd Na'-csatornik agonistdja a csatorna inaktivacidjat
lassitva megnoveli az iondram id6tartamat (pl. Choi és Soderlund, 2006). Ezenkiviil a Na®-
csatornak aktivacios kiiszobét negativabb membranpotencialok iranyaba tolja el, igy azok méar
kisebb mértékili hipopolarizacié esetén megnyilnak. Ezzel az idegsejtek depolarizaciojat idézi
elé, ami i1smétl6ddé kisiilésekhez, talserkent6déshez vezethet. Ha viszont a membran
depolarizacidja elér egy kritikus szintet és nem tér vissza a nyugalmi potencialra, akkor a Na®-
csatorndk tartosan inaktiv allapotban maradnak, depolarizacids blokk 1ép fel, az idegsejtben
nem jonnek létre akcios potencialok (Vijverberg és van den Bercken, 1990; Narahashi, 2000).
Ezért az alkalmazott preparatumtol, koncentraciotol, kezelési id6tdl fiiggden a hatds valtozo

tipusu, serkentd vagy gatld lehet.

A dolgozatban targyalt, agyszeleten végzett kisérletek jobban Osszevethetéek azokkal a
tanulmanyokkal, amelyek nem az egyes, legtobbszor heterolog rendszerben kifejeztetett ion-
csatornakon vizsgaltak a piretroidok hatasait, hanem ennél magasabb szervez6dési szintii
kisérleti rendszerben. Ilyenek példaul a primer sejttenyészetek, amelyekben serkentd és
gatld idegsejtek, gliasejtek mikodd haldzatokat alkotnak. Sejttenyészeteken végzett
mérésekben tobbszOr tapasztaltadk az idegsejtek aktivitidsanak csokkenését, a mi

eredményeinkhez hasonldan.

Patkany hippocampus-tenyészetben kimutattak, hogy a permetrin és a deltametrin 1-10 uM-0s
koncentracioban egyarant csdkkenti a GABAAR blokkold jelenlétében kialakuld spontan,
glutamat-kozvetitette EPSC-burst-ok gyakorisagat ¢és idGtartamat. A veratridin  nevi
alkaloidnak, amely fesziiltségfiiggd Na'-csatorna agonista, hasonld hatasa volt. Az emlitett
piretroidok a sejtek tiizelési gyakorisagat szintén szignifikansan csokkentették, ahogyan a
veratridin is. Erdekes, hogy alacsonyabb koncentracioban (0,1 uM) és GABAR blokkolok
nélkiil viszont a permetrin és a deltametrin is serkentd hatassal van a hippocampalis

neuronhaldzatok mitkddésére, novelik a spike-ok szamat és a burst-0k id6tartamat (Meyer és
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mtsai, 2008). Ezek a hatasok preszinaptikus eredetiick, fesziiltségfiiggé Na'-csatorna altal

kozvetitettek.

A permetrin és a deltametrin egér frontalis kéreg- és gerincveld-tenyészetben (glutamaterg
halézat, GABAAR blokkolo jelenlétében) szintén koncentracido-fiiggéen csokkentették a
spike-ok szamat, megvaltoztattak a burst-0k paramétereit (kevesebb spike, nagyobb
intervallumokkal). 5 uM deltametrin mar teljesen megsziintette a sejtek tiizelését. Néhany
esetben visszafordithatd volt a hatas, ez mutatja, hogy nem citotoxicitas okozta (Shafer és
mtsai, 2008). Hatsogyoki ducsejtekbol késziilt tenyészeten is kimutattak a deltametrin (1 uM)

depolarizalo és akciospotencial-gatlo hatasat (Tabarean és Narahashi, 1998).

A sejttenyészeteken €s az agyszeleteken végzett kisérletek Osszehasonlitdsakor figyelembe
kell venniink, hogy a primer tenyészeteket embrionalis sejtekbdl allitjak eld, igy a sejtek
valésziniileg eltéré Na'-csatorna készlettel rendelkeznek, mint a felndtt agyszovetbol készitett
agyszeletek esetében. Az embrionalisan jellemzé Nayl.3 tipusi csatorna érzékenyebb a
piretroidokra, mint a feln6tt formak, ezért tenyészetekben alacsonyabb koncentracio mellett is

kimutathatd hatas (Meacham és mtsai, 2008).

A II. tipust piretroidokrol agyszeleteken végzett kisérletben is kimutattak, hogy
depolarizacios blokk okozasa révén meggatoljak az idegsejtek tlizelését. A deltametrin
0,1 uM-os koncentracioban csokkentette a hypoglossus-mag motoneuronjainak tiizelési
frekvenciajat és az akcids potencialok amplitudojat egér agytorzsi szeletben (Rekling és

Theophilidis, 1995).

Az altalunk alkalmazott agyszeleteken végzett mez6potencial-mérés modszerével vizsgaltak a
piretroidokéhoz hasonld hatasmechanizmussal biré alkaloidok, az akonitin és a veratridin
hatasat. Ezek a novényi hatoéanyagok szintén a Na'-csatorndk inaktivicidjat gatoljék, és
aktivacids kiiszobértékiiket negativabb membranpotencialok felé toljak el. Ameri és mtsai
1996-ban leirtak, hogy patkany hippocampus szeletben az akonitin és a veratridin 0,01-1 pM-
os koncentracioban adva csokkentette a CAl piramissejtjeibdl elvezetett populacios spike
amplitudojat. Ez igaz volt az ortodromos €s antidromos ingerléssel kivaltott spike-ok esetében
IS (az elobbi esetében az ingeriilet a ,,normalis” uton, a preszinaptikus sejtrol a dendriteken at
éri el a piramissejt sejttestét, az utobbi esetben a piramissejt axonjan terjed vissza az ingeriilet
a sejttest felé). Ez arra utal, hogy a veratridin els6sorban az axonalis ingeriiletvezetést

akadalyozza. A gatlas kialakuldsa el6tt altaldban a spike amplitiddjanak kismértéki
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novekedése volt tapasztalhat6. Egy masik kisérletsorozatban a mezdpotencialok mérésével
parhuzamosan a CA1 piramissejtekben intracellularis regisztralast is végeztek. Ebbdl kidertilt,
hogy a veratridin az idegsejtekre serkentd hatdssal volt, egyendrammal torténd ingerlésre a
kezelt neuronok egyszerii akcids potencialok helyett burst-0s tiizeléssel reagaltak. Viszont a
Schaffer-kollateralisok ingerlésével kivaltott populacios spike-ok amplitidoja mar 0,3 uM-0s
veratridin-koncentracio esetén teljesen lecsokken. Tehat az anyag a szinaptikus atvitelt vagy

még inkabb az axonokon torténd ingeriiletvezetést gatolta meg (Otoom és mtsai, 1998).

A kétfazisa (alacsony koncentracioban serkentd, magas koncentracioban gatld) hatdsnak
nemcsak molekularis szintli magyarazata lehet. 3 piretroid in vivo hatasat vizsgalva a
hippocampusbdl torténd glutamat- és GABA-felszabadulasra kimutattak, hogy a deltametrin
dozisfiiggben noveli, a cihalotrin viszont csokkenti a glutamét-felszabadulast, mig az
alletrinnek bifazikus hatdsa van. A GABA-felszabadulds mennyisége mindig forditottan
aranyos a glutamatéval (Hossain és mtsai, 2008). A szerzék ugy értelmezik ezeket az
eredményeket, hogy valoszintileg eltérd preferencidval kotddnek a szerek a glutamaterg és a
GABA-erg neuronokhoz, és vagy a kozvetleniil a serkentd sejteken kifejtett hatas az erdsebb,
vagy az interneuronokon keresztiil megvalosuld kozvetett hatds. Az agyszeleten mért
mezdpotencidlokban szintén tiikkrozddik a serkentd €s gatlo idegsejtek mitkddése egyarant, igy

a mi eredményeinkben is szerepet jatszhat ilyesmi.

A rovidtava szinaptikus hatékonysagvaltozast vizsgald paros ingerléses tesztek koziil csak
a hippocampus szeleteken tapasztaltunk szignifikans eltérést, a legnagyobb koncentracioju,
40 uM-os eszfenvalerat-oldattal torténé kezelés soran: megnétt a rovidtava serkentdés, a
PPF mértéke. Az alap ingerlékenység a kontrollénal jelentdsen alacsonyabb volt ebben a
kezelési csoportban, igy ez az eredmény Osszhangban van a Zucker és Regehr 2002-es
cikkében leirt ,,szabalyszerliséggel”, miszerint az alap transzmisszi6 szint csokkenésekor a

facilitacio né.

A rovidtava szinaptikus hatékonysagvaltozadsok nagymértékben a preszinaptikus végzddés
intracellularis Ca®*-szintjétl fliggenek. A piretroidok feltételezett masodlagos célpontjai
kozott megtalaljuk a fesziiltségfiiggé Ca®*-csatornakat is. Egy elmélet szerint toxicitasukhoz
hozzajarul az is, hogy serkentik a neurotranszmitter-felszabadulast a preszinaptikusan
elhelyezkedd fesziltségfiiggd Ca**-csatornakon kifejtett aktivaldo hatasuk révén. Az
eszfenvalerat Ca**-csatorna hatdsa nem bizonyitott, ellentmondasos eredmények sziilettek

ezzel kapcsolathan. Patkany szinaptoszoma-preparatumokon vizsgalva mar a nM-0S
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koncentracio-tartomanyban a Ca**-bearamlas serkentését, és fokozott glutamat-felszabadulast
mutattak ki (Symington és mtsai, 2008), TTX jelenlétében, ez a kdzvetlen Ca?*-csatornakon
kifejtett hatast bizonyitja. Viszont Cao és mtsai 2011-ben neokortikalis sejttenyészeten
végzett kisérletei soran TTX-szel blokkolhatd volt az eszfenvalerat okozta Ca**-szint
emelkedés: eszerint nem kozvetlen a hatas, hanem a Na'-csatornak hosszabb nyitvatartasa
miatti depolarizacid valtja ki a Ca’*-csatornak aktivalodasat. igy ezek valosziniileg csak

masodlagos célpontok a mérgezés kialakulasaban (Soderlund, 2012).

Ami a hosszitava szinaptikus plaszticitast illeti, az LTP kivalthatosaga mindkét vizsgalt
agyteriileten gyengiilt az eszfenvalerat-kezelés hatdsara, a két kisebb koncentracié esetében
enyhén, a legnagyobbnal szignifikans mértékben. A piretroidokkal kapcsolatban nem talaltam
olyan adatot, amikor az LTP in vitro kivalthatésagat vizsgaltak. Viszont az altalanos
ingerlékenység csokkenése altalaban a hosszutava plaszticitds csokkenésével jar. A LTP
kivaltasiban elsédleges szerepe van a Ca’’-szint megemelkedésének a posztszinaptikus
végzOdésben. A Ca?* az NMDA-receptorokon keresztiil vagy pedig a fesziiltségfiiggd Ca®*-
csatorndkon keresztiil aramlik be a sejtbe, ezek pedig csak a sejt bizonyos mértékii
hipopolarizacidja esetén aktivalodnak, tehat a szinaptikus aktivitds a plaszticitas

kialakuldsanak eléfeltétele (Teyler, 1999).

In vivo kezelés utan kapott eredmények

Miutdan a Sumi-Alfat gyomorszonddval adagoltuk a patkdnyoknak az eszfenvaleratra
vonatkozo LDsg érték negyedrészének megfeleld dozisban, az allatok kb. 30%-anal stlyos
gorcsrohamok alakultak ki. Az eszfenvalerat a II. tipust piretroidok kozé tartozik, amelyek
nyaladzassal és rangdgorcsokkel jard mérgezési tlinetegyiittest okoznak (choreoathetosis and
salivation — CS syndrome) (Soderlund, 2012), mi is ilyen tiineteket figyeltiink meg az érintett

allatokon.

Az agyszovet altalanos ingerlékenységének csokkenésére utal viszont, hogy a neocortexben
kezelés utan egy ¢€s két nappal az EPSP kivaltasahoz sziikséges ingerlési kiiszobfesziiltség
megnovekedését tapasztaltuk. Hippocampusban a populacios spike nagysaga a kétnapos és
egyhetes csoportokban alacsonyabb volt, mint a kontroll esetben. Viszont tilserkentddésre
utalo jeleket is lathattunk, a kezelés utan két nappal a neokortikalis szeletekben az EPSP kés6i
komponense megnétt, hippocampusban pedig az egyhetes kezelt csoportban volt
szignifikansan nagyobb a masodik populacids spike amplitiddja, mint a kontrollnal. Ami a

plaszticitasi folyamatokat illeti, neocortexben a kezelés utan egy héttel a paros ingerlésnél
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jellemzé  gatlas  erdsodését lattuk a 20 ms-os intervallumnal. Neocortexben ¢és
hippocampusban egyarant csokkent hosszutavu plaszticitast tapasztaltunk, ez a hippocampalis

szeletekben a kezelés utan egy héttel szignifikdns mértékii volt.

Az oldoszerrel (xilollal) kezelt csoportbol késziilt szeletek miikodése nem kiilonbozott
jelentdsen a fiziologias sooldattal kezelt kontroll csoportétdl, csak a neocortex szeleteken mért
késdi (N2) komponens volt szignifikdnsan kisebb a féloras perfuzio utan. Ez az egyetlen
eltérés valosziniileg csak a véletlennek kdszonhetd, annal is inkabb, mert az in vitro
kezeléskor ezzel ellentétes hatdst tapasztaltunk ugyanerre a paraméterre. A
hordozoanyagoknak/olddszereknek ritkdn van 0©nallé toxikus hatdsuk, de a hatdanyag
farmakokinetikai  tulajdonsagait, felszivodasat gyakran befolyasolni képesek. Egy
tanulmanyban a kukoricaolajban oldott tiszta fenvalerat és egy fenvalerat készitmény (nagy
%-ban szerves oldoszer-tartalmi emulzid) akut toxicitasat hasonlitottak Ossze egéren.
Eredményeik alapjan a hordozdanyag megnovelte a toxicitast, a készitmény LDsp értéke
alacsonyabb, mint a tiszta fenvaleraté (Williamson és mtsai, 1989). A xilolra megéallapitott
kronikus NOAEL érték (a legnagyobb, karos hatdssal még nem rendelkezé dozis) 250
mg/testsulykg/nap (Faust, 1994), az altalunk alkalmazott d6zis ennek koriilbeliil kétszerese
volt, de csak egyszeri alkalommal kaptdk a patkanyok, igy nem valoszinii, hogy jelentdsebb
hatasa lett volna. A xilolrdl foként kronikus bevitel esetén mutattak ki idegrendszer-karositd

hatast, pl. tanulasi és memoria-deficitet (Hass és mtsai, 1997; Wang és mtsai, 1999).

A szakirodalomban kevés az olyan cikk, amely a piretroidok in vivo adagolasa utan elemi
idegrendszeri folyamatokra gyakorolt hatasr6l szamol be, inkabb viselkedésvizsgalati
eredményekbdl talalunk sokat. Porond-tesztben és nyolckart labirintusban legtobbszor az
altalanos aktivitas csokkenését tapasztaltak (Wolansky és mtsai, 2006), lehetséges, hogy ez az
aktivitascsokkenés szorongaskeltd hatds miatt alakul ki, amint azt a fenvaleratrol kimutattak
(De Sousa Spinoza és mtsai, 1999). A piretroidok hatassal vannak egyéb motoros funkciokra
(pl. a fogaserésséget csokkentik, rontjdk a motoros koordinaciot) és a szenzomotoros
integraciora is (pl. a megrezzenési reflex amplitudoja, lefutdsa valtozik) (Wolansky és Harrill,
2008). A mérgezési tiinetek, viselkedési valtozasok alapos leirasa a kockazatbecslés
szempontjabol is fontos, vitatott, hogy jogos-e a piretroidokat egy csoportként kezelve
kumulativ kockazatbecslést alkalmazni, vagy tobb csoportba kell-e sorolni dket (Weiner és
mtsai, 2009). Természetesen ezek az eredmények kozvetleniil nem Osszevethetdek az

agyszeleteken torténd mérésekkel, amikor izolalt neuronkorok aktivitasat vizsgaljuk.
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Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a Sumi-Alfa kezelés egyrészt az altalanos
ingerlékenység csokkenését okozta (kiiszobfesziiltség novekedése, a hippocampusban a POPS
amplitidéjanak csokkenése), masrészt pedig epileptiform kivaltott potencialokat is
megfigyelhettiink (a neocortexben N2 komponens ndvekedése, hippocampusban masodik
POPS megjelenése). In vivo mérésekben is kimutattak, hogy a cianocsoportot tartalmazé
piretroidok az EEG-n epileptiform aktivitast valtanak ki, viszont hatasukra a
szomatoszenzoros ¢és halléasi kivaltott potencidlok amplitidoja csdkken (Vijverberg és van den

Bercken, 1990).

A rovidtavu szinaptikus plaszticitas vizsgdlatakor neocortexben a kezelés utan egy héttel a
paros ingerlésnél jellemzd gatlads erdsodését lattuk a legrovidebb 20 ms-os intervallumnal,
hippocampusban a 200 ms-os intervallumnal. Egy masik szinapszisra jellemz6, kissé mas
hatteri, paros ingerléskor jelentkezd gatlas (a gyrus dentatusban fellépd rekurrens gatlas)
vizsgalatakor szintén a gatlds erdsodését irtdk le kozvetleniil oralis fenvalerat kezelés utan
(Gilbert és mtsai, 1989). Az alap EPSP meredekség egyébként ebben a kisérletben sem

valtozott, a mi eredményeinkhez hasonldan.

A hosszitavu szinaptikus plaszticitas vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy kezelt allatokbodl
szarmaz6 szeleteken az LTP-indukcié altalaban kisebb mértékii novekedést valtott ki a
kivaltott valaszok amplitiddjaban, mint a kontroll esetben. Ez jol egyezik az in vitro
kezeléssel kapott eredményekkel. Az LTP-t a tanulds €és memoria szinapszis szintll
modelljének tekintik. Szamos vizsgalatban kimutattak, hogy a fenvalerat illetve eszfenvalerat
expozicionak karos hatasa van a kisérleti allatok tanulasi folyamataira, az emléknyomok
tarolasara. Fiatal posztnatalis korban egereket két héten at 5 mg/kg-os dozisban fenvalerattal
kezelve a Morris-féle vizi labirintusban csokkent teljesitményt tapasztaltak, csokkent a
platform helye feletti atiszasok szdma, tehat a szer rontotta a térbeli tanulds hatékonysagat
(Zhang és mtsai, 2008). Egy félelmi kondicionalas-teszt, az Uin. ,,stepdown test” soran az
allatoknak azt kell megjegyezniiik, hogy ha lelépnek a dobozban talalhatd platformroél, akkor
a ketrec padlojan keresztiil aramiitést kapnak. Fenvalerattal kezelt egerekben a tévedések
szama nott, a lelépés latenciaja csokkent (Gao és mitsai, 2009). A fenvalerattal kezelt
patkanyokban pedig az operans kondicionalds €s az aktiv elkeriiléses tanuldsi tesztek soran

tapasztaltak gyengébb teljesitményt, mint a kontroll allatokban (Moniz és mtsai, 1994).

A szeletek goreskészségét eredményeink szerint nem befolyasolta a Sumi-Alfa kezelés, a 4-

amino-piridinnel kivaltott spontan aktivitds a kezelt szeletekben nem kiilonbozott
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szignifikdnsan a kontrolltol. Bar az eszfenvalerat akut médon epileptikus gorcsoket valt ki, a
gorcsaktivitdas a kezelés utdn néhany oraval megsziinik. A méréseink a kezelés utan 1-7
nappal torténtek, ekkor mar spontan epileptiform tevékenység nem is varhatd. A gorcskeltd
iranti érzékenység megvaltozasat sem sikeriilt kimutatnunk, de ezek az adatok nagyon

szortak.

Ami az eszfenvalerat farmakokinetikajat illeti, az oralis uton bejutott szer néhany napon
beliil kitiriil a szervezetb6l. Az altalunk alkalmazottnal joval alacsonyabb dézisban (2,5
mg/kg) patkanyoknak és egereknek beadott radioaktivan jelzett eszfenvaleratbol 2 napon
beliil az anyag tobb mint 90%-a tdvozott a vizelettel ill. széklettel. Kis mennyiségii anyag
viszont még a beadds utdn 7 nappal is jelen volt az éallatok szervezetében, foként a

zsirszovetben talaltak maradvanyokat (Isobe és mtsai, 1990).

Mi még a kezelés utan 7 nappal is tapasztaltunk elvaltozasokat, a hippocampusban
epileptiform populacios spike-okat mértiink (az elsé csucs csokkent amplitidoju volt, a
masodik a kontrollnal nagyobb), és az LTP soran tapasztalhato amplitido-ndvekedés is
szignifikdnsan elmaradt a kontroll szeletekétdl. Ekkor mar valosziniileg nincs jelentds
mennyiségll szer az allatok szervezetében, hanem az akut hataskor fellépd valtozasok még

nem csengtek le, kompenzacids mechanizmusok is beindulhatnak.
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Konklazié - az agyszeleten végzett elektrofizioldgiai mérések

hasznalhat6saga a rovarirtoszerek toxicitasi vizsgalataban

A rovarirtoszerek nagy részét idegrendszeri célpontok ellen fejlesztették ki, ezért kézenfekvod
az emlOsOk szervezetére kifejtett esetleges karos hatdsaikat idegrendszeri modell rendszeren,
igy talélé agyszeleten vizsgalni. Az ex Vivo és in vitro technikdk egyre nagyobb szerepet
kapnak a toxikologiai vizsgalatokban ¢€s a kockazatbecslésben, hiszen vilagszerte az
allatkisérletek visszaszoritasara torekszenek. A taléld agyszelet technikdval megvaldsithato
pl. a kisérleti allatok szdmanak csokkentése, hiszen egy allatbdl tobb preparatum nyerhetd,
amelyek kiilonb6z6 mddon kezelhetdk, esetleg kiilonbozd mérések végezhetdk rajtuk. Ha
nem az allatokat kezeljiikk, hanem az agyszeleteket in vitro, akkor az allatokat még a kezelés
okozta diszkomforttdl, rosszulléttol is megkimélhetjiik. Természetesen a kisérletek egy részét
mindenképpen ¢l6 allatokon kell elvégezni, hiszen példaul a szerek felszivodasat,
metabolizmusat, a vér-agy gaton vald atjutdsukat meg kell ismerni az izolalt szerveken

végzett mérések elott.

A tlél6 agyszelet technikanak szamos elénye és ugyanakkor hatranya is van. A hatranyok
koz¢ sorolhatjuk, hogy a teljes szervezetbdl kiszakitott alrendszerrdl van sz6, igy nagyon sok
modulald hatas nincs jelen a mérés soran (hormonok, névekedési faktorok, extraszinaptikus
neuromodulatorok). A folyamatos, mesterséges agyfolyadékkal torténd perfuzido kimossa a
szeletben termel6dd, endogén modulator anyagokat is. Emiatt, és a szeletelési folyamat miatt
is, az agyszeletek ingerelhetsége, a serkentd és gatld folyamatok egyensulya kiilonbozik az
in vivo szituaciotol, pl. a spontan aktivitas alacsonyabb. Altalaban csak egy monoszinaptikus
palya vizsgalhato egy szeleten belill, igy az idegi halozatok nagyon egyszerisitett
modelljének tekinthetd. Egyszerlisége egyben eldnyei kdz¢ is tartozik: pl. egy bizonyos anyag
szinapszisokra gyakorolt hatdsidt az idegrendszer, a szervezet tobbi része altal kifejtett
»zavard” hatasok nélkiil tanulményozhatjuk. Nagy elonye az agyszelet technikanak a konnyen
modosithatd kornyezet: a perfuzids oldattal vagy lokalisan barmilyen anyagot, farmakoldgiai
modulatort juttathatunk a szeletre (Teyler, 1999). A rovarirtészerek esetében ez az
anyagadagolds sok esetben problémads, hiszen altaldban vizben nehezen oldodo, lipofil
anyagokrol van sz, igy a készitményekben szerves oldoszerek, emulgealdszerek is lehetnek,
amelyek hatasat kiilon is meg kell vizsgalni. Viszont, mivel az ¢l6lények ebben a forméban
érintkezhetnek az anyagokkal, relevans a forgalomban 1évd készitmények vizsgalata a

kockazatbecsléshez. A tiszta hatdanyag oldasakor pedig DMSO vagy egyéb detergens

78



alkalmazasa sziikséges. Foként az ilyen lipofil anyagok esetében a perfiizids oldatban fennallo
szer-koncentraci6 csak nomindlisnak tekinthetd és nem feltétleniil egyezik meg azzal a
koncentracioval, amely az agyszelet belsejében, a mérés helyén fennall, lehet alacsonyabb az
akadalyozott diffuzié6 miatt, de ecléfordulhat az agyszovet nagy zsirtartalma miatti

felhalmozodas is.

Mindezen szempontok figyelembe vételével az agyszeleteken végzett mezOpotencialok
mérése egy viszonylag egyszerli, gyors technika a rovarirtdszerek emldsokre (igy az emberre)
kifejtett hatasainak vizsgalatara. Segitségével megallapithatd, hogy az emlds idegszovetre
gyakorolt hatds mechanizmusaban, mennyiségi viszonyaiban mennyire hasonlo a rovar-
idegrendszeren kifejtett hatdsokhoz. Az emldsok nem cél-szervezetek (,,non-target organism”)
a rovarirtoszerek szempontjabol; altalaban minél korszerlibb szerr6l van sz6, anndl inkabb
szelektiv a hatas a rovarokra nézve és annal kevésbé karositja a nem célszervezeteket. Viszont
a célpont-molekuldknak az allatvilagon beliil fenndlld evolicids rokonsag miatt a hatdsok
soha nem lesznek teljesen elhanyagolhatdak, legfeljebb a nem-cél szervezeteknek a szer iranti
érzékenysége csokkenthetd. Mivel a rovarirtdszereknek valo kitettség nem zarhat6 ki teljesen
— balesetek bekovetkezésekor nagy dozisti expozicio torténhet vagy a taplaléklancon at
kronikus modon, alacsony ddzisban juthatnak szervezetiinkbe illetve a kdrnyezetbe ezek az
anyagok —, fontos az agrokemikalidk hatasmechanizmusanak minél alaposabb megismerése

kornyezet-egészségligyi €és kornyezetvédelmi szempontbol egyarant.
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Osszefoglalo

A kornyezetiinkben alkalmazott kémiai anyagok koziil az egészségre az egyik legnagyobb
vesz¢élyt a rovarirtoszerek jelentik, hiszen az evolucids rokonsag miatt a rovarok szamara
mérgezd anyagok az emberre is tobbé-kevésbé karos hatdssal vannak. Sok rovarirtdszer
célpontja az idegrendszerben talalhatd neurotranszmitter-receptor vagy ioncsatorna, igy
ezeket a szereket neurobiologiai modszerekkel tanulmanyozni lehet. Dolgozatomban
haromféle, (a kozelmultban vagy jelenleg 1is) elterjedten hasznalt, kiilonféle
hatasmechanizmust rovarirtdszer-készitmény hatasat vizsgaltam patkanybol késziilt taléld

agyszeleteken elektrofiziologiai moédszerrel, extracellularis mezdpotencialok elemzésével.

A Bancol® (hatbanyaga a bensultap) a neonikotinoidok kozé tartozé szer, a nikotinos
receptorokon fejt ki modulald (koncentraciotol fiiggben agonista ill. antagonista) hatast. A
rovarok szervezetében nagy mennyiségben eléforduld acetilkolin-receptor-tipus az emldsok
agyaban is fontos szerepet jatszik, moduldlja a haldzatok aktivitasi szintjét, €s a tanuldsban,
memoria-folyamatokban is nélkiilozhetetlen. Az agykérgi szeletek tapfolyadékaban oldott
bensultap a kivaltott serkentd posztszinaptikus potencialok (EPSP-K) amplituddjat novelte
(agonista hatas). A tanulds szinaptikus modelljének tekintett hosszatavi szinaptikus

potenciacio (LTP) hatékonysaga viszont a szer hatasara romlott (antagonista hatas).

A fenilpirazol csaladba tartoz6 Regent® (hatbanyaga a fipronil) az ionotrop GABA-
receptorokon fejt ki antagonista hatdst. A GABA a rovarok és az emlésok idegrendszerében
egyarant a legfontosabb gatld transzmitter, hatdsdnak csokkentése a neuronhdl6zatok
tilserkentddéséhez vezet. A perfuziés oldatban adagolt fipronil a kérgi EPSP-k
amplitidojanak novekedését ¢és serkentddésre utaldo, nagyobb latenciaji komponensek

megjelenését eredményezte. Az LTP hatékonysagat szintén novelte.

A piretroid tipusa Sumi-Alfa” (hatéanyaga az eszfenvalerat) a fesziiltségfiiggd Na'-csatorndk
agonistaja. Ezek az ioncsatorndk minden ingerlékeny sejttipuson megtalalhatoak, az akcids
potencialok 1étrehozéasaért és vezetéséért felelések. A piretroidok a csatorna nyitvatartasi
idejét novelik, igy talserkentettség 1ép fel, tobbszoros kisiilések jelennek meg, viszont egy
bizonyos membranpotencial-értéken til mar depolarizacids blokk kdvetkezik be, megszlinnek
az akcids potencidlok. Ezért az alkalmazott preparatumtol, koncentraciotol, kezelési 1do6tol
fliggben a hatas valtozo tipusu, serkentd vagy gatld lehet. A haromféle koncentracioban in

vitro adagolt eszfenvalerat a neocortex- és hippocampus-szeletek miikodésére egyarant inkabb
80



gatlo hatassal volt, csokkentette az EPSP-k illetve populacios spike-ok (POPS) amplitudojat
(a kisebb alkalmazott koncentraciok esetében nem szignifikdns mértékii ndvekedés is
megfigyelhetd volt). Az LTP kivalthatoésaga szintén csokkent a kezelt szeletek esetében
(foként a legnagyobb alkalmazott koncentracional). In vivo, gyomorszondaval torténéd
eszfenvalerat-beadas esetén szintén lattunk az altalanos ingerlékenység csokkenésére utalo
jeleket (ingerlési kiiszobfesziiltség novekedése, a hippocampusban a POPS amplitid6janak
csOkkenése), masrészt pedig epileptiform kivaltott potencidlokat is megfigyelhettiink (a
neocortexben a késéi komponens névekedése, hippocampusban masodik POPS megjelenése).
Ahogyan az in vitro adagolasanal, ennél a kezelési modnal is megfigyelhetd volt az LTP
csOkkent mértéke. A kérgi szeletek gorcskészségét azonban a kezelés szamottevoen nem

befolyasolta.

Osszességében a patkany tulélé agyszeleten torténd extracellularis kivaltott potencialok
elemzése alkalmas arra, hogy kiilonféle kornyezeti szennyez6 anyagoknak az alapvetd
szinaptikus folyamatokra gyakorolt hatasat vizsgdljuk. A haromféle rovarirtdszer
tanulmanyozasakor minden esetben kimutathato volt az emlds idegrendszerre kifejtett hatas,
az eredmények a szakirodalmi adatok ismeretében értelmezhetdek voltak. A rovarirtdszerek
idegrendszeri hatdsainak vizsgalatdhoz ez egy viszonylag egyszerll tesztrendszer, amely a

klasszikus toxikoldgiai vizsgalatokhoz képest kevesebb kisérleti allatot igényel.
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Summary

Among the many chemical substances present in our environment, one of the greatest risk
factors for human health is insecticides; chemicals that are toxic to insects may have harmful
effects for humans due to their evolutionary relationship in the animal kingdom. The
molecular targets of several insecticides are neurotransmitter receptors or ion channels present
in the nervous system, this fact allows studying their effects with neurobiological methods. In
my thesis, | examine the effects of three insecticides with different mechanisms of action,
which are widely used now or were being used recently. The study was carried out on
surviving rat brain slices with electrophysiological methods, by recording and analyzing
extracellular field potentials.

Bancol® (active ingredient: bensultap) belongs to the neonicotinoid group, it modulates
nicotinic acetyl-choline receptors, acting as their agonist or antagonist depending on
concentration. This type of receptor is very abundant in the nervous system of insects and it
plays an important role in the mammalian brain also, by modulating the activity level of
neuronal networks, and it is also indispensable in learning and memory processes. When
dissolved in the perfusion solution of neocortical slices, bensultap increased the amplitude of
evoked excitatory postsynaptic potentials (EPSPs) (agonistic effect). In contrast, the efficacy
of long-term synaptic potentiation (LTP), which is considered as the synaptic model of

learning, decreased due to treatment (antagonistic effect).

The phenylpyrazole Regent® (active ingredient: fipronil) is an antagonist of ionotropic
GABA-receptors. GABA is the most important inhibitory neurotransmitter in both insect and
mammalian nervous system; the inhibition of GABAergic transmission leads to
overexcitation of neuronal networks. Dissolution of fipronil in the perfusion solution of the
slices resulted in the increase in amplitude of cortical EPSPs and in the occurrence of late
components, which indicate an increase in excitability. The efficacy of LTP was also

increased.

The pyrethroid type insecticide Sumi-Alfa® (active ingredient: esfenvalerate) is an agonist of
voltage-gated Na™ channels. These ion channels are present on all excitable cell types, they
are responsible for the generation and propagation of action potentials. Pyrethroids prolong
the opening time of the channels, thus leading to overexcitation and repetitive firing, but
beyond a critical membrane potential value depolarization block occurs, action potentials
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disappear. For this reason, the effect of pyrethroids may be different, excitatory or inhibitory,
depending on the applied preparation, on concentration and treatment time. Esfenvalerate
applied in vitro at three different concentrations had rather inhibitory effects on the functions
of neocortical and hippocampal slices: it decreased the amplitude of EPSPs and population
spikes (POPS); in case of the lower concentrations, non-significant increases could also be
observed. Also the efficacy of LTP-induction was reduced in treated slices, mostly in case of
the largest applied concentration. In vivo, intragastric esfenvalerate treatment resulted in signs
indicating the decrease of general excitability (increase of voltage threshold, decrease of
POPS amplitude in hippocampus), on the other hand, also epileptiform evoked potentials
occurred (increase of late component in neocortex, appearance of a second POPS in
hippocampus). Similarly to the experiments using in vitro treatment, this treatment also
reduced the extent of LTP. However, seizure susceptibility of neocortical slices was not

significantly influenced.

To summarize, the analysis of extracellular evoked potentials on rat surviving brain slices is a
suitable method to examine the effects of different environmental pollutants on basic synaptic
processes. Concerning the study with the three insecticides, mammalian nervous system
effects were evidenced in all cases and the interpretation of results was possible on the basis
of the scientific literature. This is a relatively simple test system suitable to examine nervous
system effects of insecticides, requiring less experimental animals than classical toxicological

methods.
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