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PROJEKT

Uj, az idegi aktivitas megvaltozasanak nyomon koévetésére alkalmas
toxikoldgia tesztrendszer

Az idegi mikodés €s annak valtozasa az idegsejtek elektromos tulajdonsagainak mérésével jol
nyomon kovethetd. Ezzel parhuzamosan az aktivitds hatterében 1év0 membranfehérjék
mennyiségi viszonyai is megvaltozhatnak, ami megfelelé modszerekkel szintén Kimutathato. A
palyazat keretein beliil a mikotoxinok hatasanak elemzésére egy olyan in vitro tesztrendszert
alakitottunk ki, mely tobb szempont szerint alkalmas a toxikus anyagok hatdsanak elemzésére.
A tesztrendszer Gjdonséaga, egyedisége, hogy kiillonbozé kezeléseket kdvetden egy vizsgalati
metodika-kombinacioban szisztematikusan Osszevethetd eredményeket szolgaltat az elemi
idegi mukodés €s az idegi haldzati aktivitds megvaltozasara vonatkozoan. Az adott palyazat
keretein kiviil is alkalmas egyéb anyagok toxikus hatasanak tesztelésére

A Kisérleti minta, az agyszelet prepardatum készitése

Ezekhez a vizsgalatokhoz kisérleti allatként laboratoriumi patkanyok vagy egerek
hasznalhatok. Az allatok megfeleld6 mélységig torténd altatasa utan az agy kivételre kertil, és a
vizsgalando régiobol 300-400 pm vastag, €16 metszetek késziilnek. Ezek a szeletek megfeleld
inkubal6 oldatban (mesterséges agyfolyadék: 126 mM NaCl; 26 mM NaHCO3; 1,8 mM KClI,
1,25 mM KH2PO4; 1,3 mM MgS04; 2,4 mM CaCl2; 10 mM gliikdz) hosszabb ideig életben
tarthatok. EQy-egy agyszelet keriil az adott vizsgalati eszkzben mérésre, ahol a preparatum
megfeleld ideji tuléléséhez a kdzeg biztositott (dtaramld mesterséges agyfolyadék, allando
homérseklet, megfeleld oxigén- €s tdpanyagellatas).

A talélo agyszeletek késziilhetnek in vivo elokezelt allatokbol, ebben az esetben akut (azonnali),
szubkronikus (4 hét) vagy kronikus (tobb hét vagy honap) anyagadasokat kdvetden keriil az
agyl minta feldolgozasra. Akut kezelések kivitelezheték azonban oly moddon is, hogy az
agyszeletek elkészitése utan tessziik ki ezeket toxinhatdsnak meghatarozott ideig torténd
hatéanyagot (toxint) tartalmazo6 oldatban val6 inkubalassal, vagy esetleg a mérés soran torténd
kozvetlen, a perfizids oldatban valo adagolassal. Adott hatdanyag kiilonb6z6 ddzisban torténd
adagolasa dozis-hatas gorbék felvételére is lehetdséget ad. EQy-egy vizsgalati allatbol nagyobb
szamu minta keriilhet elemzésre, igy a kiilonb6z6 technikakkal ugyanabbol az allatbol késziilt
agyszeletek tanulméanyozhatok, az eredmények jobban Gsszevethetdk, csokkentheték az adott
mennyiségli vizsgalat elvégzéséhez sziikséges allatszamok, ami 0sszhangban all az allatok
védelmérdl sz6l6 rendelkezésekkel.



Az tesztelés soran alkalmazott mérési protokollok, méréstechnikdk révid bemutatasa

1. Patch clamp vizsgalatok — sejtmembran paraméterek mérése

Ezzel a vizsgalati modszerrel meghatarozhatok egyetlen sejtbe helyezett tiveg mikroelektroda
segitségével az adott neuron elektromos membrantulajdonsagai, igy a toxinhatdsok jol
mérhetok. A vizsgélat soran a mérdelektrodan keresztiil aramlépcsés ingerléssel kivaltott
membranpotencial valtozasok alapjan a toxikus hatas kialakulasdban érintett fesziiltségfiiggd
ioncsatorndk meghatarozhatok.

l.abra: Az abra A és B részén az
aramlépcsok hatasara kialakulo
membranpotencial valtozasokra lathato
példa. Eltérés mutatkozik a kontroll és
toxinhatdsnak kitett neuronok valaszaiban.
A C-F abrarész a mérési eredmények
ertékelésére mutat példat. A toxinkezelések
hatasara jelentds eltérések tapasztalhatok
az ellendllasi viszonyokban, és a tiizelési
Mintdazatban.
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2. Kivaltott potencial mérések — sejtcsoportok aktivitasanak jellemzésére

A kiilonb6z6 agyteriiletekrol szarmazo t0lélo szeletek normal tapoldatban nem mutatnak
mérhetd spontan aktivitdst. Ha mérdelektrodokat helyeziink el adott teriileten a sejtkdzotti
térben, és a befutdo fehérallomanyi rostokat ingereljiik, akkor az adott teriiletre jellemz6
mintazatu kivaltott mezdpotenciadlok mérhetdk. Ezen kivaltott valaszok megvaltozasa utal az
adott toxin esetleges idegi aktivitast befolyasold hatasara. A kivaltott szinaptikus valaszok
jellegzetes paramétereinek elemzésével képet kaphatunk arrdl, hogy milyen, a valaszadas
hatterében alld6 mechanizmus lehet érintett az adott hatdéanyag altal.

2.4abra: Az abrdakon kiilonbozo agyteriiletek
Jjellemzé kivaltott vilaszai lathatok. Az A panel az
agykérgi, a B az accumbens mag, a C pedig a
hippocampus kivaltott szinaptikus vailaszat
mutatja. A kivaltott valaszok megjelenési
latencidja, az egyes hullamok amplitudo
Vdltozasa, a kivaltott valaszok felfutasi
meredekségének jovaltozas jo paraméter az
anyaghatasok jellemzésére.




3. A szinaptikus hatékonysag hosszutavi valtozasanak tesztelése (LTP indukcio)

A kiilonb6z0 toxinok idegi aktivitast befolyasold hatdsa nem csak az alapaktivitasra kifejtett
hatasaban mutatkozhat meg, hanem a szinaptikus mikodés hatékonysagat is megvaltoztathatja.
Kiilondsen a hosszutavu valaszadasi készség modosulasa jelentds ebbdl a szempontbdl. Nagy
szakirodalma van az Un. LTP indukcio jelenségének. Roviden, ezekben a mérésekben
folyamatos ingerléssel kivaltott mezOpotencial valaszok detektalhatok, melyek amplitidoja egy
rovid, nagyfrekvencias ingerlést kovetden jelentésen megvaltozhat. Ha hosszabb ideig fennallo
amplitidé novekedést tapasztalunk, akkor az a szinaptikus hatékonysag novekedésére utal.
Ennek mértékét befolydsolhatjak a kiilonb6zo toxinhatasok.

3.abra: Az dbran lathato egy példa a kiilonbozé dozisban
adott toxin LTP indukciot befolyasolo hatdasara. Az
alapvalasz indukciot (TBS — révid idejii elektromos
stimulasas) kévetd novekedése a kontrollhoz képes
Jelentds mértékben, dozisfiiggden csokken egy mikotoxin,
a ZEA eldkezelés hatasdara. Az x tengelyen az ido lathato
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4. Az epileptikus aktivitasra valo hajlam valtozasanak tesztelése

Amint azt az el6zéekben mar bemutattuk, standard tapoldatban a szeletek nem mutatnak
spontan aktivitast. Kiilonbozé gorcskeltd hatdsu anyagokkal azonban indukalhaté spontan
aktivitas, Un. epileptikus gorcskisiilés, mely a szovetbe helyezett iiveg mérdelektrodokkal
detektalhatd. A  gorcsaktivitds megjelenési latencidjanak, a kisililések hosszanak,
frekvencidjanak, belsd mintdzatanak elemzése szintén jo jellemzdje lehet a toxinhatasoknak. A
mitkddés fokozodas jelentds érzékenyitddésre, a lassulds gatlasra utal

A 4.4bra: Az abran egy példa lathato az epileptikus
gorcsaktivitas mintazatanak megvaltozasara. Az A
panel kontroll esetben mutatja a géreskeltd oldat
hatasara kialakulo spontan aktivitast. A kis inzerten
B __lesowv nagyobb iddfelbontasban is lathato a kisiilések belsd
{1 mintazata. A B panel egy toxinkezelés hatasat
mutatja. Jelen esetben az epileptikus aktivitas

kialakulasanak jelentés mértéekii gatlasa figyelheto
_Jesonv meg.
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5. Sokcsatornas elektrodrendszerrel (MEA) torténd mérések - aktivitas terjedésének

mérése

Az agyszeletek aktivitasanak mérése kivitelezhetd egyidében sok elvezetési pontot alkalmazva
is. Ezekben a mérérendszerekben azonban nem iiveg, hanem pontszerii fémelektrodokat
hasznalnak. Ebben a vizsgélati rendszerben is indukalhaté epileptikus kistilés, de mas ritmusu
aktivitas is kivalthato a tapoldat Osszetételének modositasaval. Az egyes elektrodok ingerld
elektrédként is hasznalhatok, és igy mérhetd kivaltott mezOpotencial is. A spontan aktivitas
mintazatanak elemzése lehetdséget ad az aktivitas terjedésének meghatarozasara, igy a toxikus
anyagok idegi vezetési sebességet befolyasold hatasa is elemezhetd.
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5.4bra: Az dbra bal oldali részén 60 csatornas

| elvezetési rendszerben mért, agykeérgi szeletben

kivaltott epileptikus aktivitas regisztrdatuma

lathato. Az aktivitas a szelet minden részén

)y meérhetd, de nem mindenhol egyforma intenzitasu.
= Ajobb oldali részen lathatd, hogy a kiilonbozd

elektrodokon mért jelek idobeli eltérése alapjan a

vezetés sebesség meghatarozhato.

6. Hisztoblott vizsgalatok transzmitterreceptor- és egyéb membranfehérjék

valtozasanak tesztelésére

A kiilonb6z6 in vivo kezelések hatasara, kiilondsen a hosszabb ideig tartd, vagy nagyobb
intenzitdsu behatdsokat kdvetden feltételezhetd, hogy a szinaptikus atvitel hatékonysdgaban
alapvetd szerepet jatszo transzmitterreceptorok mennyisége és aranya is valtozik. Ennek
kimutataséra kindl j6 lehetdséget a hisztoblott technika. A toxikus anyagokkal valo kezeléseket
kovetden az agyakbodl vékony szeleteket vagva immunreakciokkal a receptorok detektalhatok,
megfeleld specifikus festések alapjan a mennyiségi viszonyok meghatarozhatok.

GluR1-4
paimowve v vi
..... g ;;..ﬁ"\i

S
0 2 4 6 8 101214 16 18 20

6.abra: Az dbran lévé metszeteken lathato, hogy az
immunologiai festésen dtesett agyszeletek egyes
teriiletein az adott receptorok mennyisége eltérést
mutat. A kontroll és a kezelésen atesett dllatokbol
szdarmazo szeletek egyes teriiletein az optikai denzitds
(OD) dsszevetésével megallapithato a valtozdasok
mértéke és iranya. A grafikonon az agykéreg kiilonbozo
rétegeiben mért értékek mutatjak, hogy a serkento
aminosav transzmitter receptorok (GIuR) mennyisége a
kezelés hatasdara minden rétegben jelentos mértékben
lecsokkent, ami a serkenthetéség csékkenését
eredmeényezheti. (a grafikon a romai szamok az egyes
agykérgi rétegeKet jelolik).

A javasolt tesztrendszer a bemutatott elektrofiziologiai mérési technikakat rendszerszeriien
alkalmazva, kiegészitve a specifikus szovettani modszerrel alkalmas a kiilonb6zd toxikus
hatasu anyagok, igy a mikotoxinok alapvetd idegi hatdsanak elemzésére.




