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Temafelvetes

A fumonizin Bl (FB1) a gabonandvényeket fert6z6, szantofoldi
mikroszkopikus gombdk (fdoleg Fusarium fajok) altal termelt toxin. A
gomba maga, és a toxin is gatolhatja a névény fejlodését, de a
fert6z6tt termés takarmanyként vagy taplalékként valé fogyasztasa
veszélyes hatdssal lehet az dllatokra vagy az emberekre is. Az ismert,
hogy az FB1 befolyasolja a sejthartyaban taldlhaté szfingolipidek
bioszintézisét, igy hosszabb tavi neurondlis elvdltozdasok hdtterében
dllhat. Vannak adatok arra vonatkozéan, hogy a kronikus FB1 hatds
miatt az idegi hadlozati aktivitds gatlodik, esetlegesen rendellenességek
alakulnak ki a fejlodo idegrendszerben, a rovid tavd hatasok
mechanizmusa azonban még kevésbé feltart. Ujabb vizsgadlatok idegi
sejttenyészetekben akut serkenté FB1 hatast igazoltak Ca?*-imaging
eljarast alkalmazva. Ezen megfigyelések ismeretében terveztik meg
kisérleteinket, arra voltunk kivancsiak, hogy milyen idegi sejtféleségen
fejti ki a hatdsat elsésorban a toxin, illetve hogy elektromos aktivitas
mérésekkel kimutathato-e idegsejteket érinté akut miikodésbeli
valtozas ex vivo ill. in vivo rendszerekben.

Modszerek és anyagok

Ele thképesséqgi vizsgalatok szévettenyészetben

« Tiszta agykérgi neuron tenyészet (14-15 napos egér embriobol)
« Tiszta asztrocita tenyészet (2-3 napos egérbal)
« 10-% - 5*10-5 M FB1 koncentracio

« 24 és 48 ords FB1 kezelés
« MTT alapu életképesség teszt

Ex vivo elektrofiziologia

« Him Wistar patkanyok (1.5 - 3 honap k6zott)

« 400 pm vastag horizontalis vagy korondlis szeletek

« Elokekezelés: 30 percig 10, 50 vagy 100 yM FB1 tartalmi ACSF-fel
(artificial cerebro-spinal fluid)

- Spontan epileptikus aktivitds regisztrdlasa kérgi szeletben
magnhéziummentes oldatban (MFR)

elokezelés Spontan aktivitas teszt
30 perc 60 perc
ACSF/10 uM/50 uM/100 uM FBlI ACSF/MFR

« LTP indukdlhatosdg vizsgalata hippokampalis szeletben

el6kezelés
30 perc 10 perc I 30 perc
ACSF/10 uM/50 uM/100 pM FB1 | v
LTP-indukcio

« Statisztikai analizis: egyutas ANOVA Student-Newman-Keuls post hoc teszt

p<0,05 * p<0,01 ** p<0,001 ***

In vivo elektrofiziologia

« him Wistar patkdnyok (300-465 g: n=12)

 uretdn anesztézia (1,2 g/kg i.p.)

« Két kisérleti dllatcsoport: két fizioldgias sdoldat injekcio (kettds
kontroll; n=6) és fiz.s6 majd fumonisin injekciéo (n=6)

« kivaltott potencialok (KP) regisztrdldsa a primer szomatoszenzoros

kéreg hatso lab reprezentdcios teriletérdl a nervus ischiadicus
elektromos ingerlése utan (ingerlési frekvencia: 0,1 Hz)

« 210 perc hosszi regisztralas

« KP analizis: amplitido, latencia, meredekség (a valaszok els6 3,5 ms-
os szakasza alapjan), integral (gorbe alatti terilet a KP-k elsé 21
ms hosszu szakaszanal)

 statisztika: egyutas ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc teszt

alap-
szakasz 2.

alap-
szakasz 1.

elsd fiz.s6 injekcid (kettds kontroll) masodik fiz.sé injekcid (kettds kontroll)
fiz. s6 injekcid (fiz.s6-fumonisin) FB1 injekcid (7,5 mg/kg i.p.; fiz.s6-FB1)

Immunhisztokémia

* him patkdanyok (310-340 g : n= 14)

« i.p. 7,5 mg/kg FB1 vagy fiziologids séoldatot kaptak
« Két ora milva transzkardidlis perfuzios fixdlas

« 50 ym vastag metszetek az agybdl

« immunhisztokémiai festés c-fos aktivitas kimutatasahoz nikkel-DAB
peroxidaz technikdval.

« 2,12 mm2-nyi teriiletekrdl fénykép készitése a szomatoszenzoros kéreg, a
hippokampusz és az arcuatus mag teriletén.

A c-fos-pozitiv sejtek szamolasa ImageJ programmal
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Eredmények

Ele thképességi vizsgdlatok szévettenyészetben

Kortikalis neuron tenyészeteken az

e A . . . A >98%-o0s tisztasdgli primér
FB1 24 és 48 oras kezelések hatasa Kortikalis asztroglia tenyészeten az ° gt P

asztroglia tenyészetekben az FB1

] A  kérgi neuron tenyészetekben EB1 24 65 48 614 ; .
140 - s o0, . i 180 4 és 48 oras kezelés hatasa -7 4 -5 ,
| 5*10-> M koncentrdciondl jelentds | 107 és 10> M tartomanyban
120 - . sy életképesség csokkenést 160 1 mar 24h utan fokozta a sejtek
ool 2 ' SRR ; tapasztaltunk. A tébb mint 95%- g 17 eletkepesseget. 48h utan mar a
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} ban embriondlis agykérgi neuront g 127 : S 10 eés 5x10** M eseten is
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. 10-¢ M koncentrdcié6 alatt az < 80 fokozodasa. Toxikus hatast egyik
» életképességben szignifikdns 2 e alkaltnazoﬂ FB1  koncentracio
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10° 10° 107 10° 10° 10" ki. 10° 10° 107 10° 10° 10" seJ'I'ekr'e nincs toxikus hatasa.
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24, illetve 48 ords FB1-kezelés hatdsa kortikdlis neuron, illetve asztroglia sejtek relativ életképességére. Az FB1 koncentrdciot logaritmikus skalan tintet ik
fel, az adatok az aﬂag + s.e.m. értékeket jelzik. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001, a csak oldoszerrel (0,5% DMSO) kezelt tenyészetekben mért

értékekhez viszonyitva.

Ex vivo elektrofiziologia

Spontan aktivitas a szomatoszenszoros és az entorhinalis kéreg 2/3. rétegében Hippokampalis LTP indukalhatésag

A méroelektrodok pozicidja

Az MFR-ben megnott a spontan aktivitds frekvenciaja és amplitidoja.
Az FBl1 jelentdsen megvdltoztatta az MFR hatdsat. Kisebb
frekvenciaval, hosszabb burst-ok jelentkeztek, az amplitidoértékek
novekedtek, a megjelenési latenciaidé révidebb lett.
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Az FB1 kezelés hatasdra koncentrdciofiiggoen nott a kivaltott valaszok
amplitidoja. Kisebb koncentrdacioban az FBl1 noévelte az LTP-
indukalhatosdgot, azonban nagyobb koncentrdcioban azonban gatolta azt.

In vivo elektrofiziologia |\mmunhisztokémia

FB1 Kontroll

A KP amplitadok relativ valtozasai fiziologias s6oldat illetve fumonisin beadas utan

Reprezentativ vdlaszok a 2-es/3-as rétegbdl és az 5-6s rétegbdl az

Szomatoszenzoros kéreg
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aktivitdsara. A bal oldalon 3 agyteriiletrdl szarmazé Fos-immunfestett
A fiziologids sooldat és a fumonisin (7,5 mg/kg i.p.) injekciok utan a metszetek lathatoak, az immunreaktivitds a sejtmagban lokalizalodik.
szomatoszenzoros kivdltott potencidlok egyik elemzett paraméterében A jobb oldali grafikonok a sejtszdmoldsok kvantitativ eredményeit
(amplitido, latencia, meredekség , integrdl) sem taldltunk szignifikans mutatjdk, melyek szerint egyik agyterileten sem volt véltozds az

vdltozast a megfeleld alapszakasz (az injekciokat megel6z6 iddszak)
értékeihez viszonyitva. A kivaltott potencidlok paramétereinek értékeiben
latott kismértékii ingadozasok annak tulajdonithatéak, hogy az altatds
mélysége idoben folyamatosan véltozik.

aktiv idegsejtek szamadban.

A roviditések jelentése: I.-V.: az agykéreg megfelelé rétegei,
Or: stratum oriens, Pyr: stratum pyramidale, Rad: stratum radiatum,
cc: corpus callosum, Arc: nucleus arcuatus, 3V: harmadik agykamra,
me: eminentia mediana.

Megvitatads
Igazoltu

in vitro rendszerekben az FB1 jelentés idegsejtre gyakorolt hatasat. életképesség vizsgdlatokban kimutattuk,
hogy az asztrocitdk aktivitdsara nincs hatdssal az FB1, de az idegsejtek tilélését koncentrdciofiiggoen befolyasolja.
Kisebb koncentrdcioban kissé fokozta a tulélést, de nagyobb koncentracioban mar karos hatdsinak biozonyult. Ezzel
osszecseng a tulélo agyszelet vizsgdlatok eredménye, mind az LTP indukalhatéosaga, mind a gorcskészség fokozodott a
kisebb dozisu kezelés hatdasdra, a nagyobb dozisu kezelés azonban tilaktivaciot eredményezett. Bar a jelen kisérletek az
FB1 pontos akut hatdsaira nem adnak felvilagositast, irodalmi adatok alapjan feltehetd, hogy a tdlaktivacio hatterében
az intracellularis Ca?* koncentracio novekedése dll. Ezt a hatdst a kovetkezokben patch clamp vizsgalatokban tervezziik
tisztazni.
Akut beadds utan /n vivo mérésekben is teszteltilkk az FB1 hatasat. Uretdn-altatott patkanyokban nem tudtunk hatdst
igazolni a szomatoszenzoros kivaltott potencidlok paramétereit illetéen. Az immunhisztokémiai vizsgdlatok sem mutattak c-
fos valaszreakcio novekedést egyik vizsgdlt agyterilleten sem. A hatds hianya tobbféle modon is magyarazhato. A
mérések alapjan valosziniisithet6, hogy az egyszeri, akar nagyobb dézis beadds utan sem jut at az FB1 a vér-agy gaton,
legaldbbis olyan mértékben, amely elegendd lenne hatasos koncentracio kialakuldsahoz a kozponti idegrendszerben in vivo.
Az ex vivo latott, FB1 kivdltotta neurondlis hatdsok tehat csak akkor jelenhetnek meg /n vivo is, ha kiilonb6z6 patoldgids
szituaciokban a vér-agy gat miikodése zavart szenved.

kapcsolat: vilagildi@ttk.elte.hu, honlap: physiology.elte.hu/fusarium
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