Neurotoxikologia XI.

Neurotoxikoldgiai
vizsgalomodszerek - anatomia,
molekularis bioldgia



Neurotoxikologia

In vitro, ex vivo, in vivo, in silico vizsgadlatok

AZ expozicio
- akut vagy kronikus

A hatds
- reverzibilis vagy irreverzibilis

A vdltozdasok
- miikodési vagy morfoldgiai valtozdsok

Alkalmazott vizsgdlati technikak csoportjais:
- morfoldgiai vizsgalatok

- biokémiai, molekuldaris bioldgiai vizsgalatok
- képanalizises vizsgdlatok

- elektrofizioldgiai vizsgalatok

- viselkedési vizsgalatok




Neurotoxikologia

Idegrendszer karosoddsat bizonyito kisérleti végpontok

Meurobehaviour
Motor function
Sensory functions (vision, audition, somatosensation, taste, olfaction, temperature control, nociception)
Cognitive functions (learning and memory)
Complex task (performance)
Meuropathology
General staining (hematoxylin and eosin)
Teased nerve fibre
Transmission electron microscopy
Morphometric methods
Immunohistochemistry
MNeurophysiclogy
Electroencephalography
Evoked Potentials (visual, auditory, somatosensory)
Peripheral Nerve Conduction Velocity
Electromyography
Single cell recordings and ex-vivo
MNeurochemistry

General biochemistry (cellular toxicity, energy-linked functions, mRNA and protein synthesis of cell
constituents)

Cell specific markers
Meurotransmission

Fig. 1. Endpoints used for in vivo neurotoxicity assessment and the related OECD and EC guidelines.

S. Coecke et al. / Environmental Toxicology and Pharmacology 21 (2006) 153-167



Molekularis biologiai modszerek

Transzmitter- és receptormennyiség vizsgalatok
- neurokémiai valtozasok

- HPLC, MS
- receptorkotési tesztek
- szinaptoszoma aktivitds mérés

HPLC-s vizsgdlatok (nagy nyomasu folyadék kromatografia)
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Molekularis biologiai modszerek

Szinaptoszoma prepardtum
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Kamat et al. / MethodsX (2014) 1:102-107

Szinaptikus fehérjék, receptorok, transzmitterek...
Funkciondlis mérésre is alkalmas!
Radioligand mérés, HPLC, gélelektroforézis stb.




Molekularis biologiai modszerek

Receptorkdtési teszt

1. REACTION:
ox

Receptor  Uniabeled Radiolabeled

toxin toxin Possible products

2. ANALYSIS. Toxin bound to receptor

is trapped on filter

GFIF filtar

Free toxin flows through
fifter pores

Felszinhez kotott technikak

RIA - radioimmunoassay
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay




Molekularis biologiai modszerek

Receptorkéotési teszt
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Szaturacios gorbe

T: osszes kotés

NSB: nem specifikus kdtés, nem-szaturdl

SB: specifikus kotés, ami B, -ndl szaturdl

Ha az x-tengely logaritmikus, az SB gérbe szigmoid lefutasd

Ky az a ligandmennyiség, ami a receptorok 50%-at elfoglalja, a Scatchard
gérbébal lehet kiszamitani

ICs,: féltelitettség




Molekularis biologiai modszerek

Bound radioligand
Free radioligand

Scatchard plot

Bound radioligand

Scatchard analizis

Az y-tengely a kotétt és szabad
radioligandumok aranyat mutatja.

A Bmax és a KD értéke szamithatok. Csak
akkor egyenes az dsszefiiggés, ha egyetlen
kotohely van.

Hill plot
"H
T
5 » Log
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Hill-6sszefiiggés

Az y-tengely a radioligand dltal elfoglalt
receptorok és a nem-elfoglalt receptorok
ardnyat mutatja

b= a ligandkétés mértéke




Molekularis biologiai modszerek

Molekularis valtozasok toxikus hatasra

- Korai gének aktivdlodasa, géntermék megjelenése (fos, jun)
nukleinsav vizsgdlat, fehérje kimutatas

-Stressz-fehérjék kimutatdsa
HSP-72 hdsokkfehérje
ubiquitin

-Glialis fehérjék meghatdrozasa (glidlis aktivacio sérdléskor)
GF AP
laminin

-Nukleinsav kimutatasa pl. fluoreszcens in situ
hibridizacioval, kvantitativ PCR-rel




Molekularis biologiai modszerek

c-fos aktivacio - immuncitokémiai vizsgalatok a géntermék kimutatasara

3 e
)

- c-Fos patkany piriform kéreg

~e”

: "‘f;.’.‘x



http://www.jneurosci.org/content/vol17/issue24/images/large/ns2471649001.jpeg
http://www.jneurosci.org/content/vol17/issue24/images/large/ns2471649001.jpeg

Molekularis biologiai modszerek

Gélelektroforézises vizsgdlatok - a fehérjéek szétvdlasztasa méret/toltésfiiggo

Pl. a sejtek védekezé mechanizmusanak aktivalodasara utal a hosokk fehérjék
(HSP 72) termelodésének beindulasa, ami kimutathato ezzel a technikaval

Mwx10 3

SDS
sodium dodecil sulphate

PAGE
polyacrylamide -
gelelectrophoresis

<=HSP
72

Két dimenzios differencial gél
elektroforézis (DIiGE)

Cy2
Standard

Cy3
Sample A

Cy5
Sample B

Overlay image
for comparison




Molekuldaris biologiai modszerek

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
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O'Connor, C. (2008) Fluorescence in situ hybridization (FISH). kromoszoma jelélés

Nature Education 1(1):171



Molekularis biologiai modszerek

Nukleinsav kimutatasa FISH + klasszikus immuncitokémia

Zold: Neu-N -
idegsejt

Kék: Hoechst-
festés - mag

Piros: glialis
neurotrofikus
faktor receptor
MRNS

Scale bar: 25 ym

Figure 2 Neuronal localization of GFRa2 mRNA in paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded
mouse brain sections. Zaidi A U et al. J Histochem Cytochem 2000;48:1369-1375




Sejtbiologiai modszerek

MTT életképességi teszt
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Pl. idegsejttenyészet

Sejtek metabolikus aktivitasat tikrozi!
Citoszolikus/mitokondridlis oxidoreduktaz enzimek
El6 sejtek szamdnak csokkenése, sejtproliferacio
gatlasa, anyagcsere-valtozas

Egyéb citotoxicitasi tesztek
(LDH aktivitds, neutralvéres felvétel..)




Sejtkarosodas kimutatasa

Idegsejtek energiahdztartdsa
‘mitokondridlis membranpotencial (MMP)
-intracellularis ATP szint
-oxidativ stressz - ROS, lipidperoxidacio, glutation...
Excitotoxicitas

*Ca?* szint (pl. fura-2)
‘NMDA-receptorok aktivitdsa
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Rhodamin a polarizalt mitokondriumokba
felvevddik, fluoreszcencia a polarizaltsdag

csokkenésével aranyos
FCCP - szétkapcsoloszer (100%)




Anatomiai modszerek

Strukturdlis valtozdsok
- makroszkopikus
stilymeérés
térfogatméres
Morfometriai vizsgdlat

Suly- és méretmeghatarozas
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Anatomiai modszerek

Strukturdlis valtozdsok

- mikroszkopikus
fénymikroszkopos (immunhisztokémia, autoradiografia)
elektronmikroszkopos vizsgdlatok

Hisztopatoldgia, rétegvastagsag, sejtszam...

A Weil-festés a myelinizalt

A Nissl-festés a normal A krezil-ibolya festés . . ,
f m ya f axonok alapfestéesére szolgal

szovet alap fes‘reser'e. a le:sl-hez hqsonlo (A myelin a krém sokat kromdioxidda
szolgdl, a RER-t festi altalanos festés redukdlja)




Anatomiai modszerek

Periférias idegrostok vizsgalata -teased-fiber technique
-1 cm hosszi idegszadl fixdlasa, festés Sudan feketével, majd glicerinben
rostok széthizdsa mikroszkop alatt

egészséges patkany n. ischiadicus

Ranvier-bef(izdés Schwann-sej"r magja

neuropdtias patkany n. tibialis

”

B e
mielin fragmentdcié
Waller-féle degenerdcié patkany n. tibialisban

(n. ischiadicus atmetszése utan)
i . l -
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Krinke et al. /Toxicologic pathology 28(1) (2000) 113-121




Anatomiai modszerek

Golgi-festés S
(Ag* -mpregnc!cno) ) Sl

A) kontroll dendrit dendrittiiskékkel
B) mas morfoldgidji dendrit

C) besugdrzas hatasa

D) mérgezés hatdsa

Kisagy fejlodési probléma
(sejtvandorlas visszamaradasa)
™ kimutatasa



Anatomiai modszerek

Sériilées hatasdra bekévetkez6 asztrogliozis kimutatasa

GFAP immuncitokémia (DAB vizualizdcid) S. Sarkar etal. / Neuroscience

P . . J Letters 606 (2015) 53-59
- patkany striatum rotenon kezelés utan



Sejtpusztulas kimutatdsa

fluoro JadeB jeldlés

z6ld degeneralodé neuronok
fluoro JadeB-vel és sarga
asztrocitdk GFAP-val festve




Anatomiai modszerek

Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Axonok degenerdcidojanak kimutatdsa
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Anatomiai modszerek

Hisztoblot technika

Fixdlt metszeteket nitrocelluloz membrdanra nyomjdk
Membranon immuncitokémiai festés, majd szkennelés
Képelemzés (optikai denzitas)

Pl. receptorszam vdltozas mennyiségi kimutatdsara

GluA14 GluA1 GluA1,, GluA2 GluA4
4 if m 3
w . 4 o ‘ .>

- v 2 2 4 )

GluR alegységek teriileti
megoszlasa patkanyban

Beliczai et al 2008. Neurochemistry International 53:181-183

A: hematoxilin-festett human agymetszet, B-C: Neu-N hisztoblot kontroll ill. Alzheimer
(Scale bar: 1 cm)




Képalkotéo moédszerek

- daganatok, egyéb elvaltozdsok kimutatasa
» funkciondlis vizsgdlatok (agyteriiletek vérataramlasa,
anyagcseré je)

Szamitogépes rétegfelvételezés (Computer Tomography, CT)
Rontgen, kontrasztanyaggal javitva
Sugdrforrds és detektor sikonként kérbeforog
Hatrany: sugdrterhelés, viszonylag alacsony felbontas




Pozitron emisszios topografia (PET)

A képalkotdshoz a radiofarmakonbdl felszabadulé
y-fotonokat hasznalja

A szervezetbe radioaktiv izotoppal jelzett farmakonokat
juttatnak. A beadott anyagok a felhaszndlds helyein
felhalmozodnak. A beadott anyagok mennyiségi vdltozdsa
idében kovetheté.

Radiofarmakonok:

18F -dezoxi-D-glikoz (FDG) = a cukor felhaszndlast mutatja
11C-metionin = az aminosav anyagcserét jelzi

18F-Dopa = preszinaptikus D2 receptoraktivitast jelzi

Metionin transzverzdlis PET kép. 11C-racloprid = posztszinaptikus D2 receptoraktivitast jelzi
Jobb oldali frontdlis glioma

18F-FDG coronalis mellkas HMPAO SPECT
4~ PET. Tid6 daganat és

attétei
/
18F-FDG transzverzadlis PET kép.
Csokkent cukoranyagcsere bal
oldalon az epileptogén areanak
megfelelden (alsé sor, nyil);
ugyanitt vérataramlas fokozodas
ictalis SPECT vizsgadlat sordn
(felsé sor)




Madgneses rezonancia képalkotas (MRI)

Photic Stimulation Left Finger Tapping Right Finger Tapping
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White et al 2011. NeuroToxicology 32 (2011) 975-980
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