Neurotoxikologia XII.

Neurotoxikoldgiai vizsgalo modszerek -
elektrofiziologia és viselkedésvizsgalat



In vitro modellek

* primer neurondlis, idegi 6ssejt-
vagy glia sejttenyészetek

* kokultdrdk (tobbféle sejttipus)

« sejtvonalak (neuroblastoma, glioma,
astrocytoma)

* 1Ulél6 agyszeletek

* sejtpusztulds, stressz

« elektromos aktivitds

* heurotranszmitter-leadads
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Table 1. General advantages and limitations of in vitro
studies in neurotoxicology.

Access to the cell environment

Advantages
Ability to expose cells directly to a chemical
Ability to manipulate environmental conditions to
augment, block, or modulate cell response
Evaluation of intrinsic cell response of cell to
chemical
Ability to measure responses in absence of
Chemical metabolites
In vivo homeostatic mechanisms
In vivo filtering processes
Limitations
Chemical properties influencing bioavailability
Solubility
Volatility
Precipitation
Direct chemical interactions altering culture condition
pH
Osmolarity
Protein binding
Lack of in vivo chemical disposition factors
Lack of in vivo chemical metabolism
Lack of in vivo filtering mechanisms
Blood—brain and blood—nerve barriers

Harry et al 1998



Elektrofizioldgia

Szinte minden elektrofizioldgiai
mddszer haszndlhaté neurotoxikus
hatds kimutatdasara, molekuldris
szinttdl a teljes idegrendszer
szintjéig.

Patch clamp technikdk

- Egyes ioncsatorndk vizsgadlata
(single channel)

« Cell-attached patch clamp -
anyagadds nem lehetséges
kozvetleniil, intakt intracell.
folyamatok

* Inside-out patch - ha sejten belil
van a vizsgdlt toxin célpontja

* Outside-out patch - ha a sejt kiilsé
felszinén van a célpont

- utébbi 2 hatrdnya, hogy sejten
beliili folyamatok nem érvényesiilnek
(washout)
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Elektrofiziologia

Aramok alapjdn a csatorna nyitott vagy zdrt dllapotdt lehet megkiilénbéztetni.
Ha dllandé A, akkor valéban egy db csatorna.

Csatorna nyitvatartdsi idejét, nyitds valdészinliségét, frekvencidjat

vdltoztathatjdk biz. anyagok.
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Elektrofiziologia

- Whole-cell recording
Mért iondram & egyes csatorndk konduktancidja
& csatorndk nyitdsi valdszinlisége
& csatorndk nyitvatartdsi ideje
* Voltage clamp 1 v 2 éles mikroelektroddal (sejtméret)
* Whole-cell patch clamp
- intracell. folyadék = pipettdban Iévé folyadék (hdtrany: intracell
folyamatok elvesztése+el6ny: ionaramok farmakoldgiai szétvalasztdsa)
* Perfordlt patch (pérusformdlé anyagok: nystatin, amphotericin-B)
- hdtrdny: nehezebben Gseal, id6, amig beépiilnek a porusok
- eldny: ionokat dtengedik a pérusok, szerves molekuldkat nem (nincs
washout, de lehet szelektiven iondramokat blokkolni)

» nystatin molecules

permeant ions <

mpermeant
metabolites




Elektrofizioldgia

Whole-cell recording modszerrel mérhetd anyaghatdsok:

« Tondramok amplitidé-vdltozdsa (csatorna aktivator/blokkold)

« Csatorna aktivdciéjdnak, inaktivacid janak fesziiltségfiiggése

« Csatorna aktivacid, inaktivacio idétartama
pl. DDT, piretroidok - fesziiltségfliggé Na*-csatorna inaktivacio lassitdsa
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Elektrofiziologia

Szinaptikus transzmisszio vizsgdlata

Periférids idegrendszer: pl. neuromuszkuldris junkcio (izomosszehdzédds gatolva)
* Preszinaptikus mikodés- perineurdlis regisztralds

elektrod az axonvégzédéshez kozel a mielinhiivelybe, Ranvier-bef(iz6désekbdl
+ szinapszisbdl eredé Na*, K*, Ca?* dramokhoz kothetd potencidlvaltozadsok
* Posztszinaptikus miikédés - motoros véglemezbdl intracelluldris elvezetés/patch
clamp - ACh adagoldsa v ideg ingerlése- nAChR-on haté anyagok vizsgdlata
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Elektrofizioldgia

Kozponti idegrendszer

(szinaptikus transzmisszié vizsgadlata)

—>TUlél6 agyszeletek

« Extracellularis regisztrdlds (mezépotencidlok)
- legjobban jellemzett agyterilet: hippocampus

(POP spike, EPSP)
- egyéb agyteriiletek, neocortex

- plaszticitds (PP, LTP), gércskészség vizsgdlata

pl. dlom LTP |, MeHg POP, EPSP |

— refarence response

fipronil 8 mg/l

Fipronil (GABAR-antagonista
rovarirtészer) hatdsa
neokortikdlis mezépotencidlra

EPSP slope

POP-spike

| .

2ms



Elektrofizioldgia

* Intracelluldris regisztrdlds

* Patch clamp
- egyetlen sejt (membrdnpotencidl, bemend ellendllds)
- egyedi iondramok
- spontdn miniatdr EPSP, IPSP

0 min 5 min 10 min

a 10 uM Ach HP=-75 mV M ‘)Lm“‘mmp{ JMM“WK

15 min 20 min 23 min

30 min bensultap
15 min bensultap \l' 4 |
10 min bensultap 300
ms
- L
control

10s

20 mV

Metilhigany hatdsa Purkinje-sejt tiizelésére

Bensultap (neonikotinoid rovarirtészer)
hatdsa ACh-nal kivdaltott dramra



Elektrofizioldgia

Optikai technikak

Fesziiltségérzékeny festékek

* Lassu: festék a membranpotencidl vdltozdsaval transzportdlédik a sejtbe

* Gyors: festék abszorpcidja/fluoreszcencidja a membrdnpotencidllal valtozik
Tonszenzitiv festékek pl. Ca?*

« Sejten beliili Ca?* -koncentracictdl fiiggéen a festék fluoreszcencidja vdltozik
Belsé optikai jelek detektdldsa

« In vivo: vératdramlas lokadlis kiilonbségei adnak optikai jelet

« In vitro. iondramlds miatt sejtek duzzadnak/zsugorodnak, fénytérés vdltozik

Ca? —szugnalok se Jﬁenyeszefben



Elektrofiziologia

—1In vivo regisztralds

* Krénikus elektrodok beépitése
- Field potencidl mérés pl. LTP
- Spontdn EEG mérése

 Akut prapardtum (altatott dllat)

Piretroid rovarirtdszer ismételt
addsaval kivaltott gorcsaktivitas



Elektrofiziologia

Ingeriiletvezetési sebesség mérése

Patkany, nydl n. ischiadicus
Pl. organofoszfat rovarirték csokkentik a vezetési sebességet
(demielinizacio)

Nerve Muscle
l®1 Stim l / Z
Dy
Record
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Responses 4 o
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FIG.D-2 Schematic diagram of motor nerve conduction velocity

(MNCV) estimation. The nerve is stimulated at two sites, and ‘ =T ==

recording is done from the muscle.



Elektrofizioldgia

Szenzoros kivdltott potencidlok

Komplex idegi hdlézat vizsgdlata

Sok neurotoxin okoz szenzoros diszfunkciét

Jel alakjanak, latenciaidejének elemzése

 ERG (elektroretinogram) - fotoreceptorok, ganglionsejtek
* Vizudlis KP (fényfelvillands vagy mintdazatok hatdsara)

* Hallokérgi KP

« Szomatoszenzoros KP (neocortex vagy kisagy felett)

b-wave

50 v \ a-wave

50 msec ] I | |

Patkany ERG 0y l e
Vizudlis KP



Viselkedésvizsgalatok

Irwin-teszt

« aktivitdsvizsgadlat féként KIR-en hato szerek gyors tesztelésére

* felnétt him egereken

* reakcid kézbevételkor, testtonus, testtartds, jdrds, éberség, bér,
szérzet

« spontan viselkedés (pl. 6ndpolds, hangadds)

* kéros jelenségek (remegés, gorcsok, abnormadlis jaras)

* reflexek (szemhéj, pupilla, kapaszkodds ferde lemezen, rdhelyezés)
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Viselkedésvizsgalatok

Open field (exploracios motilitds, viselkedéselemek)

« aktivitasnovekedés idegi eredeti

« aktivitdscsokkenésnek lehet mds oka is (pl. periférids neuropdtia,
bénulas)

« Utvonal a szorongdsi szintrél is informdl

Forgo rdd (Rotarod) P
« mozgdskoordindcid, egyensulyozds




Viselkedésvizsgalatok

Szenzoros miikédés vizsgadlata

« pszichofizikai vizsgdlatok pl. ingerkiiszobok meghatdrozdsa
« fajdalomkiiszob, latenciaidé mérése hot plate-tel

* reakcioidé mérése hang/fényimpulzusra

* megrezzenési vdlasz (startle reflex)

Startle

Jisponse PPT hidnya:
1 -> dopamin-receptor agonistak,
5-HT2 receptor agonistdk;
NMDAR antagonistdk;
fejlédéstani beavatkozads
(pl. izoldlt felnevelés, anyatal
- elszakitas)

M

TIME *

A startle reflex gatldsa
(pre-pulse inhibition -PPI)

Stimulus intensity )_

Prepulse




Viselkedésvizsgalatok

Tanulasi vizsgdlatok
* klasszikus kondiciondlds
« operans kondiciondlds

* informdcié elsajatitdsa,
kioltdsa
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Viselkedésvizsgalatok

Memoria vizsgdlatok
* kondicionalt félelmi reakcio N
* labirintus

» Morris vizi labirintus
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Fejlodéstani neurotoxikologia

* prenatdlis vagy neonatadlis expozicid

* pl. nehézfémek, novényvéddszerek, toxinok, alkohol, kabitészerek
* nagy dozis morfoldgiai, kis dozis funkciondlis eltérések

Vizsgdlatok

- fizikai fejlédés (szem, fiil nyildsa, szérzet, testtémeg,

elvdlasztds ideje)

 motoros koordindcié (open field, rotarod)

 testtartds, reflexek
 tanuldsi és memariatesztek
 szocidlis interakcid
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