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1 Bevezetés

Napjainkban szamos olyan vegyszer van forgalomban, amivel szervezetiink nap mint
nap taldlkozik. Vegyi anyagok talalhatdak példaul az élelmiszerekben, a
tisztitoszerekben és a mezdgazdasagi terményekben is. Ide sorolhatjuk az altalanosan
és széles korben alkalmazott novényvédoszereket. Ezek alapvetden jolétiinket
szolgaljak, hiszen az emberi szempontbol kartevok irtdsat végzik €s a mezdgazdasagi
termelés hatékonysagat novelk, azonban fontos megvizsgdlni nem elhanyagolhatd
karos hatasaikat is. Ezek a vegyszerek kornyezetvédelmi problémat jelentenek és
egészségkarositoak is lehetnek, hiszen funkcidjuknal fogva mérgek. Haszndlatukat
kiilondsen kockazatossa tesz, hogy nehezen bomlanak le, az ¢€l6lények szervezetében
konnyen  felhalmozddnak.  Hatasuk  lehet  teratogén, mutagén, karcinogén,
mmunmodulalé. Magyarorszagon tobb, korabban engedé€lyezett peszticidrdl dertilt
ki, hogy daganatkeltd hatdst. A kornyezetbe keriilve nem csak az emberi szervezetre
karosak, de megbetegithetnek haszonallatokat, hal- és madarpusztulast is okozhatnak.
Ezekbdl az okokbol fontos vizsgdlni a ndvényvéddszerek hatdanyagait, hiszen sajat
érdekiink ismerni a kdrnyezetre ¢€s egészségiinkre kifejtett hatasaikat.

Szakdolgozatom témaja egy széles korben hasznalt novényvéddszer hatdanyaganak, a

cyfluthrinnak a vizsgalata volt.



2 Célkitiizés

1. Novényvédoszerek, kiemelten a cyfluthrin  toxikologiajanak attekintése az
rodalom alapjan

2. loncsatornakkal kapcsolatos betegségek, az ioncsatorndk  vizsgalatanak
lehetéségei, a patch clamp modszer bemutatasa az irodalom alapjan

3. Csirkeembrio agyabol idegsejt tenyészet készitése

4. A cyfluthrin és a referencia vegylilet lidocaine fesziltségfliged natrium-
csatorndkra  kifejtett  hatdsainak  vizsgilata patch clamp  modszerrel

idegsejttenyészeteken



3 Irodalmi attekintés

3.1 Toxikologia

3.1.1 A toxikoldgia és a farmakolégia tudom:anya

A farmakologia vagy gyogyszertan a kémiai anyagok, gyogyszerek ¢€s az emberi
szervezet kolcsOnhatdsaival, a gydgyszerek fizikai-kémiai tulajdonsagaival, gyogyito
¢s toxikus hatdsaival, a hatds moddjaval, a gydgyszer szervezeten belilli sorsaval

foglalkoz6 tudomanyag (Brassai 2010).

A gyogyszertanbol Onallésodott és alakult ki a toxikologia, mint tudomany és vele
egyiitt sajat fogalomrendszere. Feladata a kiilonb6z0 anyagok €16 szervezetre
gyakorolt karos fizikai, kémiai és biokémiai hatasanak vizsgalata (ELTEL). A kémiai
anyagok  felsztvodasanak, hatdsmechanizmusanak, kornyezeti  artalmainak  és
toxikologiai hatarértékeinek vizsgalataval is foglalkozik. A karos hatasok és a vegyi
anyagok sokféleségének koszonhetden rendkiviil szEleskori tudomany, amely ennek
megfeleléen kiilonbozo teriiletekre oszthatd (Moreau 2007).

A szakmai tevékenységet illetden két fO kategdriat emlithetiink: kisérletes ¢és
alkalmazott toxikologia. A kisérletes toxikologia allatokon illetve in  vitro
modelleken, példaul sejttenyészeteken végzett kutatdé munkdt jelent. Foként a
mechanizmusok  feltdrdsdval ¢és a kereskedelmi forgalmazisra szdnt anyagok
(peszticidek, gyogyszerek) lefrasaval foglalkozik. Az alkalmazott toxikologian belill a
szakmai tevékenység alapjan kiilonboztetink meg szakagakat. A klinikai toxikologia
emberi mérgezésekkel, a foglalkozasi toxikoldgia munkahelyi vegyliletekkel, az
igazsagiigyi toxikologia mérgezéses haldlesetekkel foglalkozik, a szabalyozas-
toxikologusok kémiai vonatkozasti szabalyokat alkotnak, a komyezeti toxikologia
pedig a természetes koOmnyezetikben ¢€l6 ¢élolényekre gyakorolt kornyezetszennyezo

hatast vegyiiletek hatasaval foglalkozik (Perjési 2014).

A méreg fogalmara a mai napig nincsen egységes megfogalmazas. Paracelsus szerint

minden anyag méreg, ha egy bizonyos mennyiséget meghaladva jut be a szervezetbe.



A gyakorlatban azonban azokat az anyagokat tekintjik toxikusnak, amelyek csekély

mennyiségben egészségkarosodast vagy halalt okoznak (Szics 2002).

A toxikus anyagokat csoportosithatjuk toxicitdsuk, kémiai szerkezetiik, eredetiik és a

karositott célszerv szerit.

A toxicitas szerinti csoportositas alapja a felhalalos dozis (Szics 2002). Ez a dozs az
LDso értekkel jellemezhetd, amely az anyag egyszeri adasa utan, két héten beliil az
allatok 50%-anak pusztulasat eredményez6 mennyiségét jeloli (1. és 2. abra). Az
LDso mellett az illékony vagy boéron keresztiil felszivodd vegyiileteket akut mhalacios
¢s dermalis mérgez0 hatasuk alapjan is mindsitik, ez az LCso érték (Hodgson 2004).
Viszont ezek az értékek csak megkozelitd tajékoztatast nygjtanak a human
toxicitasrol, hiszen az dallatkisérletek nem tiikrozik pontosan az emberre kifejtett
egészségkarositd hatasokat (Sziics 2002).

50% of the
population
dies

50% of the
population
lives

1. abra LDs, vagy félhaldlos dozis; az az €rték, ahol a tesztelt vegyiilet egyszeri addsa utan
két héten beliil az allatok fele elpusztul (http://www.quazoo.com/q/LD50)

LDz mindsités vegyiilet
[mg/testtimeg lg]
LDsg<30 erds méreg nikotin, sztrichnin, paration
50<LDs0<500 méreg kadmium-Klorid. allilalkohol. aldrin
300<LD35g<3000 gvenge meéreg koffein, anilin, nitrium-klorid
LDsg=5000 meregkategoriaba
nem sorolhata etanol, etilénglikol, toluol

2. abra A toxikus anyagok csoportositasa LDs, értékiik alapjan (Sziics 2002)



Kémiai szerkezetik alapjan a mérgek lehetnek szervetlenek, ide tartoznak a savak a
laigok, a gazok, a fémek és vegyiileteik, vagy a szerves toxinok, amelyek lehetnek
alifisok, aromasok, alkoholok, aldehidek és szénhidrogének.

Eredetik szermt megkiilonboztetink novényi, allati  bakteridlis, asvanyi ¢és
szintetikus eredeti mérgeket (3. abra, Szics 2002).

Csoportok Peldak
novényi opium, morfin
allati kigyoméreg
bakterialis tetanus
dsvanyi higany, 6lom
szintetikus benzol

3. abra Mérgez06 anyagok csoportositasa eredetiik szerint példakkal (Sziics 2002)

A Kkarositott célszerv alapjan is csoportosithatunk. A célszerv vagy Szervrendszer

lehet a maj, a vese, a légzorendszer, a bor, a keringési €s a szaporodd rendszer, vagy

az idegrendszer (Tothfalusi 2011).

3.1.2 Idegrendszer toxikolégiaja

Az idegrendszer kifejezetten érzékeny a mérgekre. Ennek oka, hogy morfologiailag
¢és funkcionalisan is rendkiviil Osszetett rendszer, a regeneracidja korlatozott. Az agy
¢s a neuronok fokozott gliikdéz ¢és oxigén igényliek, érzékenyek a hipoxiara és a
hipoglikémiara, valamint fontos megemliteni a mérgek szinapszisokra, ion-

csatornakra és a vér-agy gatra gyakorolt hatasait is (Bordas 2006).

A lipidoldékony mérgek eljutnak, majd felhalmozodnak az idegsejtekben, amelyek
lipidben gazdagok. A kérositd anyag altal okozott elvaltozas lehet rovid idejl, példaul
oxigénhidny, vagy kronkus, mint az idegsejtek maradandé strukturdlis valtozasa,
illetve a neurotranszmisszios zavarok (Sziics 2002). Okozhatnak teljes vagy periférias
neuronpusztulast is (Tothfalusi 2011). A idegsejtekre specifikus neurotoxinok
célpontjai igy lehetnek az axon (pl kolchicin), a myelinhiively, a sznapszs (pl
botulotoxin) vagy a fesziiltségfiiggd csatornak (pl. DDT) (4. abra).
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4. abra Idegseijt és részei (http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/chapter8.aspx)

Neurotoxikus hatasi vegyi anyagok Ilehetnek fémvegyliletek, szerves oldoszerek,
novényvédoszerek vagy gazok (Sziics 2002).

3.1.3 A kornyezeti toxikolégia, toxinok és az élévilagra gyakorolt hatasai

A komyezeti toxikologia az emberi tevékenység altal a kornyezetbe juttatott mérgezo
anyagok vizsgalataval foglalkozod aga a toxikologianak (Sziics 2002). Feladata a
természeti kornyezet védelme; vizsgalia a levegbbe, a vizekbe és a taplalékba
bekeriild toxikus anyagok szntjét. Populacidk szntjén vizsgidlla a  toxicitast
(Tothfalusi 2011). Feltarja és azonositja a kornyezeti veszelyforrasokat, valamint a
korai artalmak  felismerésével hozzajarul a  kornyezeti eredetli betegségek

megel6zéséhez (Sziics 2002).

A kornyezetiinkbe kerild kiilonbozd vegyi anyagok hatnak az Okoszisztéma
szerkezetére ¢és funkciojara, ezzel egyiitt pedig az emberre is veszélyesek. Ezek a
toxikus anyagok globalis problémat jelentenek. Azonban nem csak a szintetikus

anyagok jelentenek veszElyt, hanem a természetes, szerves vagy szervetlen



vegylletek is, amelyek a megszokottol eltérd mennyiségben, esetleg extrém értékben

keriilnek kornyezetiinkbe (Gruiz 2001).

A kornyezeti toxikologia multidiszeiplinaris tudomany, szamos tudomany teriilet
kozremiikodésérol  beszEelhetiink, 10gy, mint az Okologia, biologia, biokémia,
természetvédelem, stb. (Milinki 2014).

3.1.3.1 Kornyezetre karos vegyi anyagok

A kornyezetre karos vegyi anyagoknak harom csoportjat kiilonboztetjik meg:
légszennyezd anyagok, toxikus fémek és szerves szennyezd anyagok.

A légszennyez6 anyagok globalis karokat is okozhatnak, igy nagyon fontosnak
szamitanak; ide tartozik az 6zon, a CO vagy a fluoridok (5. abra). A toxikus fémek
kozé foként a nehézfémeket soroljuk: a leggyakrabban el6forduldak az arzén, a cink,
a higany és az olom. Szerves szennyezO anyagok a peszticidek, a kdolajszarmazékok,

az ipari vegyi anyagok, afenolok stb. (Gruiz 2001).
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5. abra A kornyezetkarositd hatasok megoszlasa idoben és térben (Gruiz 2001)

3.1.3.2 Toxikus anyagok kornyezetbe keriilése és hatasuk

Az ember altal a kornyezetbe keriild veszElyes vegyliletek toxikus hatasanak tobb
egymasra ¢épiild folyamatat figyelhetjik meg (6. abra). Az emisszid utdn a toxikus
anyagok a levegdbe, a vizbe és a talajba keriilnek; ez a harom alapveté kornyezeti

elem vagy matrix. Ezekbdl a matrixokbdl novényi vagy allati szervezetekbe jutnak a



karos anyagok. Transzmisszidjuk utdn, az expozicid soran a boron, a légutakon vagy
a tapcsatornan keresztlil jutnak be az emberi szervezetbe, ahol egészségkarositd

hatasukat kifejthetik (Szics 2002).

Emisszid — levegd)
— viz
— talaj

|

Transzmisszio —megoszlas
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|
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6. abra A mérgez6 hatasok kialakulasaban szerepet jatszo folyamatok (Szics 2002)

3.1.3.3 Levegdébe Keriilt vegyiiletek sorsa

A toxikus anyagok foként parolgassal, égetéssel jutnak a levegbbe. Az emisszid
helyétdl diffizioval vagy vizszintes irdnyd mozgassal (sz€l utjan) tdvolodnak. A
fosszilis tiizeldanyagokbdl szarmazd oxidok vizcseppekben oldédnak, kicsapddnak és
savas esO formijaban keriilnek a talajba és a felszini vizekbe. Abszorpcidval is
bejuthatnak a mérgez6 gazok, g6zok a vizekbe. A szlard anyagok {ilepedéssel a
talajpba vagy a novények feliletére keriinek. Fotokémiai reakciok hatasara pedig

masodlagos lEgszennyezok keletkezhetnek (pl. 6zon) (Sziics 2002).

3.1.3.4 Vizbe Keriilt vegyiiletek sorsa

A felszini vizekbe legnkabb az ipari a mezdgazdasagi és a kommundlis
szennyvizekbdl €és az olajszennyezOdések kioldodasaval keriinek toxikus anyagok. A
karos vegyiiletek diffizioval és a viz mozgasaval tavolodnak. Hidrolizissel vagy



fotolizissel ~atalakulhatnak, illetve le is bomolhatnak. A szennyezOk ezutdn
koagulalhatnak vagy adszorbealodhatnak (Sziics 2002).

3.1.3.5 Talajba keriilt vegyiiletek sorsa

A toxikus anyagok a szennyezddés helyén lerakddnak, majd oldodnak. Az oldodott
anyagok diffiz modon vagy adszorbealddassal jutnak tovabb, de komplexeket is
képezhetnek mas vegyiiletekkel. A felsd rétegben taldlhatd szennyezok fotolizissel
lebomolhatnak vagy felszivodhatnak novényekbe (Sziics 2002).

3.2 Novényvédoszerek

A novényvédoészereket a mezdgazdasdgban felhasznalt agrokemikalidk  kozé
sorolhatjuk (Domokos 2012). Ezek olyan anyagok, amelyeket mez6gazdasagi
haszonndvények,  termények  kéarosodasanak  megakadalyozisara  hasznalunk.
Feladatuk az ember szamara kartevo szervezetek elpusztitisa, a novények kémiai
védelme. Az 1950-es évekt6l alkalmazunk ilyen tipusu szereket. Ezeknek az
anyagoknak nem csak a toxicitasat kell vizsgalni, hanem a természetes lebomlasukat
is. Mivel ezek az anyagok kornyezetidegenek, hosszi ideig megmaradnak a

természetben (perzisztensek) (7.abra) (ELTE2).

Peszticidek szandékosan vagy baleset kovetkeztében is keriilhetnek kornyezetlinkbe.

<= REGIONAL TRANSPORT

7. abra A peszticidek korforgasa kdrnyezetiinkben (http://pubs.usgs.gov/fs/2005/3087/)



Fontos figyelembe venni a peszticidek kornyezeti hatasait. A WHO adatai alapjan 20
ezer haldleset és 400 ezer megbetegedés koszonhet6 a ndvényvédoszereknek.
Koriibeliill 600 olyan hatéanyag és 1000 olyan vegyiilettipus ismert, amelyet ebbdl a
célbol hasznalunk fel (Georgikon). A novényvéddszerek kornyezetterhelésének
mérteke fligg a mennyiségtdl, azonban a kis mennyiség nem feltétleniil jelent kisebb
mértekli  karositast. Ennek oka kémiai szerkezetiknek ¢és hatdsmodjuknak a
kiilonbozosége. Jelenlétik, megmaradasuk ¢és atalakulasuk is kiilonb6z0 terhelést

jelent.

Csoportosithatjuk  0ket felhasznalasuk szerint; igy megkiilonboztethetiink gyomirtd
herbicideket, gombadlé  fungicideket, rovaritd  inszekticideket, baktérumold

baktericideket és viruspusztitd viricideket (8. abra, Domokos 2012).

Others 5%

Fungicides 21%

Herbicides 30%
Insecticides 44%

8. abra A vilagon felhasznalt peszticidek csoportjainak szazalékos eloszlasa (Aktar 2009)

3.2.1 A peszticidek alkalmazisanak rovid torténete

A ként mint peszticidet mar a mezopotamiai sumérok is alkalmaztak. A 15.
szazadban arzént, higanyt és Olmot hasznaltak a termés védelme érdekében. A 17.
szdzadban valt elterjedtté a dohanybol kivont nikotin-szulfit rovar6loként torténd
hasznositasa. A 19. szizadban tovabbi két vegyszert allitottak elo: a pyrethrumot
krizantém viragabol, a rotenont pedig egy tropusi hiivelyes gyokeréb6l. Az 1940-
1950-es években hatalmas mértékben ndtt a kereskedelmi forgalomban 1Evo
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peszticidek szdma. Mérfoldkonek szamitott a DDT felfedezése, amiért Paul Miiller
Nobel-dijat is kapott. A vegyiiletet a tifuszt, pestist, malariat és sargalazat terjeszté
tetvek, bolhdk ¢és szinyogok ellen hasznaltdk; dm egészségkarositd hatdsa miatt mar
kivontdk a forgalombol Az 1970-es évektdl nem a kartevok teljes kiirtdsa, hanem
szabalyozasuk volt a cél; az 1990-es évektdl pedig megkezd6dott a bioldgiai eredetii
anyagok kutatdsa, ezek célja a kartevok populacidinak tdmadisa és a célcsoporton

kiviili rovarok kimélése (Domokos 2012).

3.2.2 Inszekticidek

Az inszekticidek hasznilata a kartevd rovarok elleni kiizdelemben nékiilozhetetlenck
szamunkra. Szamos esetben azonban nem csak elonnyel jar ezek hasznalata, mivel

egyes hatdoanyagok stlyos egészségkarositd hatastak lehetnek.

Eloszor az arzén alapt rovarolok voltak hasznalatosak, majd megjelent a DDT, amely
szamos fontos  betegség terjesztését végzO rovar ellen hatasos, viszont
egészségkarositd hatasa is szamottevd, ezért ki is vontdk a forgalombol (Zsigo
Gyorgy). Mivel zsirban oldodd vegyiiletrdl van szo, a taplaléklancon keresztiil eljut a
végsd fogyasztokig, bennikk pedig felhalmozodik. Vizsglatok igazoltdk, hogy a
ragadozd madarakban felhalmozodva gatolja a kalcumfelvételt, igy vékony tojashéjat
eredményez. Azokon a teriileteken, ahol nagy mennyiségben DDT-t hasznaltak,
bizonyitottan megnétt a korasziilottek ¢és az értelmi fogyatékkal sziilottek aranya is.

A DDT kivondsa utan szamos 10j rovardld jelent meg, ezek foleg piretroidok voltak.
Majd megkezdddott a kornyezetkiméld biologiai  készitmények gyartasa; ilyen
példaul a Dipel, amely lepkelarvak ellen hatdsos €és a bélcsatorna kémhatasara
aktivalodik (Domokos 2012).

A rovarold szerek hathatnak az idegrendszerre vagy a rovarfejlddést befolyasolhatjak.
Az idegrendszerre hatnak a klorozott szénhidrogének, a szerves foszforsav

vegyiiletek, a karbamatok, a neonikotinoidok és a piretroidok (Zsigd Gyorgy).
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A klorozott szénhidrogének gyorsan hatnak ¢és erdsen toxikusak. Akar 15 évig is
megmaradnak a talajban és feldusulhatnak az 616 szervezetek zsirszovetében. Allati
szervezetekben az idegsejtek membranjanak iontranszport folyamatait €s ezzel egylitt

az ingerliletvezetést gatoljak. A legtobb ilyen szert mar betiltottak.

A szerves foszforvegyiiletek hatdsukat acetilkolinészterdz enzim gatlasaval fejtik ki
Ennek segitségével leblokkoljdk az ingerliletvezetést a kolinerg sznapszisokban.
Eldnyiik, hogy kevésbé stabilak és ebbdl kifolyolag sem akkumulacio, sem
biomagnifikdci®6 nem jellemzd rdjuk. Viszonylag gyorsan Dbiologiailag maktiv
vegyliletekre bomlanak.

A karbamatok karbamilsav szarmazékok, szintén konnyen degradaldédd anyagok.
Nem hatolnak be a kozponti idegrendszerbe, igy enyhébb tiinetekkel jarnak
(Domokos 2012).

3.2.3 Piretroidok

A piretroidok optikailag aktiv, magas forrasponta észterek (9. abra). Eldszor
természetes piretroidokat allitottak eld krizantém megszaritott és porrd tort virdgabol.
Azonban ezek a természetes piretroidok napfény hatasara konnyen lebomlottak.
Instabilitasuk, valamint eloallitasuk koltsége miatt ma mar nem jellemzd ezek
hasznalata a mezOgazdasagban, ezért az elmult évtizedekben szmtetikus piretroidok
kertiltek forgalomba. Ezek stabilak ¢s altalinosan hatékonyak a mezdgazdasagi rovar
kartevék ellen. Altaliban  kiilonbozd  izomerek keverékei Legalabb négy
sztereoizomerilk van, amelyek hatasukban és stabilitasukban IS kiilonbozhetnek.
Hatasukat az idegsejtek membranjan 1év6 natriumcsatornakon fejtik ki, A
kornyezetbe jutva a talajon abszorbealodnak alacsony vizoldékonysaguk miatt (Ware
2004).
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9. abra A piretroidok altalanos képlete (Chandor-Proust 2013)
Az mnszekticidek ezen csoportja altalanosan négy generacidra oszthato.

Az elsG generacioba egyetlen vegyiilet tartozik, az 1949-ben megjelent allethrin.
Szintézise nagyon komplex, 22 reakcido szikséges a végsd termék -eldallitasahoz.

Emberre és madarakra nem veszelyes, de magas toxicitdisu méhekre és halakra nézve.

A masodik generacidos vegyiletek az els6 generaciohoz tartozd hatéanyagok
molekulaszerkezetének megvaltoztatasaval, egy cianocsoport hozzaadasaval jottek

létre. Ide tartozik a tetramethrin, a resmethrin, a bioresmethrin, a phonotrin.

Az els6 mezOgazdasagban felhasznalt piretroidok a harmadik generacid tagjai voltak.
Ezek mar napfényre stabilak, jo rovar6lé hatasuak. Harmadik generacios vegyiilet a

permethrin.

A negyedik generacid tagjai mind fotostabilak. Ezek koz& tartozk a bifenthrin,
cypermethrin, deltamethrin, tefluthrin, cyfluthrin stb.

Kémiai szerkezetik ¢és toxikus hatasuk szerint is két csoportra o0szthatjuk a
piretroidokat. Az I-es tipusuakbol hidnyzik a cianocsoport, mérgezésik remegést,
gorcsoket okoz. A lIl-es tfpust piretroidok cianocsoporttal rendelkeznek, toxicitasuk

nyaladzast, klonusos gorcsrohamokat valt ki (Ware 2004).

3.3 Cyfluthrin

A cyfluthrin széles korben elterjedt rovarkartevd elleni szer, a ll-es tipust piretoridok
kozé tartozk (10. abra). Eloszor 1987-ben hasznaltdk az Amerikai Egyesiilt
Allamokban. Itt a mezégazdasagban foleg gyapot és korte kezelésére alkalmazzak.
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Neurotoxin, hatdsmechanizmusa hasonld6 a DDT-hez. Komplex moédon befolyasolja a
normal idegrendszeri mikkodést. Az idegsejtek membranjan indukal valtozasokat, igy
hatdsdra rendellenes natrum- ¢és kalumaramok jonnek Iétre, ¢&s végil ezek

eredményezik a gorcsoket.

Akut mérgezd hatdsai kozEé tartorzmak a remegés, gorcs, vérnyomascsokkengs,
nehézlégzés. A kisérleti allatokon végzett vizsgalatok szerint a kronikus mérgezési
tinetek a fogyas, a hanyds és a wvesegyulladds. Befolydsolja a szaporodast is,
nyulakon végzett kisérletek soran, terhesség folyaman a cyfluthrinnak Kitett nyulak
nagyobb része vetélt el, mint a cyfluthrinnal nem kezeltek. Okologiai vizsgalatok
igazoltdk, hogy a tdszerli rendszerek tobb taxonjat (algdk, fonalfergek, halak,

rovarok) is érinti a hatdanyag toxicitasa (Cyfluthrin).

Ay OO

cyfluthrin
(cyano (4-fluoro-3-phenoxyphenyl) methyl
3-(2,2-dichloroethenyl}-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate)

10. abra Cyfluthrin képlete (Cyfluthrin)

3.4 loncsatornak és veliik kapcsolatos betegségek

3.4.1 Ioncsatornak és tipusaik

Az ionok transzportjdban alapvetden két tipusi membranfehérje vesz részt, ezek az
ioncsatornak ¢és az ionpumpak. Az ioncsatornak f0 funkcidja, hogy a hidrofi
molekuldk szamara gatat allitd lipid sejtmembranon ki- és bejutdst biztositsanak.
Tobb fehérje alegységbdl allo struktarak, korkords elrendezéstiek, felépiilhetnek
azonos vagy kiilonbozd tetramer alegységb6l Olyan transzmembran fehérjék,
amelyeken at ionok haladhatnak a sejten beliili és a sejten kiviili folyadéktér kozott.

Szelektiv porusok, elektrokémiai erdsség szerint engedik at a kiilonbdzé molekulakat
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a membranon. Nyitni ¢és zarni képesek, ezt a folyamatot kapuzdsnak hivjuk. Az
ioncsatornak nyilasat olyan specifikus ingerek okozhatjak, mint a membranpotencial
megvaltozasa, a kémiai stimulusok vagy a mechanikai valtozasok. Fontos szerepet

jatszanak abban, hogy a gydgyszertani hatas létrejohessen (Debrecenl).

Ioncsatorndk nemcsak a plazmamembranon taldlhatéak, hanem olyan sejten beliili
organellumokon is, mint az endoplazmatikus retikulum, a mitokondrium, az

endoszomak vagy a lizoszomak.

Osztalyozasukkor két nagy csalddot kiilonboztetink meg: igy fesziltség- ¢€s
ligand fliggd ioncsatornakrol beszélhetiink (11. abra, Fermini 2008).

[on channel Selectivity Activator

Voltage-gated channels

Perlassivm K* Membrang petential
Sodium Hat Membrang potential
Caleium Catt Membrane potential
Chloride Cl Membrane potential
HCN Ma™, K¥ Membrang petential
Ligand-gated channels

nAChE Nat, K, Ca®t Ach, nicotine
G."‘L]"i."';,l..:: cl- GABRA

Glycine cl- Glycine, strychnine
5-HT; Ma*, K*, Ca® Serolonin

AMPA Ma*, K'Y, Ca** Glutamate, AMPPA
Kainate Mat, KF, Ca®t Glutamate

NM A Mat, KY, Ca®t Glutamate, MM DA
CHG Mat, K*, Ca* cAMP

[PsR Ca*t IP3

PIX, P2Z Mat, Ca®t, Mgt ATP

11. abra Ioncsatornak két nagy csaladja (Fermini 2008)

A ligandfiiggd csatorndk  ionotrop  receptorokhoz  kapcsolodnak,  specifikus
neurotranszmitterek vagy mas ligandok hatdsara nyitnak, illetve zarnak (12. abra).
Jellemz6 rajuk a gyors jeltovabbitds. Ezek a csatornak felelések az impulzusok
bekapcsolasaért, vagyis az ingerelhetd sejtek kezdeti depolariziciojaért. Ligandfliggd
csatornak kozé tartozik az acetilkolin, a glitamat, a GABA, a glicin, a szerotonin, az
ATP-fliggd csatornak (Szegedl).
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(E) Neurotransmitter (F) Ca**-activated  (G) Cyclic nucleotide
receptor K* channel gated channel

Na'' g Glutamate
Y]

Al
Inside
Q
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K*

12. abra A ligandfiiggo csatornak aktivatorai kdzé tartozik a glutamat mint neurotranszmitter
(E), a Ca®* mint masodlagos hirvivd (F), vagy a ciklikus nukleotidok, a cAMP és a cGMP
(G). (Purves 2001)

A fesziiltségfiiged csatorndk a megvaltozott membranpotencialra reagalnak (13.
abra). Alapvetd szerepik az ingerelhetd szOovetekben van, ugyanis gyors és
koordnalt depolariziciot tesznek lehetdvé. Ezek rendkivill szelektivek az adott ionra,
jellemz6 képviseloik a natrium- ¢és kalum-csatornak, amelyek az idegekben és az
izmokban talalhatok, illetve a kalcium-csatornak, amelyek a preszinaptikus

idegvégzodések neurotranszmitter felszabadulasaban jatszanak szerepet (Szegedl).

(A) Na* (B) Ca® ) K+ (D) CI"
channel channel channel channel

foltag @
Voltage 00 K P
sensor

13. 4bra Fesziiltségfiiggd ioncsatornak, amelyek szelektiven engedik 4t pl. a Na* (A), a
Ca**(B),a K" (C) vagy a CI (D) ionokat. (Purves D, 2001)

A fesziiltségfliged natriumcsatorndk a neuronok kozotti kommunikacioban jatszanak
kulcsszerepet, tovabbitjak az akciés potencialt, valamint részt vesznek a sejtszintii
plaszticitdsban és a dendritekre érkezd szignalok feldolgozasaban is. Eléfordulnak az
agyban, a periferidss idegrendszerben, a harantcsikolt izomban, szivizomban,
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hatsogyoki ganglionokban, a szivben, a méhben, a tidében, a gliasejtekben
(Lehmann-Horn 1999).

Kalciumcsatornak ~ jelen vannak a legtobb sejt membranjaban. A kalcium
létfontossaga  molekula, ezek a csatorndk  szabalyozzak az  intracellularis
folyamatokat, részt vesznek az izom Osszehiizodasdban, a neurotranszmisszioban és a

génexpresszioban is (Wikipedial).

A kélumesatorndk kulcsfontossagi szabdlyozoi a membran ingerelhetdségének. Az
akciés potencial frekvenciajat wanyitjak, szabalyozzak a hormonok szekréciojat,

membranpotencialt hoznak Iétre a sejtplazmaban (Wikipedia2).

A Kloridion-csatornak jelen vannak minden neurontipusban, fontos szerepiik van a
nyugalmi membranpotencial fenntartasaban, a pH szabalyozidsaban, a homeosztazis

fenntartasaban, a szerves oldott anyag szallitasaban (Lehmann-Horn 1999).

3.4.2 Betegségek

Az ioncsatorndk az elektromos szignal transzdukcid mellett szamos funkcidval
rendelkeznek, tobbek koOzott az ionkoncentracio, a pH és a sejttérfogat
szabalyozdsdban, a s6 ¢és a viz transzportjdban, valamint a kémiai jelatvitelben is
szerepik van. Eppen emiatt az ioncsatorndk zavara szamos szovetben kiilonbozd

betegségeket okozhat.

Az ioncsatornak rendellenes mikodése mas-mas okokbol adodhat, lehetnek
autoimmun, iatrogén (orvosi kezelés kovetkezménye), toxikus vagy genetikus
jelleglieck is. Autoimmun betegség esetén autoantitestek akadalyozzadk meg, hogy a
fehérje a csatorndhoz kotddjon, igy alakul ki a csatorna funkciovesztése. Egy
baktérium vagy protozoa altal kivalasztott toxin is blokkolhatja a csatornat, de a

legismertebb ioncsatorna-betegségek genetikai eredetiiek (Hiibner 2002).

A kozponti idegrendszer ismert ioncsatorna-betegségei: epilepsza, ataxia, retinalis

betegségek, siiketség, Alzheimer-kor, skizofrénia, migrén, kronikus fijdalom.
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Kloridioncsatorna ~ betegségek:  myotoniacongenita  (izommerevség),  epilepszia,

vesebetegségek, cisztds fibrozis.

Natriumesatorna  betegségek: kiilonbozo  vazizom-betegségek, epilepszia, migrén,

autizmus, szivbetegségek, emésztOrendszeri betegségek.

Kélumcsatorna betegségek: neuromyotonia (Isaac szindroma), epizodikus ataxia,

ysziilottkori goresok, orokletes siiketség, periodikus paralizis.

Kalcumcsatorna  betegségek:  vazizom  betegségek -  periodikus  paralizs,

szivbetegségek, éjszakai vaksag, migrén (Neuromuscular).

3.5 loncsatornakra hato vegyiiletek vizsgalati lehetoségei
Az ¢l6  sejtek  vagy szOovetek elektromos  tulajdonsagainak  vizsgalatat
elektrofiziologiai modszerekkel végezhetjik (14. abra). A modszerek kozott
megkiilonboztetiink intracellularis és extracellularis méréseket (ELTES).

14. abra Az elektrofiziologia modszerei (ELTE4)

3.5.1 Extracellularis médszerek

Az extracellularis vizsgalatok akcids potencidlok mérésére alkalmazhatok —sejten
kiviili elektrodaval. A membran potencial nem mérhetd kozvetleniil, helyette a

membranon 4t folyd ionaramok altal generalt elektromos teret regisztraljdk. A
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folyadékfirdé  Osszetételének  megvaltoztatasaval  allithatiuk be a  mérési

koriilményeket.

Kis atméréjii (1 um-nél kisebb) elektrodaval egyetlen idegsejt aktivacidja is mérhetd,
igy kis amplitudoja jelek detektalhatoak (15. abra). Ha az elektroda atmérdje
nagyobb, nem csak egy, hanem tobb kozeli sejt aktivacioja mérhetd; de mivel egy
adott sejt mindig azonos kisiilést hoz létre, a sejtek aktivalodasa szétvalaszthato

(Maréti 1993).

15. abra Elektrodarol késziilt scanning elektronmikroszképos kép
(http://www.wikidoc.org/indexphp/Electrophysiology)

3.5.2 Intracellularis modszerek

Az tracellularis méréseknél a neuron sejttestébe kell vezetni az elektrédat a
membranon keresztiil (ELTE4). A mérés két fajtaja hasznalt: a hegyes elektrodas és a
patch elektrodas elvezetés.

3.5.2.1 Voltage clamp

A oltage clamp moddszer fesziltségrogzitd aramkort alkalmaz, amely adott értéken
rogziti a membranpotencialt. Ezt gy éri el, hogy a membranpotencidlt folyamatosan
méri, és ha az eltér a megadott értéktdl, megfeleld aram bejuttatasaval kiegyenliti azt.
Az elektroda és az erfsitdé kozott arammérd talalhatd, amellyel meghatirozhatdo a

membranaram (Mar6ti 1993).
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3.5.2.2 Current clamp

A current clamp modszerrel mérhetd az adott allandé vagy idOben valtozd éaram
hatdsdra kialakuld6 membranpotencial. A szinaptikus bemenet altal termelt aram
nagysaga detektalhatd, igy a neurotranszmitterek hatasat lehet jol modellezni (The
Axon Guide 2012).

3.5.2.3 Patch clamp
A patch clamp moédszer segitségével az egyetlen ioncsatornan athalado ionok aramat
mérhetjik idéfelbontasban (ELTE?2).

3.6 Sejt- és szovetkulturak felhasznalasa a toxikolégiai kutatasban
A sejttenyésztés 1907 ota ismert modszer, az 1950-es évektdl kezdve pedig fontos és
elterjedt technikanak szamit. Meghatarozd szerepe van a klonozasban, a
rakkutatdsban, a vakcindk készitésében ¢és a mesterséges szervek Iétrehozasaban.

Sejttenyészeten beliil jol vizsgalhatok a sejt-sejt kolesonhatasok neuronok kozott
(Szeged2).

A sejt- vagy szovettenyészet olyan készitmény, amelyben a sejteket legalabb 24 oran
at fenntartjak és szaporitjadk (Madarasz 2004).

A tenyésztdedényben fenntartott sejt- ¢€s szOvetprepardtumok szamos elonyds
tulajdonsaggal rendelkeznek. Folyamatosan figyelhetok, a beavatkozasra adott
reakciok kozvetlenill detektalhatok, kizardlag egyféle szoveti sejtet vagy tobbfele

meghatarozott sejtet tartalmazd preparatum is létrehozhato.

Azonban a kisérlet megtervezésénél és a kiértékelésnél figyelembe kell venni, hogy a
modellen megfigyelt reakciok nem jelzik biztosan az azonos sejtek in vivo valaszait
(Madarasz 2004).

3.6.1 Tipusok

A primer sejttenyészet egy adott szovetbdl izolalt sejtek heterogén halmaza. Ezeknek
a sejteknek az élettartama véges, csak korlatozott ideig, hetekig vagy néhany honapig
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tarthatok fenn (Szeged2). Az elsddleges tenyészetbdl — attdl fliggben, hogy hanyszor
titetjik at — masodlagos, harmadlagos, stb. sejttenyészet hozhatdé Iétre (Madarasz
2004).

A sokszorosan atiiltetett (40-70), egymashoz fenotipusban hasonld, homogén
preparatumok a sejtvonalak. Ezek élettartama korlatlan, végtelen ideig fenntarthatok.
Eldnyiik, hogy az adott sejtet nem kell izolalni, igy konnyebbé teszik a munkat.

Hatranya, hogy nem minden élettani és szovettani tulajdonsagot Oriz meg (Szeged2).

Sejttorzs is Itrejohet, ennek éElettartama véges, de az eredeti fiziologias tulajdonsagok

megmarad nak.

A korai embriondlis sejtek jol szaporodnak, ezért a csirkeembriot gyakran hasznalnak
ebbdl a célbol (Sotepedia).

3.7 Patch clamp

3.7.1 Kialakulasanak torténete

A membran és a sejtek ingerlékenysége mindig is kiemelkedd jelentdségli volt az
idegrendszer kutatasanak szempontjabol. 1952-ben Huxley mutatott ki eldszor akcios
potencialt voltage clamp modszer segitségével, ezzel 1963-ban el is nyerte a
fiziologiai és orvostudomanyi Nobel-djjat (Veitinger 2011). Az 1970-es évek végén
Sakmann ¢és Neher munk4janak koszonhetéen sikeriilt egyetlen ioncsatorna
mitkodését mérni béka vazizmon, végil nekik koszonhetéen 1976-ban megjelent a
patch clamp modszer is (Wikipedia3). Mara a bioldgiai és az orvosi kutatasok
legfontosabb eszk6zEévé valt a patch clamp technika az idegrendszer egyes sejtjeinek

és halozatainak szintjén is (Veitinger 2011).

3.7.2 Altalanos elve

A patch clamp modszer hasznalhaté az egyes ioncsatorndkon vagy tobb csatornan

atfolyd ionaramok, akciés potencidlok mérésére iS. Lehetdvé teszi, hogy részletesen

21


http://hu.wikipedia.org/wiki/Fiziol%C3%B3giai_%C3%A9s_orvostudom%C3%A1nyi_Nobel-d%C3%ADj

elemezhessik a mechanizmusokat ¢€és az ioncsatorndk valaszreakcioit az egyes

hatéanyagokra (Karmazinova 2010).

Egy ioncsatorndn 10 millié ion halad 4t masodpercenként, &m az atfolyd aram csak
néhany pikoamper nagysagu, ¢és ebben a nagysagrendben elég nehéz az aram
detektalasa.

Elektrolit oldatot tartalmaz6, weékony tiveg vagy kvarc -elektrodot hasznalunk,
amelynek tompa vége szivassal a membranra tapad (Veitinger 2011). fgy
négyzetmikronos felileten lehet regisztralni az ioncsatorndkon atfolyd dramokat. A
regisztralas feltétele, hogy az elektroéda megfeleld erdsséggel tapadjon a membranhoz,
az ellenallds gigaohm tartomanyba essen (Szeged3). A membranra tapadd pipetta
szigetel, a hozzd tartozo eziistklorid elektroda egy erésitdhdz kapcsolodva rogziti az
aramot. Az er0sitd, mint egy negativ visszacsatolast végzO rendszer, olyan
kiegyenlit aramot generdl, amely a membranpotencidlt a beallitott értéken tartja

(voltage clamp, 16. abra) (Veitinger 2011).

16. abra Patch clamp mddszer mitkodési elve (Veitinger 2011)

22



3.7.3 Patch clamp felhasznalasa a toxikologiaban

Szinte minden elektrofizioldgiai modszer jol hasznalhatdé a neurotoxikologidban. A
patch clamp technikak kifejezetten fontosak, hiszen ezzel a modszerrel az egyes
ioncsatorndk  vizsgdlata is megoldhatd. A technikaknak megfelelden mérhetiink
ionaramot anyagadas nélkiil, illetve sejten belil vagy a sejt kiilsé felszinén, attol
fliggben, hogy hol talalhatd a toxikus vegyiilet célpontja.

Bizonyos  mérgezd  vegyiletek  valtoztathatidk a  neuronok ioncsatornainak
nyitvatartasi idejét, nyitasi vagy zarasi frekvenciajat. Mivel szamos toxikus anyag hat
az idegrendszerre, kifejezetten fontos a patch clamp modszer ennek a tudomanyagnak

a vizsgalatai soran (ELTE3).
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4 Modszerek

4.1 Csirke idegsejt tenyészet készitése

4.1.1 Embrioagy kipreparalasa

A megtermékenyitett tojasokat a Babola-TETRA (Uraigjfalu) Kft.-t61 szereztik be.
A tojasokat 10 napig keltettik 38 °C-on, 80%-0s paratartalom mellett. A tojasokbol
steril kortimények kozott kiemeltik a csirkeembriot, Petri-csészébe helyeztik, majd
Kipreparaltuk az embri6 agyat. Ezutin az embridagyhoz 5 ml médiumot OntSttiink,
majd a szovetet koriibelil 1 mm®-es darabokra vagtuk zsilettpenge segitségével.

412 Médium

A sejttenyésztéshez 10% Fetal Bovine Serum-ot (FBS, Sigma) tartalmaz6 DMEM
(Dulbecco's  Modified  Eagle's Medium) médumot  hasznaltunk, melyhez
antibiotikumot (gentamicin, Sigma) adtunk ezerszeres higitdsban.

4.1.3 Neuronok disszocialasa és kihelyezése fedélemezre

A médiumba helyezett agyszovetet pipetta segitségével mechanikusan disszocialtuk.
Ezutdin tovabbi 5 ml szérum tartalmi médiumot adtunk hozza, majd centrifugaltuk
500-1000 fordulaton. fgy a sejtek leillepedtek, a fenn maradé folyadékot vakuum
segitségével leszivattuk és 2 ml médiumot adtunk a cs6é aljan 1évo sejtekhez és ijbol

disszocialtuk 6ket.

Ezutdin az eldzetesen NaOH ¢és poly-L-lysin segitségével kezelt, kisméretii Petri-
csészékbe helyezett kerek feddlemezekre pipettaval osztottuk el a kapott oldatot. Ezt
kovetden a Petri-csészéket lefedtik és CO, mnkubétorba helyeztik. Koriilbelil egy ora
alatt a sejtek letapadtak, és a harmadik napon mar patch clamp mérést végezhettiink
rajtuk.
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4.2 Patch clamp mérés

A letapadt sejteket tartalmazo tenyészeteket invertalt fazis kontraszt mikroszkdp
targyasztalara helyeztilkk, és médiumot adtunk hozzajuk. Az el6zdleg Shutter P97
elektroda  huzoval késztett korilbelil 1 um  hegy-atmér6jii  tivegelektrodat
intracellularis oldattal toltottik fel (Osszetétele: 140 K-gluconate, 1 EGTA, 2 MgCI2,
5 ATP, 10 HEPES), erre a fiziologias kornyezet megteremtése miatt volt szikség. A
mikroszkdp  segitségével olyan neuront kerestink, amely jol hozzaférhetd
membrannal rendelkezett, és egy 3 dimenzids mikromanipulatorral az elektrodat a
kozelébe helyeztik. A fém-elektrolit kontakt potencidl kiegyenlités utan az
intracellularis oldattal feltoltott elektrodat, amelynek ellenallisa 12-16 MOhm volt,
hozzaérintettiik a membranhoz, ahol a gigaseal gyorsan kialakult (17. abra). Ezutan
szivassal kilyukasztottuk a membrant és WinPCP programmal elvégeztiik a mérést.

17. abra Idegsejt az elektrodaval

A patch clamp méréseket cyfluthrinnal és referencia vegyiiletként lidocaine-nal
végeztik el Eldszor anyagbeadéds elott mértiink, majd a vegylileteket torzsoldatbol
100x higitassal két dozisban a mér6kamrdba juttattuk. A méréseket az Axon Clampfit
programmal értékeltik ki  Statisztikai elemzésre a Microsoft Excel beépitett
statisztikai rutinjait hasznaltuk.
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5 Eredmények

5.1 Csirke neuron tenyészet

5.1.1 Felilletkezelés

A sejtek tenyésztését tiveg fed6lemezeken végeztik. A fedblemezek felilletét eldszor
NaOH segitségével tisztitottuk, ezt kovetden pedig legalabb egy oran keresztiil
inkubaltuk poly-L-lysinnel (PLL) (0.5mg/ml). A feliletkezelésre azért volt szikség,
mert nélkiile az idegsejtek nem tapadtak le a feliiletre.

5.1.2 A tenyészetek idobeli fejlodése

Miutan a tiznapos csirkeembrio-agybol szarmazo idegsejteket Kkiiltettik a PLL-lel
kezelt feliletre, egy oOra miulva letapadtak, ¢és elkezdték regenerdlni axonjaikat ¢és
dendritjeiket. Ez a folyamat a harmadik napra fejezodott be. Tapasztalataink alapjan a
harmadik napra a membranban talalhatd ioncsatornak is reexpresszalodtak. Az
ionaramok mérését a tenyészetben toltott harmadik és a tizedik nap kozott végeztikk
(18. abra). A tizedik nap utan a neuronok csoportokba (clamp-ekbe) szervezddtek, ez
nehezitette a patch clamp vizsgalatokat. A tenyészetek tobb hétig is életképesek

voltak.

18. abra Tenyészetek fejlodése: Az els6 képen a tenyészet kiiiltetés utani napon, a k6zEépsé

képen a tenyészet 5. napjan, a harmadik képen a 10. napjan lathato

5.2 Patch clamp mérések
A letrehozott sejttenyészetek jol hasznalhatoak voltak a patch clamp mérésekhez,

mivel az chhez szikséges izolalt, konnyen hozzaférhetd sejtmembrani neuronokat
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tartalmaztak. Az intracellularis oldattal toltott 12-16 MOhm ellenallasu elektrodakkal
gyorsan megtortént a gigaseal képzddése €s utdna az itracellularis elvezetés elérése.
Nem tapasztaltunk mechanikai rezgést, mozgast az elektréda és a sejt kozott, az

intracellularis elvezetés stabil volt a tobb mint &1 6ras mérés folyaman (19. abra).

19. abra Idegsejt elektrédaval a patch clamp mérés soran

A mért idegsejtek membranpotenciaia -30 és -40 mV kozott valtozott,
membrankapacitasuk 100 pF korll mozgott. A vizsgalt neuronok tobb mint 90%-
aban talaltunk natrum- ¢és kalumaramokat (fesziltség zar modszerrel mérve),
valamint képesek voltak akcidés potencial generalasara is (aram zar modszerrel mérve)

(20. 4bra).

20. abra Az els abran voltage clamp, a masodikon current clamp mérés lathato

5.3 Anyagok vizsgalata

A vizsgalatokat cyfluthrinnal végeztik, referencia vegyliletnek pedig a lidocaine-t
hasznaltuk. Mindketté vegyiilettel 3-3 mérést hajtottunk végre, aminek soran elszor
az anyag beaddsa elott, majd a vegyiiletek két ddzisban torténd bejuttatisa utdn
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mértiik az ionaramokat. A mérések soran sikeresen detektaltunk natriumaramokat. A
vegyilleteket a szazszoros higitasi torzsoldatbol a mér6kamraba juttattuk, amelynek
térfogata 2 ml volt. Tapasztalataink szerint a vegyiileteknek legalabb 3-5 percre volt
sziikségiik, hogy hatasukat kivaltsak, a késés oka a diffizid lassisaga volt.

5.3.1 Lidocaine (referencia natriumcsatorna-blokkolé) hatiasa

A lidocaine amid tipusu helyi érzéstelenit6, bizonyitottan gatolja a natriumaramokat.
A lidocaine-nal torténd mérések soran egyértelmiivé valt a hatbanyag natriumaram
gatlisa. A natrumaram erdssége az anyagbeaddsok alkalmaval csokkent, a

kontrollhoz képest az elsé lidocaine-os kezeléskor atlagosan 26,6 + 12,1 %-kal
(meantSEM), a masodik beadaskor 56,3 + 2,6 %-kal (21. abra).

Na aram (pA)

——Kontroll

Lidocaine 100uM

Lidocaine 200uM

-1000

1d8 (s)

Lidocaine hatasa a natrium aramokra

%-0s gatlas
8

1100uM = 1200uM

21. abra A fels6 diagramon a natriumaram valtozasat kovethetjiik nyomon lidocaine
hozzaadasa utan az id6 fiiggvényében. Az als6 abra szazalékosan mutatja a vegyiilet

natriumaram-csokkentd hatasat a dézisok alapjan.
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5.3.2 Cyfluthrin hatasa

A cyfluthrinnal vald kezelés soran szintén csokkent a natriumaram. A kontrollhoz

képest az elsé anyagbeadaskor atlagosan 21,3 + 7,4 %-kal, a masodik dozs

alkalmaval atlagosan 88,6 + 7,3 %-kal valtozott.(22. abra)

400

200 -

<
H-
©
o
z
600 - Kontroll

= Cyfluthrin 10uM

-800 - ——Cyfluthrin 20uM

-1000 T T T )

0 0,02 0,04 0,06 0,08

16 (s)

Cyfluthrin hatasa a natrium aramokra

%-os gatlas
3

C10uM =C20uM

22. abra A felsdé diagram a natriumaramok valtozasat abrazolia a két dozisban hozzdadott

cyfluthrin hatasara az id6 fliggvényében. Az alsé abran szazalékos aranyban lathato az

ionaram csokkenése.
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6 Megyvitatas

Elsédleges célunk a cyfluthrin mint széles korben alkalmazott n&vényvéddszer
idegrendszerre kifejtett hatdsanak vizsgalata volt. Ennek oka a peszticidek koztudott
karositd hatasa mind kornyezetiinkre, mind egészségiinkre. Mivel ezek a vegyszerek

részt vesznek a mindennapi életiinkben, jo, ha ismerjilk a negativ oldalukat is.

Vizsglatainkat  csirkeembrié  idegsejtjein  végeztik. Természetesen  emldsokre
vonatkoztatva nem lehet 100%-ban megbizhatd kovetkeztetéseket levonni, de
eldnyiinkre valt, hogy a korai embrionalis sejtek jol szaporodnak, a tojas viszonylag
konnyen beszerezhetd, ezért a csirkeembrid megfeleld a sejttenyészetek készitéséhez.
A mérésekhez, célkitiizésinknek megfeleléen, sikeresen létre tudtunk hozni
csirkeembrid-agybol neurontenyészeteket. A tenyészetek a mérésekhez megfeleléek

voltak, nem fertéz6dtek be és tobb hétig életképesek maradtak.

A neuron tenyészeteken patch clamp méréseket végeztink, referencia vegyiiletként a
lidocainet hasznaltuk, amely bizonyitottan natriumcsatorna-blokkold szer. A mérések
soran két dozisban adva mértik az idegsejtek membranjan atfolyd natriumaramokat.
Mindkét hatdanyaggal harom-harom mérést végeztink, amely mérések igazoltak
feltevésiinket, miszerint a natriumaram csokken cyfluthrin hatdsdra. Azonban a
mérések alacsony szdma nem engedi, hogy biztosan kijelentsik a peszticid

natriumesatorna-blokkold hatdsat, ehhez tovabbi vizsgdlatok lennének sziikségesek.
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