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| Bevezetés

A human gyodgyaszati, az allatkisérleti, az allatorvosi valamint az allattenyésztési
gyakorlatban egyarant nagy jelent6sséggel birnak a gerincesek (vertebrata) koézponti
idegrendszerére erds gatld hatast kifejtd, stresszoldd, agresszivitast csokkentd trankvillansok,
szorongéast oldo anxiolitikumok, szedativumok. Humdn gyogyaszatban a schizophrenidk
a hallucinacio6 ¢és a téveszmék mérséklodnek vagy megsziinnek a neuroleptikus (antipszichotikus)
gyogyszerekkel torténd kezelés hatasara.

A vad, agressziv allatokat mar kis adagok beaddsa megnyugtatja, konnyen kezelhetové
teszi, a természetes €s a mesterségesen kivaltott dithosségi reakciokat, verekedd - tdmadod
aktivitast kikapcsoljak. Igy kisérleti beavatkozasok elvégezhetdsége érdekében hasznaljak
laborallatoknal (ragcsalok, nyul, majom stb.).

Sz¢les korben alkalmazzék az allatgydgyaszat és az allattenyésztés teriiletén is. Kisebb,
fajdalom nélkiili de kellemetlen allatorvosi beavatkozasok soran az allatokat kezelhetdvé teszik,
vagy analgetikumokkal kombindlva fajdalmasabb beavatkozasok is elvégezhetoek
(neuroleptanalgesia). Hasznalatukkal elkeriilhetéek a kockazatosabb hypnoticumok ¢és
narkotikumok alkalmazésa.

Az allattenyésztésben foként a stressz (szallitds, mérlegelés, jelolés, karikazas,
szarvtalanitds, kormozés stb.) negativ kovetkezményeinek csokkentésére, illetve az értékes
példanyok megdvasa érdekében, valamint a gyogyszeres megfékezés eszkozeként alkalmazzak.
A stressz ugyanis sulyos negativ hatast gyakorolhat a homeosztdzisra, igy a szaporodasra,
novekedésre, ellendlld képességre ¢és egyéb termelési ¢és teny€sztési paraméterekre. A
trankvilldnsoknak tehat komoly gazdasagi jelentdsége és 1étjogosultsaga van az allattenyésztés
tertiletén is.

Azonban a trankvillansok —kiiléndsen a neuroleptikumok— jelentds szdmu kellemetlen és
olykor veszélyes mellékhatassal rendelkeznek (dyskinesidk, parkinsonismus, akatizia,
agresszivitas, endokrin-, cardiovascularis-, antikolinerg-, haematologiai mellékhatasok, szexualis
funkcidézavarok stb.). Ez hosszabb tdvon kihathat a test zsir és izom arany megvaltozasara,
viselkedési zavarokat okozhat, csokkentheti a szaporoddsi mutatokat, stb. Hasznélatuk
lehetdségeit tovabb szikiti, hogy a haszonallatokban marad6 szermaradvanyok mennyiségét
fogyasztovédelmi megfontoldsbol szigortian korlatozzdk. Az egészségligyl miniszter 2/1999.
(IL.5) EiM. rendelete valamint az Europai Parlament és a Tanacs 2377/90/EGK rendelete
szabadlyozza az allati eredetli élelmiszerekben az dallatgyogyszer-maradvanyok maximalis
mennyiségét, beleértve a trankvillans gyogyszerekét is.

A kivant biologia hatds eléréséhez bejuttatott gyodgyszerek, —igy az altalam vizsgalt
vegyliletek is—, testidegen anyagok (xenobiotikumok), amelyeknek a szervezetbdl vald
eltavolitasara specifikus metabolizald enzimek és transzportal6 mechanizmusok alakultak ki a
filogenézis soran. A fokozott metabolizacio kiilonbozé mértékben megterheli az egyes szervek
detoxifikacios mechanizmusait. Ezaltal kevesebb kapacités jut az egyéb artalmas tényezdk elleni
védekezésre. CsOkkenti az allatok immunvédekezési teljesitményét ami kihathat a hasznos
produkci6 mindségére és mennyiségére egyarant.

Az antipszichotikus ¢és trankvillans gyogyszereknek jelentdés szami metabolitjat
azonositottak. Nem ismert azonban minden intermedier illetve az sem, hogy ezek az
intermedierek milyen bioldgiai hatdssal rendelkeznek vagy szerepet jatszhatnak-e a majdnem
mindig megfigyelhetd mellékhatasok kialakuldséban, az egyéni tlir6képesség és toxikus hatasok
kifejlodésében. (DAHL and STRANDJORD, 1977; DOLLERY, 1991; YEUNG et al., 1993;
JAVAID, 1994).



Feltételeztem, hogy a fenti gyogyszerek némelyike (elsdésorban a halogén szubsztitualt
vegyiiletek) glutation-S-transzferaz enzim (GST) segitségével, a glutation-S konjugacié Utjan is
metabolizalodhatnak, illetve tiriilhetnek ki a szervezetb6l. Amennyiben ez bekovetkezik, akkor
azt is feltételezhetjiik, hogy a vegyiiletek maguk is indukciés hatassal birhatnak a
metabolizmusukban szerepet jatszo enzimek szintézisére. Tehat a GST enzim szintézise is
fokozodhat, ezéltal fokozott mértékben képzddhetnek az egyes szervekben a trankvillans
vegyiiletek glutation konjugéatumai, igy pl. az agyszovetben is. Feltételezheté az is, hogy a
glutation konjugdtumok is kolcsonhathatnak a kozponti idegrendszerben a trankvillansok
hatdsmechanizmuséban szerepet jatsz6 fehérjékkel, receptorokkal. Madsrészt a glutation-
konjugatumok, mas y-glutamil peptidekhez és glutation analégokhoz hasonloan, befolyasolhatjak
a kozponti idegrendszer glutamaterg neurotranszmisszios folyamatait is (VARGA ¢és mtsai, 1988;
MCMOHAN et al., 2000; JANAKY és mtsai, 2000; HERMANN és mtsai, 2004). Ezek a
vegyliletek igy egy madsik utvonalon, a serkentdé mechanizmus gatlasa révén is kifejthetik
hatasukat a kozponti idegrendszerben (KIR). Igy hozzajarulhatnak a mellékhatasok
kialakulasahoz is.

A trankvillansok egyik f6 tdmadaspontja az agytorzsi formatio reticularis és elsésorban a
retikularis aktivaldé rendszer (RAS) Osszetett palyarendszereinek idegsejtjei. Elsésorban EEG
(elektroenkefalografia) vizsgalatok alapjan ugy tlinik, hogy a trankvillansok jellegzetes
szinkrontiizelési jelenséget valtanak ki a kéregben, ami feltételezhetéen kapcsolatban all a
kozponti idegrendszerre gyakorolt nyugtatdé hatassal. A szinkronizdcid kialakuldsdnak
mechanizmusa nem ismeretes, de tudjuk, hogy szabalyozasaban esszencialis szerepe van a RAS-
nak. Az EEG meglehetdsen indirekt informaciot nytjt az idegrendszer miikodésérdl, ezért a KIR
egyes régioinak és az abban szerepet jatszo idegsejteknek, idegpalydknak a behatdbb vizsgalata
szamos értékes informaciot rejt magaban. Ezért elektorfiziologiai mérdtechnikak felhasznalasaval
neuroinformatikai analizal6 modszerekre van sziikség. Ennek segitségével vizsgalhato az egyes
idegsejtek tiizelése, azaz depolarizacios frekvencidja, az idegsejtek aktivitdsanak kovetkeztében
kialakulo teriileti, regionalis potencidl (field potential) valtozasa vagy az egyes idegpalydk altal
vezetett ingeriileti folyamatok (akcios potencialok) regisztracidja, elemzése. Kevéssé ismert a
szinkron tiizelési mintdzatok természete ¢és kapcsolata a trankvillinsok ¢és glutation
konjugatumainak hatékonysagéaval, az egyes vegyliletek hatasmechanizmusaval. Nem ismert,
hogy milyen tiizelési mintavaltozdsokat okoznak ezek a vegyiiletek a formatio reticularis
tertiletén.

A tiizelési mintdzat értékelése akkor lehet hatékony, ha egy id6ben minél tobb
elektrédaval valamint magas id6felbontassal vagyunk képesek regisztralni (jelen méréseim soran
128 elemti elektroda tdmbbel és multiprocesszoros parhuzamos feldolgozassal).

Tovabbi vizsgélati lehetdségek sokasagat nyljtja ha egyben stimuldciora is képes egy
ilyen rendszer, tehat kétiranyu kommunikaciét képes megvalodsitani a kdzponti idegrendszer egy
célzott teriiletével. Ilyen nagy mennyiségii adatfolyam feldolgozasara mesterséges neuronhéalozat
lehet alkalmas, amely feliiletes analdgiat mutat a hozza kapcesolt é16 idegrendszer struktirajahoz.
A digitalis technika robbanasszeri fejlédése lehetévé tette a nagy teljesitményi
mikrokontrollerek neurobiologiai, gyakorlati hasznositasat, de a mai napig csak igen kevés ilyen
iranya felhaszndlds, alkalmazés sziiletett. Nem lelhetd fel olyan publikdcio, amelyben
mikrokontroller alapii mesterséges neuronhalozattal, multielektréda tombon keresztiil kétiranyu
kommunikéciot valositottak volna meg a hozzakapcsolt kézponti idegrendszeri teriilettel. Ezért
célul tiztem ki egy olyan, 0j elven felépiildé neuroinformatikai rendszer kiépitését é&s
algoritmusainak kidolgozasat, amelynek segitségével vizsgalni lehet az agytorzsi tiizelési
mintazatokat vagyis az idegrendszer milkddését, az egyes teriiletek kommunikacidjat mas
tavolabbi teriiletekkel, tovabba vizsgalhatd a trankvillinsok valamint metabolitjaik hatdsa az
agytorzsi formacio reticularis elektromos aktivitasara.



A jelentds szam mellékhatas csokkentése ¢&és ujabb, hatékonyabb vegyiiletek
szintetizaldsa érdekében intenziv kutatas folyik, aminek kovetkeztében idordl-idére cserélddnek a
szerek a gyogyszertorzskonyvi nyilvantartasban. Fontos feladat tehat, hogy megismerjiik ezeknek
a kémiailag valtozatos gyogyszereknek a metabolizmusat ¢és eliminacidjat az allati
szervezetben/bol. A kozponti idegrendszeri bioelektromos tevékenység pontosabb megismerése
¢s az arra kifejtett trankvillins hatasok elemzése hozzéasegithet a gydgyszerek
hatdsmechanizmusanak pontosabb feltdrasdhoz. Vizsgalataim segithetnek az ijabb, hatékonyabb
vegyliletek teszteléséhez, bioldgiai hatdsanak felderitéséhez. A kiillonbozd allatfajokon végzett
Osszehasonlitd vizsgalatok pedig adatokat szolgdltathatnak arra vonatkozdan, hogy mely
gyogyszerek milyen allatfajoknal alkalmazhatok megbizhatdan, illetve nagymértékben segithetik
az eltérd biometabolikus utak feltarasat.

A disszertaciomban néhdny a human- és allatgyogyaszatban (csak részben) alkalmazott
trankvillans gyo6gyszer hatasat vizsgaltam a GST indukciora, harom 4allatfaj kiilonb6z6
szerveiben. A GSH-gydgyszer konjugatumok képzddésének lehetdségét és azok biologiai hatasat
teszteltem. Bioinformatikai moddszereket dolgoztam ki és alkalmaztam a GST enzimkinetikai
analiziséhez. Ujszerli, analog és digitalis jellemzOket integrald, mikrokontroller alapu,
multiprocesszoros mesterséges neuronhaldzatot ¢€s algoritmusait fejlesztettem, mellyel a
gyogyszerek ¢€s konjugdtumainak hatisat vizsgadltam az agytorzs tiizelési mintazatéra.
Vizsgalataim eredményei interdiszciplinaris jellegliek, a neurobioldgia €s a neuroinformatika
tertileteirdl.

I.I Célkitiizések

A trankvillans hatasu vegyiiletek koziil néhany kiemelt gyogyszer vizsgalatat tiztem ki
célul. A valasztasi szempont a heterogén kémiai szerkezet hasonld hatasprofil mellett, a
hagyomanyos €s 0j generdcios besorolds, valamint a humdn, allat és mindkettonél torténd
gyakorlati alkalmazas elterjedtsége.

Disszertaciomban az alabbi felvetett kérdésekre keresem a valaszokat, illetve dolgoztam
ki megoldasokat:

1. Olyan uj, a jelenleginél precizebb és hatékonyabb mikrokontroller alapu mérési
rendszer, hardver és szoftver kidolgozdsa, amely lehetévé teszi nagyszamu
bioldgia minta enzimaktivitdsdnak gyors, megbizhatdé mérését, az enzimkinetikai
mérések soran nyert adatok monitorozasat, elemzését és értékelését.

2. A vizsgalt vegyliletek in vitro szubsztratjai-e a GST enzimnek? Az 1-kloro-2,4-
dinitrobenzén (CDNB) mint toxikus xenobiotikum a GST enzim szubsztratja és
fotometridsan mérhetd altala az enzim aktivitdsa. A vizsgalt gydgyszerek tehat
kompetitiven gatoljdk-e a GSH — CDNB konjugatumok 1étrejottét?

3. Az egyes trankvillans hatdsu vegyiiletek mely szervekben és milyen mértékben
valtanak ki GST enzimindukcidt, azaz 1j enzimfehérje szintézisét, a gén
expressziojat?

4. Van-e kiilonbség a laboratoriumi gyakorlatban széles korben alkalmazott
laboratoriumi patkdny (Rattus norvegicus); az emlds gazdasagi allataink
modelljeként hasznélatos, szintén emlds hazinyul (Orictolagus cuniculus) és a
halak koziil az allattenyésztési jelentOséggel bird eziistkarasz (Carassius auratus)
GST indukciojaban az egyes szervek esetében?

5. Gazdasagi haszonallatokndl (modellként hazinyulat és az eziistkaraszt vizsgalva)
milyen az egyes gyogyszerek alkalmazhatosaga és hatékonysaga, Osszevetve a
huméan ¢és az éallatgyogyaszat gyakorlataban elterjedt vegylileteket. Kiilonos
tekintettel az elsd illetve masodik generacids neuroleptikumok helyére.



6. A GSH konjugatumoknak van-e hatékonysadga a fenti fajok esetében, illetve
szerepet jatszhatnak-e egyes mellékhatdsok megjelenésében?

7. Olyan ujszerli multielektrodas elvezetési rendszer, multielektroda tomb ¢és
csucstechnologiat alkalmazo analdg erdsitdé rendszer kidolgozéasa ¢és kiépitése
amellyel vizsgédlni lehet az egyes vegyliletek hatdsat az agytdrzs célzott
teriileteinek tiizelési mintazatara.

8. Olyan 10j multiprocesszoros mesterséges neuronhaldézat ¢és a hozzd tartozd
algoritmusok  kidolgozdsa, amely alkalmas a multielektrodds tlizelési
mintamatrixok valosidejii digitalis feldolgozdsdra és az idegrendszerrel vald
kétiranyu, analég kommunikacié megvalositasara.

9. A fenti rendszerrel vizsgédlva, okoznak-e —és ha igen, milyen— tiizelési
mintavaltozasokat a vizsgalt trankvillins vegyliletek az agytdrzs formatio
reticularis palyarendszereiben €s van-e kiilonbség ugyanezen vegyiiletek GSH
konjugatumai altal kivaltott tiizelési mintavaltozasaiban.

A munkamat 1998 — 2007 kozotti idoszakban az alabbi intézetekben végeztem (kronologiai
sorrendben):

e Debreceni Orvostudoméanyi Egyetem, Elettani Intézet

e Kossuth Lajos Tudomanyegyetem, Természet Tudomanyi Kar, Allatanatomiai és Elettani
Tanszék

e Debreceni Egyetem, Miiszaki Fdiskolai Kar, Villamosmérnoki Tanszék

e Debreceni Egyetem, Agrar —¢s Miszaki Tudoméanyok Centruma, Miiszaki Tudomanyi
Kar, Kornyezet —¢s Vegyészmérndki Tanszék. Elektorfiziolégia — Bioinformatika
Laboratorium.

I Anyagok és médszerek

Trankvillans kezelések

A GST induktivitasdnak vizsgélatahoz a kisérleti allatoknak gydgyszereket adagoltam. A
trankvillansok  kivalasztasanadl  tobb  szempontot  vettem  figyelembe.  Els6sorban
neuroleptikumokat kivantam vizsgadlni, mivel széles korben elterjedt vegyiiletek, nagy
hatékonysaguak és heterogén kémiai szerkezetiik ellenére hasonld hatdssal és mellékhatas
profillal rendelkeznek. Figyelemreméltd tovabba, hogy egyes szereket csak az allatgydgyaszat
masokat csak a humangyogyaszat alkalmaz, mig néhany vegytilet mindkét teriileten elterjedt. Az
Osszehasonlitds érdekében vizsgdltam tovabba egy anxyoliticum ¢és egy sedatohypnoticum
csoportu gyogyszert, amelyek szintén nagymértékben elterjedtek a gyakorlatban.

A fajonkénti dézis meghatirozasinal az allatorvosi szakirodalomra (TOTH, 2004)
valamint a gyogyszer tajékoztatokra tamaszkodtam (PERENYI, 2002). Azoknal a szereknél
amelyeket nem alkalmaznak az adott fajnal, a human adatok testtomeg kilogrammra atszdmitott
értékét hasznaltam fel (BORVENDEG, 2002). Ezt korrigiltam sajat teszt vizsgalatok
eredményeivel és kalibraltam a dozist.



Human dozis

CP-Xylazin: élelmiszertermel6 alltoknak nem adhato.

Tipus Vegyiilet (hatéanyag/nap) Allat dézis (hatéanyag/ttkg/nap)
Hibernal Hibernal
chlorpromazinum 3x25mg=75mg eb 1 1-5 mg im.
Maximum: 600 mg 16 : 0,15-0,25 mg im.
Ventranquil A.U.V.
- 16, szarvasmarha,sertés : 0,05-0,1 mg iv.
i 16, szarvasmarha,sertés : 0,1-0,2 mg im.
@ acepromazin - kutya juh, kecske : 0,005 mg iv.
f;‘: kutya juh, kecske : 0,01 mg im.
% Elelmezés —eil. -i varakozési id6:
%‘ Hus: 24 éra, tej: 12 ora
g Melleril
thioridazinum 100-600 mg -
Maximum: 800 mg
Haloperidol
haloperidolum 5 mg -
Maximum: 60 mg
Tiapridal
=
g o tiapridum 200-1200 mg -
= -+ .
e 5 Maximum: 1800 mg
e c
EN isperdal
é- ] Risperda
5 risperidon 4-6 mg -
Maximum: 10 mg
Seduxen, Vali
= o Seduxen, Stesolid , eatiren : asmm
= . 16 :0,02-0,1 mg iv.
2 £ diazepam 5-15mg o .
5 ¢ ) csiko :0,1-0,25 mg iv.
Maximum: 40 mg i
eb, macska :0,1-0,5 mg im.
Xylazin A.U.V., Primazin A.U.V., Rometar A.U.V.
eb : 1-3 mg im.
i macska : 2-4 mg im.
% 16 : 0,6-1 mg iv. vagy 1,5-3 mg im.
= oz szarvasmarha :0,05-0,3 mg im. 0,025-0,15 mg iv.
S xylazine - . .
2 Y juh, kecske  :0,3-0,5 mg im.
=8
=
=

Mas Xylazin tartalmua készitményeknél az élelmezés —eii. -i
varakozasi id6:

Hus: 3-7 nap, tej: 3-7 nap

Laboratoriumi patkany

Az elsd vizsgalati korben csak neuroleptikumokat vizsgaltam. A human gyogyszerek
metabolizmusara vonatkoz6 adatok jorészt patkanykisérletekbol allnak rendelkezésre. Ezért ennél
a fajnal azt kivantam vizsgalni, hogy egyaltalan okoznak-e GST indukciot €és milyen mértékiit az

Tablazat. A vizsgalt vegyiiletek gyogyszerkonyvi elnevezése, dozisa és gyakorlati alkalmazasa

egyes szervekben a fenti gydgyszerek koziil a humén felhasznalast neuroleptikumok.

Az in vivo kezelések soran him, SPF (specifid pathogen free) Wistar patkanyoknak 8
napon keresztiil adagoltam, a human terdpidban alkalmazott maximalis dozisban (a testtomeg kg-
ra atszamitva) intraperitonedlisan a kovetkezd gydgyszereket: Risperidonum, Tiapridum,

Thioridazinum hydrochloricum, Chlorpromazinum hydrochloricum és Haloperidolum.




Minden csoportban 10 egyedet oltottam igy 60 allatot hasznaltam fel. Az allatok altalanos
egér-patkany laboratériumi tapot (normal - CRLT/N, Charles River) kaptak, csapvizet és
természetes megvilagitast. A gyogyszereket azonos napszakban, napi egy alkalommal kaptak
meg. A kontroll azonos mennyiségi fizioldgias sdoldatot kapott.

Hazinyul

Masodik vizsgalati korben nem laboratoriumi allatot, hanem allattenyésztési
jelentésséggel bird hazinyulat hasznaltam. A hazinyul az emlds gazdasagi allataink modelljeként
hasznalatos és az eddigi, ilyen iranyt kutatasokban ritkdbban szerepel.

A patkany kisérletek eredményeit kovetden kiterjesztett vizsgalatokat végeztem, az 1.
tablazatban szerepld 0sszes vegylilet bevonasaval. Minden csoportban 5 egyedet oltottam 8 napon
keresztiil, igy a 9 csoportban 45 allatot hasznaltam fel. Az allatok standard nyultapot (CRLT/NY,
Charles River) kaptak onadagoléssal, csapvizet és természetes megvilagitast. A gyodgyszereket
azonos napszakban, napi egy alkalommal i1.p. kaptdk meg. A kontroll azonos mennyiségl
fiziologias sooldatot kapott.

Eziistkarasz

A hal esetében nem i.p. oltdsokkal juttattam be a gyogyszereket, hanem a kisérleti
akvarium vizében oldottam fel. A 1égzés soran ugyanis a kopoltyn keresztiil az allat felveszi az
oldott vegyiileteket. Tovabba gyakorlati szempontbol —ha alkalmazasra keriil a szer példaul a
csapkodasi veszteség vagy az oxigénigény csOkkentése érdekében pl. széllitas soran— célszeriibb
a hatast eleve a vizben oldott szer esetében vizsgdlni, ahogyan az felhasznalasra is keriilhetne. A
vizsgalt szerek koziil jelenleg csak a diazepamot alkalmazzik (0,2-0,4 mg/ttkg im.) halaknal. A
standard eljaras vizben oldott anesteticum esetén triacin methanesulfonate (MS-222 Sandoz) —al
torténik, 25-100 ppm. koncentracioban (0,1 - 0,3%). (TOTH, 2004).

A vizben oldott gydgyszer esetében tobb szempontot kell figyelembe venni. A viz
mennyiségén kiviil az allat tomegét, a viz hdmérsékletét, oxigén ellatottsagat is. A hatéanyag
lassabban jut be a szervezetbe, egyenletesen nd a plazmakoncentracid de hosszabb idejd,
elnyujtott a hatds. Késobb a vizben fokozatosan csokken a koncentracié ahogy az allat felveszi
azt.

A halivadékok atlagos testtomege 18 g volt. A tesztmérések tapasztalatai szerint az 5
literes kezeld akvariumba megkozelitdleg a nyulaknal alkalmazott dozis egy tizede bizonyult
hatékonynak, de még hosszu tavon sem letalisnak.

Minden csoportban 5 egyedet kezeltem 8 napon keresztiil, igy a 9 csoportban 45 allatot
hasznaltam fel. Az allatok liofilizalt vords szunyoglarvat (bio-lio) kaptak taplalékul,
kiszelldztetett csapviz kozegben, folyamatos levegd buborékoltatassal, természetes
megvilagitassal, egyenletes szobahdmérsékleten. A gyogyszereket azonos napszakban, napi egy
alkalommal kaptak meg. A kontroll gyogyszert nem kapott.

Mintak elokészitése GST indukcid vizsgalathoz

Az allatok felaldozasa szakszert, fizikai euthanasiaval tortént (KALLAI, 2000; CLOSE et
al., 2000; MOLNAR, 2001; TOTH, 2004). Utana a kisérleti allatok azonnal boncolésra kertiltek.
A belsd szerveket (agy — agytorzzsel, gerincveld, maj, 1ép, vese, sziv, tiid6) -70 °C-ra hiitott
rozsdamentes acéllapra bontottam ki. A feliilet h6kapacitasa gondoskodott a mintdk azonnali
hitésérol. Alapkoncepcid hogy a mintak minden miivelet alatt folyamatosan hiitve legyenek. A
hiités megakadalyozza a protedzok milkodését és mas folyamatok negativ hatdsat a GST
enzimaktivitasra. Egyes miiveleteket (pl.: potterezés, centrifugalas) csak olvadaspont f6lotti, 0 — 4



°C kozotti hémérsékleten lehet elvégezni. Azonban minden minta azonos idStartamot toltott a
munkafolyamatok altal megkovetelt hdmérsékleten. A mintdk -20 °C-os fagyasztasra keriiltek
zarhato, mintatartd tivegekben a tovabbi feldolgozasig.

Fagyaszott allapotban a szervekbdl atlagosan 3 x 0,2 g tomegli mintdkat vélasztottam le,
majd kiilon-kiilon 10ml 0,32M —os 0°C-os szacharéz oldatban teflon potterrel homogenizaltam 1
percig, jeges vizflirddben (CARBERG and MANNERVICK, 1985). A homogenizatumot 4°C—on
9000g-vel 10 percig centrifugéltam. Ezutan a feliiluszot az iiledéktdl elvalasztottam €s 5 x 50 pl
mintat, fehérje quantitativ meghatdrozasra kimértem. A minta tobbi része (=5ml) ismételt
fagyasztasra keriilt az enzimkintetikai meghatarozasig.

Fehérjetartalom meghatarozasa
A GST enzimaktivitdsanak korrekt dsszehasonlitdsdhoz figyelembe kell venni az egyes
mintak fehérjetartalmat. Ehhez megfeleléen érzékeny moddszert nyujtott a Lowry —féle fehérje
meghatarozas (LOWRI, 1951).
Reagensek:
1. 2 %-os Na-karbonat 0,1 N-os NaOH-ban
2. 0,5 %-0s CuS04-5H,0 oldat 1 %-o0s Na-tartarat oldatban
3. (Creagens) : 1 ml CuSO, oldatot (2) 50 ml Na-karbonat oldattal (1) elegyitettem.
4. Folin-Ciocalteu (D reagens) 100 g Na,Wo004:2H,0 + 25 g Na,Mo04 -2H,0 + 700 ml
desztillalt viz + 500 ml 80 %-os ortofoszforsav oldat + 100 ml koncentralt HCI 10
oras fozés utan, 150 g Li,S04 -t, 50 ml desztillalt vizet és 3 csepp bromot adtam az
oldathoz. Ezt tovabbi 15 perc f6zés koveti, hogy a brom felesleget eltavolitsuk.
Lehtlés utan 1000 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel. A reagens fényérzékeny
ezért barna ilivegben taroltam. Tekintve, hogy a sav tartalom kb. 2 N, a
meghatarozasnal a reagenst 1:1 aranyban higitottam desztillalt vizzel
5. Standard fehérje oldatként, a kalibracidhoz szarvasmarha szérum albumint (BSA :
Bovine Serum Albumin, SIGMA) hasznaltam. 20 mg-ot 100 ml desztillalt vizben
oldottam, hitve taroltam.

A mintakat és a standardot 1 ml-ekre egészitettem ki desztillalt vizzel. Ezutdn a ,,C”
reagensbol 2 ml-t tettem hozza. 10 perc varakozas utan a ,,D” reagensb6l 200l mértem hozzéajuk
¢s ujabb 30 percig varakoztam a szin stabilitasdig. A mintdkat 660 nm-en fotometraltam vak
mintaval szemben, ami nem tartalmazott fehérjét.

A kalibraciot 0,01-0,1 mg/ml BSA koncentraciéban 10 standarddal végeztem. A kapott
extinkcios értékekre a legkisebb négyzetek modszerével illesztettem egyenest.

A munka sordn minden egyes mintanak kiilon-kiilon meg kellett hatarozni a
fehérjetartalmat és a mért A abszorbancia alapjan kiszamitani a GST aktivitast Unit-ban.

2. Tablazat. Fehérje quantitativ meghatarozasok szama

GST aktivitas mérése

A GST enzim egyik szubsztratja az 1-kloro-2,4-dinitrobenzén (CDNB). Bar ezzel a
toxikus xenobiotikummal természetes koriilmények kozott nehezen elképzelhetd a talalkozasa a

allat faj allat db szerv minta/szerv | mérés/minta | Osszesen
patkdny 60 4 3 3 2160
nyul 45 6 3 3 2430
karész 45 3 3 3 1215
Osszes fehérje quantitativ meghatarozasok szama: 5 805




szervezetnek, azonban az enzim mégis nagy affinitast mutat hozzd. A GSH -SH csoportjaval
torténd konjugécio révén szines komplex képzddik

H NH,
o NO,
OH H NH
Hs. M NH
\)w.r \)J\OH +

L-Glut lLot'll' NO,
y-L-iutamy’--cystelnyl-glycine 1-kloro-2,4-dinitrobenzén

GSH (307.32 g/mol) CDNB (202.55 g/mol)

A standardizalt koriilmények kozott képzodott termék mennyisége egyenes aranyban all a
GST enzim aktivitasaval, ami fotometrias uton mérhetdé (HABIG et al., 1974; MAUCH and
DUDLER, 1993).

Reagensek:
e 0,1 M-os natrium-foszfat puffert (6,5 pH) 1| mM EDTA-Na,.vel

e 20 mM GSH tridesztillalt vizben oldva
e 20 mM CDNB 95%-0s etanolban oldva

Mérési metddus:

Meérésenként 850 pl pufferoldatot Eppendorf csovekbe mértem, majd termosztattal
stabilizalt 37,5 °C-os vizfiirddben inkubaltam amig a hdmérsékletet fel nem vette. Ezutan 50 pl
20mM-0s GSH ¢és 50 ul 20mM-os CDNB oldatot mértem hozza. A reakciot 50 pul minta
hozzdadéasaval inditottam, majd 0sszerdzas utdn azonnal a fotométerbe keriiltek. Az 1-klor-2,4-

crer

nm hulldmhosszon 3 percig mértem. A kontroll elegy nem tartalmazott mintat.
A GST aktivitds mértékét Unit-ban fejezziik ki.

(A4, )/ minxV (ml)x dil
Em.-'hf X I’;e'.".'_- (”"‘F )

= mol /ml / min

Ahol a ,,dil” a higitasi faktor, ,,V” a reakcié mennyiség, ,,€” az extinkcios koefficiens,
»Ven,  pedig a minta mennyisége. A kapott értéket a minta fehérjetartalma alapjan korrigaltam és
szdmoltam at umol / kg fehérje / sec értékre.

Szorassal mértem és dbrdzoltam a grafikonokon, hogy az értékek a varhatd értéktol
(kdzépértéktdl) milyen mértékben térnek el. Ahol x az értékek atlaganak kozépértéke, n pedig a
minta mérete.

> (x—x’
(n—1)
A foszfat puffer 6,5 pH-ja az irodalmi adatok szerint megakadalyozza a CDNB — GSH

spontan, enzim nélkiil lejatszodo reakciojat. Ezt tesz méréssel ellendriztem. GST hozzdadasa
nélkiil az abszorbancia 3 perc alatt sem valtozott értékelheté mértékben.



allat faj allat db szerv minta/szerv | mérés/minta Ossz.
patkany 60 4 3 3 2160
nyul 45 6 3 3 2430
karasz 45 3 3 3 1215
Osszes enzim kinetikai fotometrias mérések szama: 5 805

3 perc mérés alatt 19 adat keletkezik, tehat az 6sszes adat szama: | 110 295

3. Tablazat. Enzimkinetikai mérések szama.

In vitro GST szubsztrat vizsgalat

A kompetitiv gétlas vizsgalatdhoz moldrisan ekvivalens mennyiségli gyogyszerrel
probaltam gatolni a GSH — CDNB komlpex képzddését. A reakcidt standard liofilizalt GST
enzim (16 majbol nyert, SIGMA) katalizalta. Az enzim teljesitménye katalogus szerint: 1 pumol
CDNB - redukalt GSH konjugacio per perc pH 6,5 és 25 °C —on. Az 1 mg liofilizalt enzimet 5 ml
tridesztillalt vizben oldottam és a mintakhoz 50 pl mennyiséget mértem. Az oldddasi tényezdk
figyelembevételével a szubsztratokbol 5 mM —os oldat 50 pl-es mennyiségét hasznaltam.
Standard homérsékleten, foszfat pufferben (6,5 pH). A CDNB azonban igen nagy affinitassal
kotédik a GST —hez. Ezért a gyogyszerekbdl koncentracid sorozatot is képeztem, amellyel a
gatlas teljesitménye is megallapithato volt.

Tovabba vizsgaltam, hogy a kisérleti allatoknak beadott d6zisban milyen mértékii a gatlas,
a gyogyszereket egymashoz viszonyitva. Igy a szervezetben kialakulé koncentraciohoz hasonld
aranyaban volt vizsgalhato.

GSH konjugatum szintézis

A konjugdtumok hatékonysagat hazinyul és eziistkarasz esetében vizsgaltam. A gyogyszer
konjugatum szintéziséhez a GHS egyenérték szamitdsat a molaris tomegek alapjan az alabbi
képlettel végeztem:

GSH egyenérték = ((( gyogyszer napi dozis mg / 1000) / gyoégyszer molaris tomeg) x GSH
molaris tomeg) x 1000

Ahol a GSH molaris tomege: 307,32 g/mol

A gybgyszer és a moldrisan ekvivalens mennyiségli GSH 0Osszemérését fiziologias
sooldatban, 16 majbol nyert GST (SIGMA) hozzdadasa kovette. Az enzim teljesitménye
kataldgus szerint: 1 umol CDNB - redukalt GSH konjugacid per perc pH 6,5 és 25 °C —on. Az 1
mg liofilizalt enzimet 5 ml tridesztillalt vizben oldottam és a mintdkhoz 150 pl mennyiséget
mértem. A reakciét szobahdmérsékleten 5 oOrat inkubaltam. Kozben a termékképzddést
ellendriztem.

A termék képzddését a redukalt glutation fogyésa jelzi, a teljes konjugacidt pedig annak
elfogyasa. Igy a reakcidbol vett mintdhoz mért CDNB egyre kisebb fotometridsan mérhetd
(340nm) szinreakciot mutatott, mivel a termékképz0dés soran egyre kevesebb szabad, redukalt
GSH taldlhat6 benne.

Motilitas mérés

A kozponti idegrendszerre serkentd vagy gatld hatast kifejté vegytiletek hatékonysaganak
objektiv vizsgélatara a motilitds mérése ad lehetdséget. Jelenleg gyakran alkalmaznak fotokapus
¢s webkameras mérdrendszereket (pl. EXPERIMETRIA), de megfeleléen korszerli és preciz
eredményt szolgaltatnak a piezo- elektromos rezgésérzékelds vagy infravords mozgasdetektoros



rendszerek. A mérésekhez az utdbbi két technologiat alkalmaz6, mikrokontroller feliigyeletii,
sajat tervezésii motilitdsmérd rendszert fejlesztettem.

A motilitdst mindig a gyogyszer beadasa el6tt, tehat megkozelitdleg 24 ordval az el6zd
dozis beadasa utan és a kezelés utan is mértem. Igy nyomon kévethetd volt az akut és a kronikus
kezelés okozta hosszabbtavi motilitas valtozas egyarant.

Az egyszeri dozis vizsgalatokndl az eredményeket a gydgyszer illetve konjugatumaik
beadasat kovetden 1 oraval és az akklimatizacios i1d6 leteltével rogzitetem.

Az éllatok a mérdrendszerbe helyezés utan 10 perc akklimatizacios id6t kaptak, majd a
mérést elinditottam ¢és alkalmanként 5 percig monitoroztam. Mikrokontrolleres (BS2SX)
felligyeleti rendszer gylijtotte és tovabbitotta a PC-fel¢ az adatokat, ahol azt sajat fejlesztésii
szoftver fogadta és dolgozta fel.

Hot-plate teszt

A hot-plate az analgézia és a szedacié mértékének standardizalt mérésére szolgald teszt.
Az allatoknak 10 perc akklimatizaciés id6t hagytam a mérés eldtt a sajat tervezésii
berendezésben. Ezutan egy 25 x 25 cm-es konstans, 55°C hdémérsékleten tartott feliiletre
helyeztem az allatokat a minden oldalrol zart tdroloban, amelyben biztositott a lap elhagyasanak
lehetdsége. A homérsékletet 0.1°C pontossaga mikrokontroller vezérelt digitalis termosztattal
kontrollaltam. (MALMBERG and BANNON, 1999; MOGIL et al., 1999; WILSON and MOGIL,
2001). Ezutan a laprol vald leugras illetve lemaszasig eltelt id6t mértem. Amennyiben 90
masodpercig nem reagalt az allat a hdstresszre akkor a mérést megszakitottam.

Testhomérséklet és testtomeg mérés

A testtomeget SOEHNLE tipusu 0,5 g pontossagu digitalis mérleggel, a testhomérsekletet
SUNLIFE tipusa 0,1 °C pontossagu digitalis lazmérével, rektalisan mértem nyulaknal. A
méréseket mindig kozvetleniil a kezelés eldtt végeztem, igy nem a gyogyszer kozvetlen hanem
kronikus hatasat vizsgaltam a testhomérsékletre.

Mikrokontroller valasztas

A mesterséges neuronhaldzatba és az enzimkinetikai mérdrendszerbe a beépités
idépontjaban a vilag leggyorsabb SX alapu processzorat tartalmazé BS2/SX mikrokontrollert
alkalmaztam. 50 MHz-es orajel frekvencidgja 10 000 gépikdédti miivelet végrehajtasat teszi
lehetdvé masodpercenként (http://parallax.com). Alkalmazza a tobbszintli ,,pipe-line”
technologiat igy a latszolagos gépi ciklusa mindossze egy orajel. 16 I/O vonallal rendelkezik.

Multielektrod fejlesztés

Az éltalam létrehozott célorientalt neuronhdlézat (ADNC, Analog Digital Neural
Computer) a kereskedelmi forgalomban nem beszerezhetd, specidlis elektrodatombot igényel.
Ezért a multielektrdd tombok eldallitdsara sajat technologiat fejlesztettem ki. Tobb egység késziilt
el réz, réz - cink és wolfram oOtvozetekbol, melyek kiilonbozo elektronikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek.

A huzalokra (d = 50 - 100 pum) eldszor rakeriil a szigeteld réteg. Ezutan torténik a
hajtogatas, igy 2,4, 8, 16 ... stb egységre sokszorozddnak. A 7. hajtas utan felsokszorozdodott
szalai kozé, majd az elektrodatombot hosszanti irdnyba feszitéssel és egyidejii csavardssal
egységesitem, amig a szilikon polimerizaloédik. A szilikon tulajdonsagai miatt rovid tavon nem
okoz olyan szoveti irritacidt ami torzitand a mérési eredményeket. Tovabba felxibilisen tartja az
elektrodatombot €s tovabbi szigetelést biztosit az egyes egységek kozott.
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Az elkésziilt huzalkoteg ezutan fagyasztasra keriil. Egy optimalis homérséklet elérésekor a
tomb egyik végét 90°, 45°, 20° vagy mas szogben elmetszem. Ezaltal tompa vagy kiilonbozd
hegyben végz6dd elektrodatombot kapunk. Minél kisebb a szdg anndl nagyobb lesz az egyes
egységek feliilete és nagyobb feliileten fog érintkezni a megcélzott szovet sejtjeivel. A tulzott
hiités vagaskor az anyag ¢és a szigetelés toréséhez, berepedezéséhez vezethet. Mig a nem
elégséges lehlitéskor az anyag ,.kenddhet”, amely kiilondsen a lagy rézvezetékeknél fordul eld. A
wolfram vagy a réz — cink 6tvozetl elektrodak esetén finomabb vagasi feliiletet sikertilt elérnem.

Az elektrodatomb masik vége szétbontasra és a szigeteldréteg leolddsra keriilt. Ezutan a
szalakat egyesével két 64 polusu csatlakozd tombhoz forrasztottam. A csatlakozot egy sajat
fejlesztésti analdg switch IC rendszer fogadja.

lll Eredmények

Mikrokontroller alapu enzimkinetikai analizalé rendszer

A nagyszamu minta (t6bb mint 5 ezer enzimkinetikai mérés, ugyan ennyi fehérje tartalom
meghatarozas, azaz tobb mint 110 ezer adatsor) komplex enzimkinetikai analiziséhez
mikrokontroller alapu feldolgozé rendszert fejlesztettem és algoritmusait dolgoztam ki. A 14
valamint a masodik verzi6 24 bites soros A/D konvertere jelentésen megndvelt pontossaggal
kvantalta a spektrofotométer detektor analdg jeleit. Az enzimkinetikai méréseknél gyakori
pontatlansagot okozo hibak kikiiszobolésére hibajavitd algoritmust dolgoztam ki, teszteltem és
alkalmaztam. A kinetikai gorbék analizisére a linedris szakaszkeresését €s a legnagyobb nettod
termékképzOdési szakaszkeresd algoritmust dolgoztam ki BS2/SX mikrokontrollerre. A rendszer
a nagyszamu adatfeldolgozas valamint 6sszehasonlitd vizsgalatok soran sikeresen bizonyitott.

In Vitro gatlas vizsgalat

A vizsgalt gyogyszerek in vitro koriilmények kozott mind kompetitiven géatoltak GST
jelenlétében a CDNB — GSH konjugatumok Iétrejottét. Mindegyik vegyiilet, kiilonb6zo
affinitdssal az enzim szubsztratjanak bizonyult. igy valésziniisithetd a GSH-gyogyszer komplex
képzddésének lehetdsége. Kezelési dozisban a Thioridazinum mutatta a legjelentésebb gatlast,
majd a Tiapridum, a Xylazin etc. A szervezetben hasonld aranyt kezdeti koncentracid alakulhat
ki a kezelések soran is.

Laboratoriumi patkany

A laboratoriumi patkany valamennyi kezelt csoportjdban megndvekedett a méaj GST
aktivitasa. Hasonld tendenciat tapasztaltam az agytorzsi homogenizatumban is, bar ott a GST
aktivitasa 20-30-ada volt mint a majban. A tobb mellékhatassal rendelkezé hagyomanyos
neuroleptikumok 4ltaldban kisebb GST indukciot okoztak, mint a kevesebb mellékhatéast okozo 1j
tipusu gyogyszerek. Az agyban a haloperidol és a chlorpromazin okozta a legnagyobb GST
indukciot. Igy ezek konjugatumainak megjelenése a legvalésziniibb.
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1. abra. Laboratériumi patkany GST indukcidja agytorzsben. Kontroll : 491 Unit,
valamint majban. Kontroll : 7 563 Unit

A vesében szintén jelentés novekedést okoztak a vegyiiletek az Uj generacids
risperidonum kivételével. A 1épben pedig jellemzdéen csokkent a GST aktivitds a kontrollhoz
képest. Az enzimaktivitds ndvekedése a GSH detoxifikacids rendszer aktivalddasat jelzi. Minél
nagyobb mértékii, annal inkabb megterheli a szer az adott szerv sejtjeinek védekezo kapacitasat.
A negativ érték azt jelezheti, hogy a vegyiilet maga kapcsolodhat az enzimhez, vagy a vegyiilet
metabolizmusa soran keletkezd intermedierek allosztérikusan gatolhatjdk az enzimet, vagy az
intermedierek befolyasoljak az enzim expresszidjat. Az sem kizart, hogy mas detoxifikacios
mechanizmusok keriilhettek el6térbe az adott szervben, tehat a GST gén expresszidja
csOkkenhetett, amelyre feltételezhetden ezekben az esetekben nem volt olyan mértékben sziikség.

Hazinyul

A hazinyal motilitdsanak csokkentésére a diazepam a thioridazin és a tiapridum hatott
leginkébb, a legaktivabb nap és az utolsé kezelési nap differencidjanak elemzésében. A tiapridum
mint csekély mellékhatasu 0 tipust neuroleptikum a patkdny agyban sem okozott jelentds GST
indukcidt ellentétben a thioridazinnal.

350% ~
330%
310%
290% -
270%

250% +
230%
210%
190% -
170% -

2. abra. Motilitas csokkenésének ardanya hazinyulnal a kontroll valtozasahoz képest

A napi aktivitas elemzések alapjan két csoportba sorolhatok a vizsgalt vegyiiletek. Az els6
kisérleti csoportban olyan vegyiiletek taldlhatok, amelyeket a szakirodalom neuroleptikumoknak
nevez. A Chlorpromazinum és Thioridazinum, fenotiazin gylriit tartalmaz, a Haloperidolum
pedig butirofenon szarmazék. A Chlorpromazinum és Haloperidolum az aromas gytiriin halogén
szubsztituenst hordoz.
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Erdekes az a megfigyelés, hogy a human terapias hatdsokhoz hasonléan a nyulaknal is
csak par napos kezelés utan jelenik meg egy kb. 50%-o0s motilitas csokkenés kifejlédése. Tehat az
itt megfigyelt valtozasok is arra utalnak, hogy a neuroleptikus gyogyszerek hatdsa fokozatosan
kumulélodik a kezelési napok soran. Az elsO csoport allatainal talalt lassu, gradualisan megjelend
mozgas frekvencia csdkkenés, nagyon hasonlit, s6t j6 egyezést mutat a Haloperidolummal,
Chlorpromazinummal ¢és Thioridazinummal kezelt psychotikus betegeknél a farmakologiai,
antipszichotikus hatas megjelenésével. Ezeknél a betegeknél is csak par napos kezelése utan
manifesztalodik az antipsychotikus hatdsa a trankvillansoknak. Tovabba a gyogyszeres kezelés
elhagyasa utan bizonyos ideig még fennmarad a hatas és csak lassan térnek vissza a betegség
tiinetei. A pontos magyarazatot erre a jelenségre nem ismerjiik, de elképzelhetd, hogy ezek a
szervezetbe juttatott halogénnel szubsztitudlt vegyiiletek a kezelések utan felszivodnak és a
keringéssel gyorsan eljutnak a kiilonb6zd szervekbe, szovetekbe igy az agyszovetbe is.
Kapcsolodhatnak a plazmamembran D, receptorokhoz, ott kifejtik gyors hatasukat,
megvaltoztatjdk a neurondlis aktivitdst. Ezzel magyardzhaté az egy ora elteltével kialakuld
mozgés szegény allapot. Azutan a vegyiiletek a receptorrdl levalva, vagy a receptorral egyiitt
(internalizacidval) a sejtekbe keriilnek. A sejten beliil viszont a GST enzim altal katalizalt
reakcioban a glutationnal konjugédlodhatnak direkt modon, vagy pedig kozvetett Gton, az elsd
fazisa atalakitasokon keresztiil, —CYP450 enzimek altal katalizalt reakcidkban keletkezett
intermedierek— kapcsolodhatnak a GSH-hoz a GTS altal katalizalt reakcioban (szekunder
metabolikus fazis). M4j esetében viszont nem feltétleniil varhatd, hogy ezek a vegyiiletek a
hepatocitdk plazma membranjan is kifejtsenek hatast. A vegyiiletek a parenchima sejtekbe
bejutva a citoplazmaban konjugéaldédhatnak direkt, vagy az eldbb emlitett indirekt utat bejarva
GSH- vagy glukorunoid-konjugatum keletkezik a sejtekben. A Glukuronoid vagy Glutation-
trankvillans konjugdtumokat a kiilonb6zd transzport mechanizmusok pl. az ABC-transporterek,
Glutation-konjugadtum ATP-dependens transzport mechanizmusok tavolitjadk el a sejtekbdl,
szovetekbdl, pl. a m4j sejtekbdl az epébe. Ezért koncentraciojuk viszonylag gyorsan csdkkenhet a
vérben. Ez magyarazhatja azt, hogy a hatas megkozelitdleg egy nap alatt lecseng. Eppen ezért
nem lathattunk erés mozgascsokkentd hatast az elsé napokban a kezelések utani 24-ik éréban.

A masodik csoportba besorolt vegyiiletek kémiai szerkezete, farmakokinetikdja,
gyogyszer mellékhatasai, metabolikus Utjai, egymastdl igen kiilonboznek. A benzamid szarmazék
Tiapridum a G-proteinhez kapcsolt D, receptor szelektiv antagonistija, azonban igen jo
anxiolitikus hatassal is rendelkezik. Ugyanakkor mellékhatasai kozott megemlitik, hogy gyakran
okoz agitaciot is. Talan ezzel magyarazhat6 az, hogy a masodik naptél kezdédden ndvekszik és
az Otodik kezelési nap utdn pedig lényeges kiugrast tapasztaltunk a nyulak motilitdsban. A
benzioxazol-piperidin Risperidonum mellékhatdsai kozott szintén megemlitik, hogy gyakran
okoz szorongdast, nyugtalansagot, almatlansagot. Hasonlot tapasztaltunk a nyulaknal is. A kezdeti
jelentds motilitas csokkenés utdn egyre fokozodott és a kovetkezd napokban a kontroll értéket is
meghaladé mozgas aktivitast mértiink.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott anxiolitikummal a Diazepammal is hasonlé adatokat
regisztraltunk. A kezdeti igen jelentds csokkenés utdn a kontroll értékeket is joval meghalado
aktivitasvaltozast figyeltiink meg. Erdekesek azok az irodalmi adatok is, hogy egyes betegeknél a
benzodiazepinek agitaciot valtanak ki, vagy idOsebb arteriosclerotikus betegeknél éppen
zavartsagot is okozhatnak. Ezeknek az adatoknak a tiikkrében, szintén némi hasonldsagot véltem
felfedezni a nyulaknal és néha az embereknél tapasztalt mellékhatasokkal. A nem vart aktivitas
novekedés arra utalhat, hogy a nyul idegrendszerében is hidnyoznak olyan idegi kapcsolatok mint
amelyek a leépiild humén idegrendszerben tiinnek el a patholdgias valtozasok soran..

Az Acepromazinum jol bevalt, nagy hatékonysagu neuroleptikum. Hatasat rovid idén
beliil fejti ki, de a hatds viszonylag rovid idon beliil el is mulik. Kémiai szerkezete nagyon
hasonlit a Chlorpromazinuméhoz. Azonban lényeges kiilonbség az, hogy a fenothiazin gyfirlin
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nincs halogén szubsztiticid, viszont a hdrmas kondenzalt gytira elsé tagjan egy karboxil csoport
talalhato. Ez a kiilonbség feltehetéen hozzajarul ahhoz, hogy a vegyiilet vizoldékonyabb és a
vesén keresztiil iriilhet viszonylag rovid idén belil. Tehat feltehetd, hogy a 24 o6ra alatt a
vegyiilet nagy része kiiiriil a szervezetbdl, azaz nem varhaté olyan mértékii felhalmoz6déas mint
pl. a Chlorpromazinum esetében. Figyelemremélto tehat az, hogy a Tiapridum, a Risperidonum, a
Diazepam, a Xylazin és az Acepromazinum a kezdeti aktivitas csokkenés utan az azt kovetd
napokban inkabb agitaciot okozott a kezelések kozotti idészakokban.

A Hot-Plate teszten csak a risperidon a haloperidol €s a diazepam szerepelt gyengébben.
A kezelések altalaban a 3.-4. napon okoztak hibernaciot, amelyet a szervezet a tovabbi napokon
minden esetben kompenzalt. A testtdmeg gyarapodas elmaraddsa mindegyik kezelés soran
megfigyelhetd volt. A risperidonum a thioridazin és a chlorpromazin esetében pedig fogyas volt
tapasztalhat6. A thioridazin és a chlorpromazin nagy hatdsfokt hagyomanyos neuroleptikumok,
amelyeknél az eredmény nem meglepd. A risperidonum azonban mdsodik generacids, amelynél
elvarhatd lenne a pozitivabb mellékhatds profil (humén vonatkozdsban ez tapasztalhatd). A
tiapridum ¢és a haloperidol okozta a legkisebb tomeggyarapodas elmaradast.

Az egyes szervekben altalaban a haloperidol és a thioridazin mutatta a legnagyobb GST
indukciot €s a tiapridum az alacsonyabbakat. A méj mint a detoxifikdciés mechanizmusok
legfontosabb helyszine, a risperidon kivételével minden kezelésre jelentés GST indukcidval
reagalt. A vese, hasonléan a majhoz és a szivhez jelentés GST indukcidt mutatott, a tiapridum
illetve a szivnél a diazepam kivételével. Ez a szer csak a majban valtott ki jelentdésebb
emelkedést.

Az egyes szervek detoxifikdcios terhelésén kiviil kiilon figyelmet érdemel az agy, ahol a
glutation konjugatumok a leginkabb befolyasolhatjak a neurotranszmissziot.
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3. abra. Hazinyul GST indukcidja agytorzsben. Kontroll : 15 260 Unit

Az agytdrzsi mintdkban az acepromazin, a tiapridum és a risperidonum kivételével
minden vizsgalt vegylilet GST indukciot idézett eld, ami GSH konjugatumainak megjelenését
okozhatta az agyszovetben. Ez befolyasolhatja a glutamaterg neurotranszmisszié folyamatat,
ahogyan azt szamos y-glutamil peptidnél €s glutation anal6gnal tapasztaltak (VARGA ¢és mtsai,
1988; MCMOHAN et al., 2000). A két 0j tipusii neuroleptikum —amelyeket egyenlére nem
alkalmaznak allatgyogydszatban—, nem emelte a GST indukcigjat. Elképzelhetd, hogy a GSH
konjugatumok felhalmozodéasanak hianya lehet az egyik oka ezen szerek jelentésen kevesebb
mellékhatasanak. A hazinyul agytdrzsben a chlorpromazin és a xylazin okozta a legnagyobb GST
indukciot.
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A gyogyszerek megszintetizalt glutation konjugatumaival is elvégeztem ugyanazon
hatékonysagi vizsgalatokat mint az alapvegyiiletekkel. A konjugatumok koziil a risperidonum és
a klorpromazin bizonyult a leggyengébb mig a thioridazin és a xylazin a legerdsebb hatastinak. A
sorrend szinte teljesen megegyezik a majban mért GST indukcio mértékének sorrendjével. A hot-
plate teszten azonban a xylazin a kloérpromazin ¢és a tiapridum mutatott kisebb értéket. Ez
azonban az analgézia kisebb mértékével is Osszefiiggésbe hozhatd, mert a teszt fajdalom ingeren
alapul. A testhomérsékletet a kezelés utan egy oréval a klorpromazin és az acepromazin
csokkentette a legjelentdsebben. Mig az alapvegyiileteknél a haloperidol és a diazepam. Az Uj
tipusu szerek koziil a risperidon konjugétuma csekélyebb a tiparidumé jelentdsebb hibernaciot
1dézett el6 az alapvegyiiletnél.

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a neuroleptikumok okozhatnak mind hdémérséklet
csokkenést mind pedig un. ,neuroleptic malignant” szindromat, hyperthermidt is.
(KARAGIANIS et al.,, 1999). A hypothermia ¢és hyperthermia kialakuldsaért tobbnyire a
gyogyszerek tiladagolasat vagy az egyes egyénekben a gyogyszerek metabolizmusaban fontos
szerepet jatszd CYP450 izoenzimek hidnyat teszik feleldssé. A megemelkedett trankvillans
koncentraci6 mitokondridlis szétkapcsold mechanizmusok réven fokozhatja a hdétermelést
ugyanakkor nem novekszik ennek megfelelé mértékben a héleadas, tehat hyperthermia alakulhat
ki A hypothermia alakulhat ki akkor, ha a centralis hypothalamikus hékézpontok szenzoros
illetve az onnan kiinduld6 motoros palyainak szabalyozo szerepét gatoljak meg a
pszichofarmakonok. Normal szabalyozott koriilmények kozott a testhdmérséklet csokkenést, a
szervezet a harantcsikolt szkeletdlis izmok reszketd mozgasdval termelt hé produkcidjaval
bizonyos hatarok kozott tobbnyire jol kompenzalja. A neuroleptikumok az a-motoneuronokhoz, a
hypothalamikus régiobol leszallo aktivald palydkat gatolhatjdk meg hypothalamikus szinten.
Ezért ilyen iranyt mellékhatasai csak igen kismértékben érvényesiiltek a nyolc napos kezelések
soran, de mindenesetre tendencidzus valtozasokat megfigyeltiink. Elképzelhetd, hogy a hosszabb
mint nyolc napos kezelések soran szignifikans hatdsokat regisztraltunk volna a nyulak esetében
is.

Erdekes, hogy a hazinyul GST aktivitasa jelentésen (olykor 10x mértékben) nagyobbnak
mutatkozott mint a kordbban vizsgalt laboratoriumi patkanyé. Ez feltételezhetden annak tudhatd
be, hogy az SPF Wistar patkdny vonalat nemzedékek sora 6ta laboratoriumi koriilmények kozott
tenyésztik, joval kisebb kornyezeti terhelés éri, mint a hazinyulat. igy a detoxifikacios rendszere
sem olyan aktiv.

Eziistkarasz

Az eziistkarasz esetében a 1égzésszamot az acepromazin ¢és a thioridazin csokkentette a
legjelentésebben ¢és a GSH konjugatumai is hasonléan hatasosak voltak. A risperidonum és a
haloperidol nem csokkentette a 1€gzésszamot de a glutation konjugatumai jelentdsen. A diazepam
konjugatum azonban emelte a légzésszamot az alapvegyiilethez képest. A GST indukcidt
altalaban az acepromazin valtotta ki jelentdsen. Az agyban emellett a diazepam ¢és a thioridazin.
Az 1j tipusu neuroleptikumok alacsony indukciot mutattak, a risperidon pedig jellemzden negativ
értéket. Feltehetden az eziistkdrdszban nem a GSH a f6 metabolikus utvonal elsd 1épcsdje.
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4. abra. Eziistkarasz GST indukciéja agyban. Kontroll : 3 183 Unit

A GST indukcios adatokat vegyliletenkénti valamint fajonként ¢és szervenkénti
csoportositasban egyarant 6sszehasonlitottam.

Analog Digital Neural Computer

Vizsgaltam tovabba a gyogyszerek és glutation konjugitumainak hatdsit az agytorzs
bioelektromos tevékenységre. Ehhez egy olyan 10j elvili, analog és digitalis tulajdonsagokat
egyesitd multiprocesszoros mesterséges neuronhalozatot (ADNC : Analog Digital Neural
Computer) fejlesztettem és algoritmusait dolgoztam ki, amellyel 128 egységes sajat fejlesztésii
mikroelektrodatombon (MEA) keresztiil kétiranya kommunikaciot valdsithat meg az €16
idegrendszer egy célzott teriiletével. A rendszer Ujszertien kozeliti meg a neuronhdlozat és az
idegrendszer interakcidjat, azt ismeretlen kapcsolast analdg részeként kezeli.

El6 idegrendszer

- -

Analog feliilet

- -

Digitalis feliilet
PC

5. abra. Az analog és digitalis jel utja. A feliiletek kapcsolodasa a PC t6l a mikroelektrédikkal megcélzott é16
idegrendszeri teriiletig

[of stensip — ol Soreue

Az ADNC analog ¢és digitalis feliilete csticstechnoldgiaju mikroelektronikai hardvereket
integral. A digitalis feliilet 9 nagyteljesitményli BS2/SX mikrokontrollerbdl épiil fel. A tiizelési
matrixok detektalasan kiviil algoritmusok alapjan miiveleteket képes végezni azokon ¢és
eredményeit visszastimulalva kommunikalni képes az idegrendszerrel.
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6. abra. 128 db, 100 pm Atmérdjii egységbdl felépiilé 45°-0s hegyes MEA, foto optikaval nagyitva
Foto: Sajat felvétel

50 um
7. abra. 128 db, 50 pm atméroji egységbol felépiilé, tompa hegyii elektrodatomb anyagvizsgalo mikroszkopos képe
Foto: Sajat felvétel
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Koponyacsont részleges eltavolitasaval Furt nyilason keresztiil
8. abra. Elektrod beiiltetés stereotaxias célzoberendezés segitségével
Foto: Sajat felvételek

17



(SA) 18Inia4 siieunig
1ezojeyuoinau s010zssa20id @

Osszekottetés a PC felé Analog felllet

(AS)
Erésité
Stimulator

Mikro-
elektrod
tdomb
(MEA)

Analog felllet
(AS)
Switch rendszer
Demultiplexer

9. abra. Az ADNC analoég és digitalis feliilete.

10. abra. 0,16 masodperc tiizelési matrix nyul agytorzsbol
(32% inaktiv elem, 46% gyakorisag)
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11. 4bra. A teljes rendszer miikodés kozben
Foto: Sajat felvétel

A kezelések hatasara a tiizelési gyakorisag csokkenésével novekedett a szinkrontiizelés
aranya, tehat mérséklodott de egyben rendezettebbé valt az agytorzs bioelektromos tonusa. Az
egyes gyogyszerek tlizelési rata csokkentése, azaz az alapvegylilet és GSH konjugatuma kozotti
arany szoros Osszefliggést mutatott a hatékonysagtesztekkel, nyal esetében a motilitasi
eredményekkel, hal esetében pedig a 1égzésdepresszido mértékével.
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12. abra. Alapvegyiilet kezelés utan bekovetkezo  13. dbra. Szinkron tiizel6 egységek aranyanak
tiizelési gyakorisag csokkenése hazinyulnal valtozasa kezelés hatasara hazinyilnal
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14. abra. GSH konjugatum kezelés utan 15. abra. Szinkron tiizel6 egységek aranyanak
bekovetkezo tiizelési gyakorisag csokkenése valtozasa kezelés hatasara

Megalapozottnak tiinik az a feltételezés, hogy a trankvillans vegyiiletek, hasonldéan a
narkotikumokhoz a RAS-ban a vezetés depresszidja révén okozhatjak a hatékonysagukat. A
RAS-aktivitas tiszta hatdsa a ,jel/zaj viszony” aranyanak megvaltozasa lehet, az abszolut
ingerlékenység valamelyes csokkenése aran. A tiizelési rata csokkenése mellett ugyanis bizonyos
mértékig novekedett a rendezett tlizelési aktivitds. Vizsgdlataim ravildgitanak arra is, hogy a
pszichofarmakonok hatasanak kdzponti idegrendszeri tiizelési matrix elemzésében még rendkiviil
sz¢éleskorl, 1 lehetdségek rejlenek. Tovabb kellene vizsgalni a szinkron tlizelés természetét és
viszonyat a tiizelési aktivitdssal. Meg lehetne vizsgdlni az ingerlésre adott valaszmintdzatok
jellegét, Osszehasonlitva az egyes kezelések hatdsat. Valamint szdmos szempontbol és Uj
algoritmussal lehetne elemezni a mintazatokat, amely kdzelebb vihet minket a trankvillansok
kozponti idegrendszerre gyakorolt hatdsdnak jobb megértéséhez. Sajnos jelen értekezés
terjedelmi korlatai ezt nem teszi lehetévé, igy ez tovabbi célkitlizéseimként szer