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"Biology is so digital, and incredibly complicated, but incredibly useful...

It is hard for me to say confidently that after fifty more years of explosive growth
of computer science, there would still be a lot of fascinating unsolved problems
[...] I can't be as confident about computer science as I can about biology.
Biology easily has 500 years of exciting problems to work on..."

Donald E. Knuth
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1 Bevezetés

A human gyogyészati, az allatkisérleti, az allatorvosi valamint az allattenyésztési
gyakorlatban egyarant nagy jelentOsséggel birnak a gerincesek (vertebrata) kozponti
idegrendszerére erds gatlo hatdst kifejtd, stresszoldd, agresszivitast csokkentd
trankvilldnsok, szorongast oldo anxiolitikumok, szedativumok. Humén gydgyaszatban a
schizophrenidk terdpiajanak legfontosabb gyogyszerei. A pszichotikus betegek
izgatottsaga, zavartsdga csokken, a hallucindcido és a téveszmék mérséklodnek vagy
megsziinnek a neuroleptikus (antipszichotikus) gyogyszerekkel torténd kezelés hatasara.

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

Széles korben alkalmazzdk az allatgyogyaszat és az allattenyésztés teriiletén is.
Kisebb, fajdalom nélkiili de kellemetlen allatorvosi beavatkozasok soran az allatokat
kezelhetové teszik, vagy analgetikumokkal kombindlva fajdalmasabb beavatkozasok is
elvégezhetéek (neuroleptanalgesia). Hasznalatukkal elkeriilhetéek a kockazatosabb
hypnoticumok és narkotikumok alkalmazasa.

Az éllattenyésztésben foként a stressz (szallitas, mérlegelés, jelolés, karikazas,
szarvtalanitds, kormozés stb.) negativ kovetkezményeinek csokkentésére, illetve az
értekes példanyok megovasa érdekében, valamint a gyogyszeres megfékezeés eszkozeként
alkalmazzadk. A stressz ugyanis stlyos negativ hatast gyakorolhat a homeosztazisra, igy a
szaporodasra, novekedésre, ellenalld képességre és egyéb termelési és tenyésztési
paraméterekre. A trankvillansoknak tehat komoly gazdasagi jelentsége és 1étjogosultsaga
van az allattenyésztés teriiletén is.

Azonban a trankvillansok —kiilondsen a neuroleptikumok— jelentds szamu
kellemetlen ¢és olykor veszélyes mellékhatassal rendelkeznek (dyskinesidk,
parkinsonismus, akatizia, agresszivitds, endokrin-, cardiovascularis-, antikolinerg-,
haematoldgiai mellékhatasok, szexudlis funkcidzavarok stb.). Ez hosszabb tavon kihathat
a test zsir és izom ardny megvaltozasara, viselkedési zavarokat okozhat, csokkentheti a
szaporoddsi mutatokat, stb. Haszndlatuk lehetdségeit tovabb szlikiti, hogy a
haszonéllatokban ~ maraddé  szermaradvanyok  mennyiségét  fogyasztovédelmi
megfontolasbol szigoruan korlatozzak. Az egészségiligyi miniszter 2/1999. (I1.5) EiM.

rendelete valamint az Eurdpai Parlament és a Tanacs 2377/90/EGK rendelete szabalyozza



az allati eredetli ¢lelmiszerekben az allatgydgyszer-maradvanyok maximalis mennyiségét,
beleértve a trankvillans gydgyszerekét is.

A kivant bioldgia hatds eléréséhez bejuttatott gyogyszerek, —igy az altalam
vizsgalt vegyiiletek is—, testidegen anyagok (xenobiotikumok), amelyeknek a
szervezetbdl vald eltavolitdsara specifikus metabolizaldé enzimek ¢és transzportald
mechanizmusok alakultak ki a filogenézis sordn. A fokozott metabolizaci6 kiilonbdzd
mértékben megterheli az egyes szervek detoxifikacios mechanizmusait. Ezaltal kevesebb
kapacitds jut az egyéb artalmas tényezok elleni védekezésre. Csokkenti az allatok
immunvédekezési teljesitményét ami kihathat a hasznos produkcid mindségére és
mennyiségére egyarant.

Az antipszichotikus és trankvillans gyodgyszereknek jelentés szamu metabolitjat
azonositottak. Nem ismert azonban minden intermedier illetve az sem, hogy ezek az
intermedierek milyen biologiai hatassal rendelkeznek vagy szerepet jatszhatnak-e a
majdnem mindig megfigyelhetd mellékhatasok kialakuldsdban, az egyéni tiir6képesség és
toxikus hatdsok kifejlodésében. (DAHL and STRANDJORD, 1977; DOLLERY, 1991;
YEUNG et al., 1993; JAVAID, 1994).

Feltételeztem, hogy a fenti gyogyszerek némelyike (elsésorban a halogén
szubsztitualt vegyiiletek) glutation-S-transzferaz enzim (GST) segitségével, a glutation-S
konjugaciéo utjan is metabolizdlodhatnak, illetve driilhetnek ki a szervezetbol.
Amennyiben ez bekodvetkezik, akkor azt is feltételezhetjiik, hogy a vegyiiletek maguk is
indukcids hatassal birhatnak a metabolizmusukban szerepet jatszo enzimek szintézisére.
Tehat a GST enzim szintézise is fokozodhat, ezaltal fokozott mértékben képzddhetnek az
egyes szervekben a trankvillins vegyliletek glutation konjugitumai, igy pl. az
agyszovetben is. Feltételezhetd az is, hogy a glutation konjugatumok is kdlcsonhathatnak
a kozponti idegrendszerben a trankvilldnsok hatadsmechanizmusaban szerepet jatszo
fehérjékkel, receptorokkal. Masrészt a glutation-konjugatumok, mas vy-glutamil
peptidekhez ¢és glutation analogokhoz hasonléan, befolyasolhatjdk 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
vegyiiletek igy egy masik utvonalon, a serkentd mechanizmus gétlasa 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 aktivalo rendszer (RAS) Osszetett palyarendszereinek idegsejtjei.



Elsésorban EEG (elektroenkefalografia) vizsgélatok alapjan ugy tlinik, hogy a
trankvillansok jellegzetes szinkrontiizelési jelenséget valtanak ki a kéregben, ami
feltételezhetden kapcsolatban all a kdzponti idegrendszerre gyakorolt nyugtatd hatassal. A
szinkronizaci6 kialakulasdnak mechanizmusa nem ismeretes, de tudjuk, hogy
szabalyozasaban esszencialis szerepe van a RAS-nak. Az EEG meglehetésen indirekt
informaciot nyujt az idegrendszer miikodésérol, ezért a KIR egyes régidinak és az abban
szerepet jatszo idegsejteknek, idegpalydknak a behatobb vizsgalata szdmos értékes
informaciot rejt magaban. Ezért elektorfiziologiai mérdtechnikdk felhasznalasaval
neuroinformatikai analizdlé6 modszerekre van sziikség. Ennek segitségével vizsgalhat6 az
egyes idegsejtek tlizelése, azaz depolarizacids frekvencidja, az idegsejtek aktivitdsanak
kovetkeztében kialakulo teriileti, regionalis potencial (field potential) valtozésa vagy az
egyes idegpalyak altal vezetett ingeriileti folyamatok (akcios potencidlok) regisztracidja,
elemzése. Kevéssé ismert a szinkron tiizelési mintazatok természete és kapcsolata a
trankvillansok és glutation konjugatumainak hatékonysagaval, az egyes vegyiiletek
hatdsmechanizmusaval. Nem ismert, hogy milyen tiizelési mintavaltozasokat okoznak

ezek a vegyiiletek a formatio reticularis teriiletén.

A tlizelési mintazat értékelése akkor lehet hatékony, ha egy idében minél tobb
elektrodaval valamint magas idéfelbontdssal vagyunk képesek regisztralni (jelen
méréseim soran 128 elemi elektroda tombbel ¢és multiprocesszoros parhuzamos

feldolgozassal).

Tovabbi vizsgalati lehetdségek sokasagat nyljtja ha egyben stimulaciora is képes
egy ilyen rendszer, tehat kétiranyd kommunikéaciot képes megvaldsitani a kdzponti
idegrendszer egy célzott teriiletével. Ilyen nagy mennyiségli adatfolyam feldolgozasara
mesterséges neuronhalozat lehet alkalmas, amely feliiletes analdgiat mutat a hozza
kapcsolt €16 idegrendszer struktardjdhoz. A digitalis technika robbanasszerti fejlodése
lehetévé tette a nagy teljesitményli mikrokontrollerek neurobiologiai, gyakorlati
hasznositasat, de a mai napig csak igen kevés ilyen iranyu felhasznalas, alkalmazas
szliletett. Nem lelhetd fel olyan publikéacio, amelyben mikrokontroller alapu mesterséges
neuronhalézattal, multielektroda toémbon keresztiil kétirdnyu kommunikaciot valdsitottak
volna meg a hozzakapcsolt kdzponti idegrendszeri teriilettel. Ezért célul tliztem ki egy
olyan, uj elven felépiild neuroinformatikai rendszer kiépitését ¢és algoritmusainak
kidolgozasat, amelynek segitségével vizsgdlni lehet az agytorzsi tlizelési mintazatokat

vagyis az idegrendszer miikddését, az egyes teriiletek kommunikaciojat mas tavolabbi



tertiletekkel, tovabba vizsgéalhat6 a trankvillinsok valamint metabolitjaik hatdsa az

agytorzsi formacio reticularis elektromos aktivitasara.

A jelent6és szamu mellékhatds csokkentése és ujabb, hatékonyabb vegyiiletek
szintetizalasa érdekében intenziv kutatas folyik, aminek kovetkeztében idérdl-idore
cserélddnek a szerek a gyogyszertorzskonyvi nyilvantartasban. Fontos feladat tehat, hogy
megismerjiik ezeknek a kémiailag valtozatos gyodgyszereknek a metabolizmusat és
eliminaciojat az allati szervezetben/bdl. A kdzponti idegrendszeri bioelektromos
tevékenység pontosabb megismerése €s az arra kifejtett trankvillans hatdsok elemzése
hozzésegithet a gyogyszerek hatdsmechanizmusdnak pontosabb  feltdrasahoz.
Vizsgalataim segithetnek az 0jabb, hatékonyabb vegyiiletek teszteléséhez, bioldgiai
hatasanak felderitéséhez. A kiilonbozo allatfajokon végzett OGsszehasonlitd vizsgalatok
pedig adatokat szolgaltathatnak arra vonatkozdan, hogy mely gyogyszerek milyen
allatfajoknal alkalmazhatok megbizhatoan, illetve nagymértékben segithetik az eltérd

biometabolikus utak feltarasat.

A disszertaiciomban néhany a human- és allatgyogyaszatban (csak részben)
alkalmazott trankvillans gyogyszer hatasat vizsgaltam a GST indukciora, harom
allatfaj Kkiilonbozo szerveiben. A GSH-gyogyszer konjugatumok képzédésének
lehetoségét és azok biologiai hatasat teszteltem. Bioinformatikai mddszereket
dolgoztam ki és alkalmaztam a GST enzimkinetikai analiziséhez. Ujszerii, analog és
digitalis jellemzoket integrald, mikrokontroller alapi, multiprocesszoros
mesterséges neuronhalozatot és algoritmusait fejlesztettem, mellyel a gydgyszerek és
konjugatumainak hatasat vizsgaltam az agytorzs tiizelési mintazatara. Vizsgalataim
eredményei interdiszciplinaris jellegiiek, a neurobiologia és a neuroinformatika

teruleteirol.

1.1 Célkitiizések

A trankvillans hatdsu vegyiiletek koziil néhany kiemelt gyodgyszer vizsgalatat
tliztem ki célul. A vélasztasi szempont a heterogén kémiai szerkezet hasonld hatasprofil
mellett, a hagyomanyos ¢€s 1j generacios besorolas, valamint a human, allat és

mindkettonél torténd gyakorlati alkalmazas elterjedtsége.

Disszertaciomban az alabbi felvetett kérdésekre keresem a valaszokat, illetve

dolgoztam ki megoldéasokat:
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Olyan 1j, a jelenleginél precizebb és hatékonyabb mikrokontroller alapu
mérési rendszer, hardver és szoftver kidolgozédsa, amely lehetévé teszi
nagyszamu biologia minta enzimaktivitdsdnak gyors, megbizhat6 mérését, az
enzimkinetikai mérések soran nyert adatok monitorozéasat, elemzését ¢&s
értékelését.

A vizsgalt vegyiiletek in vitro szubsztratjai-e a GST enzimnek? Az 1-kloro-
2,4-dinitrobenzén (CDNB) mint toxikus xenobiotikum a GST enzim
szubsztratja és fotometriasan mérhetd altala az enzim aktivitasa. A vizsgalt
gyogyszerek tehat kompetitiven gatoljadk-e a GSH — CDNB konjugatumok

1étrejottét?

Az egyes trankvillins hatdsu vegyiiletek mely szervekben és milyen
mértékben valtanak ki GST enzimindukcidt, azaz ) enzimfehérje szintézisét, a

gén expressziojat?

Van-e kiilonbség a laboratoriumi gyakorlatban széles korben alkalmazott
laboratoriumi patkany (Rattus norvegicus), az emlds gazdasagi allataink
modelljeként hasznalatos, szintén emlds hazinytl (Orictolagus cuniculus) és a
halak koziil az allattenyésztési jelentOséggel bird eziistkardsz (Carassius

auratus) GST indukcidjdban az egyes szervek esetében?

Gazdasagi haszonallatoknal (modellként hazinyulat és az eziistkaraszt
vizsgéalva) milyen az egyes gyogyszerek alkalmazhatésaga €s hatékonysaga,
Osszevetve a human és az Aallatgydgyadszat gyakorlatdban elterjedt
vegyiileteket. Kiilonds tekintettel az elsd illetve masodik generacios

neuroleptikumok helyére.

A GSH konjugatumoknak van-e hatékonysaga a fenti fajok esetében, illetve

szerepet jatszhatnak-e egyes mellékhatasok megjelenésében?

Olyan ujszerli multielektrodas elvezetési rendszer, multielektroda tomb és
csticstechnolodgiat alkalmazd analdg erdsitd rendszer kidolgozasa és kiépitése
amellyel vizsgélni lehet az egyes vegyliletek hatdsat az agytorzs célzott

terileteinek tiizelési mintazatara.

Olyan 0j multiprocesszoros mesterséges neuronhdlozat és a hozzad tartozo

algoritmusok kidolgozasa, amely alkalmas a multielektrodas tiizelési
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mintamatrixok valosideji digitdlis feldolgozéasara ¢és az idegrendszerrel valo

kétirdny1, analog kommunikacidé megvalositasara.

9. A fenti rendszerrel vizsgalva, okoznak-e —és ha igen, milyen— tiizelési
mintavaltozasokat a vizsgalt trankvillans vegyiiletek az agytérzs formatio
reticularis palyarendszereiben és van-e kiilonbség ugyanezen vegyiiletek GSH

konjugatumai altal kivaltott tiizelési mintavaltozasaiban.

A munkamat 1998 — 2007 kozotti idoszakban az alabbi intézetekben végeztem

(kronologiai sorrendben):
Debreceni Orvostudomanyi Egyetem, Elettani Intézet

Kossuth Lajos Tudomanyegyetem, Természet Tudomanyi Kar, Allatanatomiai és

Elettani Tanszék
Debreceni Egyetem, Miiszaki Féiskolai Kar, Villamosmérnoki Tanszék

Debreceni Egyetem, Agrar —¢és Miiszaki Tudoméanyok Centruma, Miiszaki
Tudomanyi Kar, Kornyezet —¢s Vegyészmérnoki Tanszék. Elektorfiziologia —

Bioinformatika Laboratorium.
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2 Irodalmi attekintés
2.1 A vizsgalt trankvillans vegyiiletek

A trankvillans hatdsu vegytileteket tobb csoportba soroljuk. (Trankvillans /lat./ =
csendesit, szinonimdja: ataraktikum /gor./ [a-tarasso] = nem-zavar). Ez a
kategorizalas azonban nem teljesen egyértelmd, illetve néhany vegyiilet a dozistol
fliggden tobb kategoridba is besorolhat6. Ide tartoznak a szedativumok, anxiolyticumok,
neurolepticumok ¢és a hypnoticumok. Figyelemre méltd, hogy kémiailag rendkiviil
valtozatos vegyiiletekr6l van sz0, amelyeknek azonban kozos tulajdonsiaga a

neurodepressziv hatas.

Besorolas Alkalmazott hatéanyagcsoportok
Diazepam
chlordiazepoxide
medazepam
Szorongasoldok clobazam
(anxiolitikumok) alprazolam
diphenylmethane -szarmazékok
carbamatok
azaspirodecanedione -szarmazékok
barbituratok
benzodiazepin —szarmazékok
zopiclone
Nyugtatok - altatok zolpiden
(szedativumok-hipnotikumok) | zaleplon
clomethiazole
valerian
Xylazine
phenotiazinok
butyrophenone —szarmazékok

Antipszichotikumok Indole —sz&rmazékok

(neurolep tikumok) thloxar}thene —szarmazékok
diazepinek

régebben major trankvillansok | penzamidok
lithium
Risperidonume
1. Tablazat. Elterjedten alkalmazott nyugtaté - szorongasoldo - altaté és antipszichotikus
vegyiiletcsoportok

A tablazatban vastagon kiemelt a jelen munkdmban vizsgalt gyogyszerek
hatoanyagcsoportjai. A tovabbi fejezetekben részletesen targyalom a vizsgalataimba vont

vegyiileteket.

2.1.1 Neurolepticumok

A neuroleptikumok (antipszichotikumok) a kézponti idegrendszerben erdsen gatlo

hatast kifejté vegyiiletcsoport. Kiilonb6zd eredetli pszichotikus allapotok, elsésorban
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schizophrenidk kezelésében alkalmazzak a human gydgyéaszatban. FErre utal az
antipszichotikum vagy trankvillans elnevezés is. A szedatohipnotikus szerektdl eltérd
kozponti idegrendszeri hatdst mutatnak. Mar kis adagokban jellegzetes nyugalmi
allapotot, indifferens magatartast, az érdeklédés csokkenését eredményezik, ugyanakkor
még nagyobb adagban sem hipnotikusak és nem hoznak létre narkdzist. A neuroleptikus
kezelés hatasara a pszichotikus beteg izgatott, zavart allapota csokken, kozlékenyebbé
valik, a jellegzetes pszichotikus tlinetek, mint a hallucinacio6 és téveszmék mérséklddnek
vagy megszinnek.

Mar kis adagok beadasa a vad, kezelhetetlen é4llatokat megnyugtatja, konnyen
kezelhetoveé teszi. A természetes diihosségi reakciokat, verekedd - tdmado aktivitast
kikapcsolja. Ezért széles korben alkalmazzdk az allatgydgyaszat és az allattenyésztés
teriiletén is. Kisebb, fajdalom nélkiili de kellemetlen allatorvosi beavatkozasok soran az
allatokat kezelhet6vé teszik, vagy analgetikumokkal kombindlva f4jdalmasabb

beavatkozasok is elvégezhetdek (neuroleptanalgesia).

A gyobgyszercsoport rendkiviil nagy hatékonysagu:
e A Rhesus majmok (Macaca mulata) igen vad természetiieck. Fenotiazin vagy

reserpin kezelés utan teljesen szeliddé vallnak.

e A Sziami harcoshal (Betta splendens) jellemz6 tdmadd mozgéasat az akvariumba

oldott kis mennyiségli neurolepticum felfliggeszti.
e Gatoljak a kisérletesen decorticaldssal vagy specifikus hely, pl. hypothalamus, n.
amygdalae ingerlésével kivaltott, un. ”sham rage” (4ldiihosség) allapotot, illetve a

gyenge aramiitéssel kivalthato ,,vereked6” periodusokat patkdnyon (Mus rattus).

e Macskakon (Felis catus) morfinnal kivalthato extrém izgatottsdgot €s diihreakciot

megsziintetik.

e Normalis vagy gyogyszeresen felfokozott (pl. aktedron) ingerlékenységet és a

spontan motilitast csokkentik allatokon.
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A trankvillans hatasa alatt 4116 szervezet erdsebb feltétlen ingerekre, egészen subtoxikus
dozis hatarokig bezarolag, csaknem normalis reakcidkra képes, a feltételes reakcidkat

azonban mar kis adagok gatoljak.

2.1.1.1 Kémiai szerkezet és hatékonysag osszefiiggése

A schizophrenia kezelése egészen a kozelmultig empirikus terdpidkra épiilt.
Gyakorlatilag nem volt olyan gyogymod, amellyel csokkenteni lehetett volna a
schizophren betegek tiineteit és szenvedéseit. igy az allatgyogyaszat és az allattenyésztés
teriletén sem volt hatékony modszer a gyogyszeres megfékezésre, a stressz
csokkentésére.

1933-t61 Meduna Laszld vezette be a pszichiatriai gyakorlatba a kamfor
injekcioval kivaltott epilepszids rohamterapiat. A kezelés kidolgozasanak alapjaul az a
hipotézis szolgalt, hogy az epilepszids rohamok javitjdk vagy megsziintethetik a
schizophrenias tlineteket. 1934-tdl Cerletti és Bini (Olaszorszag) vezette be az elektromos
aramot az epilepszias nagyroham kivaltasara. Ez volt az els6 electroconvulsiv terdpia
(ECT), amelyet mai napig is alkalmaznak. 1940 -t61 a XVI. szdzadi német orvos-
botanikusrol, Leonhard Rauwolfrdl elnevezett kigyogyokér Rauwolfia serpentina (L.)
els6 aktiv komponenseit izolaljadk, melyet tobb tucat egyéb alkaloid kinyerése ¢és
szerkezetiik azonositasa kdvetett. A novényt az indiaiak mintegy 3000 év 6ta alkalmazzak
sikerrel tobbféle betegség, példaul az elmebaj és a holdkorossag kezelésében. A
Rauwolfia alkaloidok felhasznaldsa volt az elsd farmakoterapids probalkozas. A
reszerpint 1952-ben allitottak eld a ndvénybdl kristalyos formaban (MULLER, 1952),
amelynek hamarosan totélszintézisét is megoldottdk (WOODWARD, 1956). A reszerpin
hatékony neuroleptikum és vérnyomascsokkentd hatdsu fenotiazin szarmazék. A
fenotiazin molekula kémiai szerkezete a legtobb hatékony neuroleptikum alapvazat

képezi.

2.1.1.1.1 Elso generdcios vegyiiletek
A Parizsi Laborit kutatointézet munkatarsai az 1950-es évek elején figyeltek fel

arra, hogy egyes fenotiazin szarmazékok olyan sajatos kozponti idegrendszeri trankvillans
hatassal rendelkeznek, amelynek a mechanizmusa eltér az addig ismert nyugtat6-altatd
szerekétol.

A fenotiazin-molekula emlds szervezetre kevésbé hatdsos, és csak egyes

baktériumokra valamint férgekre fejt ki mar kis adagokban toxikus hatast.
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Fenotiazin alapvaz
A metilénkék (fenotiazin szarmazék) kemoterapias alkalmazasa Erlich nevéhez
flizédik. 1876 - ban allitottdk eld, 1938-42 kozott hugyuti fertézések kezelésére, majd
1942 utan féreghajtoként alkalmaztak. Hasznalatat vorosvérsejt-karositd hatasa korlatozta

¢és mint gyogyszer kiszorult a terapiabol.

C:l
(CHa):N s N(CH:):
T
N
Metilénkék

A fenotiazin-molekula kozponti idegrendszeri hatdsdhoz alkalmas
szubsztitucio sziikséges a 2. és a 10. helyen. A 10. helyen kapcsolodd bazikus oldallanc
szerkezete alapjan a legalkalmasabbnak tartott fenotiazinokat a kdvetkezd szarmazékokra
osztjuk : dimetilamino-, piperazin-, piperidin-, pirrolidin- A leghasznélatosabb vegyiiletek
esetén a 10. helyen leginkabb eléforduld gyokok a kovetkezOk :dimetilamino-propil (N°.
2,4,5,6,8,9), metilpiperazinilpropil (N°. 10 - 12), hidroxietilpiperazinilpropil (N°. 13 - 14).
A N° utaldsok az 1. Tablazat vegyiileteire vonatkoznak.

Megfeleld szubsztiticié a 2. helyen a hatast er6siti. Pl.: A promazin (N°. 2) joval
gyengébb hatdst, mint a 2. helyen is szubsztitualt Chlorpromazinum (N°. 4),
metoxipromazin (N°. 5), triflupromazin (N°. 6), acetilpromazin (N°. 8), propiopromazin
(N°. 9). A perazin (N°. 10) joval gyengébb hatdsi, mint a 2. helyen is szubsztralt
proklorperazin (N°. 11), vagy trifluoperazin (N°. 12).

A legjobban bevalt szubsztituensek a 2. helyen : Klér (N°. 4, 11, 13, 15, 16),
Trifluorometil (N°. 6, 12, 14)

Mas, hatékony gyokok még : Metil (N°. 7), Metoxi (N°. 5), Acetil (N°. 8),
Propionil (N°. 9), Metilmerkapto (N°. 19), Dimetilszulfonamid (N°. 17)

Az 1-es helyen a C helyett N-t tartalmazo vegyiiletek is hatékonyak (1-aza-
fenotiazinok) egyes szarmazékai. Ilyen a protipendil, mely a 10. -helyen dimetil-

aminopropil gyokot tartalmaz.
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Jellegében megmarad, bar valamelyest gyengiil a fenotiazinok trankvillans hatasa
akkor is, ha a gylriibe a kén szulfoxidda oxidalodik. Ilyen szulfoxidda alakulas a vegyiilet
szervezeten beliili metabolizmusa soran a molekuldk egy részén végbemegy: secotil, a
Chlorpromazinum megfeleld szulfoxid-analogja.

A heteroatomok (N,S) a jellegzetes trankvillins hatds megmaraddsa mellett
elhagyhatok. gy hatékonyak pl. a thioxanten -szarmazékok. A fenotiazinok N -je helyett
itt C atomot talalhatunk. Legismertebb képviseldi a chlorprothixen, a Chlorpromazinum
thioxanten -analdgja (R1: CI, R2: = CH — (CH;), — N(CHj3),) és a Clopenthizol, a
perfenazin -analdgja.

(Ri: Cl, Ry:= CH— (CHpl — N N—(CH;):,0H )

Hasonloképpen megmarad a hatds (legaldbbis alapvetd jellegében) olyan

struktaraknal is, amelyek egyaltalin nem tartalmaznak heteroatomot (dialkil-antron -

szarmazekok).
Hatékony napi
dézisok
N°. R (10 -es hely) X (2 -es hely) Vegyiilet neve nagysagrendje
emberen, mg -
ban
1. H H Fenotiazin 1000 - 2000
Dimetilamin - szirmazékok
2. | (CH2)=—N(CHs), H Promazin 25-1000
3. | CH—CH(CH;)—N(CHs), H Prometazin 25-300
4. | (CH2):—N(CHs), Cl Chlorpromazinu 25 - 400
m
5. | (CH2)—N(CHs), OCH; Metoxipromazin 30 - 500
6. | (CH2)s—N(CH;), CF; Triflupromazin 20 - 150
7. | CH—CH(CH;}—CH—N(CH;), CH; Trimeprazin 10 - 80
8. | (CH)s—(CHa) CO-CH; Acetilpromazin 150 - 200
9. | (CHy)s—N(CHs), CO-CH,-CH; | Propiopromazin 10-50
Piperazin - szarmazékok
10. (CH.)—N, N—CHj; H Perazin 50 - 100
11. (CHz)=—N, N—CH; Cl Proklorperazin 15-40
12. (CHz)m—N, N—CH; CF; Trifluperazin 4-12
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13. (CHz)-—N, —(CH3):0H Cl Perfenazin 5-20

14. (CHz)—N, —{CHZ).OH CF; Flufenazin 0,5-2,5
OCH
/
15. (CHz)g—N<:>\4—(CHz)2—0—CO—Q—0 cl Frenolon 15— 30
OCHj
16. | (CHz)—XN —{CH;)>—0—CO0—CHs Cl Tiopropazat 15-30
17. (CHz)—N. —CHs SO,-N(CHz), Tioperazin 30-50

Piperidin — szirmazékok

CH

18. H Mepazin 150 — 200
N

SCH; Tioridazin 30 - 800

N
CH
(CHa):
19.
N
\
C

5
-

Pirrolidin — szarmazékok

Y

20. (CHz)—N H Piratiazin 50— 100

N

2. Tablazat. Az R és X szubsztituensek a fenotiazin vazon az egyes hatékony vegyiileteknél
Forras: (KNOLL, 1965)

A Chlorpromazinum eldallitasaval elkezdédott egy kb. 15 évet atfogod korszak,
nagyszdmu neuroleptikus vegyiilet szintézisével. Az ekkor eldallitott vegyiileteket
»hagyomanyos” vagy ,tipusos” neuroleptikumoknak nevezi a szakirodalom. F¢
jellemzéjiik a dopamin (DA) antagonizmuson alapuld, jelentds mellékhatasokkal kisért
(extrapiramidalis zavarok, hiperlaktinémia stb.) hatas. Ide sorolhaté az altalam is vizsgalt
dimetilamin szdrmazék a Chlorpromazinum hydrochloricum (CHARPENTIER, 1953).
Szamos farmakologiai tulajdonsdga — tranquillans, adrenolytikus, anticholinerg,

antiszerotonin, dopaminantagonista, antiemetikus, analgetikus, narcosispotenciald, —
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lehetévé teszi sokrétli felhaszndlhatosagat. Egyike a legrégebben alkalmazott
antipsychotikus vegyiileteknek. Alkalmazzak motoros és psychés nyugtalansag, paranoid-
hallucinaciés syndromdk kiilonb6zé formai (schizophrenidk, psychosis maniaco
depressiva manias fazisa, epilepsias eredetli psychosisok az antiepilepticumok valtozatlan
vagy emelt adagja mellett). Mitéti eldkészités, potencidlt anaesthesia, hibernatio,
postoperativ nausea ¢és vomitus csokkentése, traumés és postoperativ shock megelézése és
kezelése, tetanus, acut intermittens porphyria. Neuralgids, neuritises, malignomas, ¢gési
fajdalom esetén adjuvansként alkalmazzak. A vegyiilet mind a human mind az
allatgyogyaszat teriiletén elterjedt.

Az R —helyen dimetilamino-propil gyokot tartalmaz az Acepromazinum, amelyet
sz¢les korben alkalmaznak az allatgydgyaszat teriiletén de kiszorult a human felhasznalasi
korbol. Nyugtaté €s izomrelaxdns hatast fejt ki. A védekezd reakciok valamint az
ingerlékenység és az izgalmi allapot csokkentésével. Csokkenti a testhdmérsékletet, a
vérnyomast, adrenolitikus, antihisztamin illetve antiemetikus hatésu.

A Thioridazinum hydrochloricum kéntartalmi C,-szubsztituenst tartalmazo
piperidin szdrmazék (BOURQUIN et al., 1961) A fenotiazin vazat azonban itt, N-
[metilmerkapto-fenil]-N-[2-(N,-metilpiperidil]-anilin és kénklorid reakcidjaval hoztak
létre. Antipsychotikus, antihisztamin, gyenge antiemetikus, erds sedativ €s anxiolytikus
hatasa van. Erdés alfa-adrenerg antagonista ¢és anticholinerg hatasi. Mérsékelt
vérnyomascsokkentd hatdsu, extrapiramidalis tiineteket kevéssé okoz. A hatdanyag
terapids tartomanya széles. Jelenleg csak human felhasznalasu.

A Haloperidolum (JANSSEN et al., 1962) a fenotiazinoktol eltéré szerkezetd,
butirofenon szdrmazékok prototipusanak tekintjiik Psychoticus syndromak kezelésére,
érzékcsalodasok és hallucinaciok esetén a kovetkezd allapotokban: - akut és kronikus
schizophrenia, - paranoid-hallucinatorikus tiinetegyiittes, - mania és manids allapotok, -
psychomotoros nyugtalansag, iddskori agitaltsdg, aggresszivitds, - cerebrovascularis
eredetli nyugtalansag, - izgatottsaggal jaré oligophrenia, - alkoholelvondsi izgalmi
allapotok. Hyperkinesidk: - Huntington-chorea, - Gilles de la Tourette syndroma, - tic
nerveux, maior analgeticumok doézisanak csokkentése céljabol adjuvansként sulyos,
kronikus fajdalom csillapitdsdra. Antiemeticumként kiilonféle eredetli, mas moddon
csillapithatatlan hanyinger és héanyas kezelése. Mind huméan mind allatgyogyaszati

felhasznalasa ismert.
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A fenotiazinokra ¢és tioxanténekre vonatkoz6 leglényegesebb szerkezet- hatés
Osszefiiggések az aldbbiak (TAKACSNE és SZASZ, 2005). A dopamin- antagonista
hatast jol alatamasztjdk a rontgenkrisztallografids  vizsgalatok, miszerint a
Chlorpromazinum és a dopamin szerkezete fedésbe hozhato. A fenotiazin és a tioxantén
vazak bioizosztereknek tekinthetok, mivel az N10 atom helyettesitése C=C kotéssel
hasonlé  erésségli  neuroleptikumokat  eredményezett. A  C,  szubsztituens
elektronegativitasa a neuroleptikus hatast fokozza a kovetkezé sorrendnek megfelelden:
(H) << CI < OCH3 < CF3 < -CO-CHj3 ~ -SO;N(CH3), ~ SCH3. Az oldallanc bazikus N
atomja ¢és a gylrQl tavolsaga 3 C atomnyi kell legyen, 2 C tavolsag esetén az antihisztamin
hatas valik dominanssa. A neuroleptikus hatas né az alkilamino, piperidinil, piperazinil
szarmazékok iranyaban. A fenotiazin- szerkezetiiecknél a (transz vagy o) rotamer lehet a
receptoraktiv forma, ahol az oldallanc a klor atom felé¢ mutat, mig a tioxantének esetében

a cisz izomer a hatasos (WILLIAMS et al., 2002).

2.1.1.1.2 Masodik generdcios vegyiiletek
A jelentds szamu kellemetlen és olykor veszélyes mellékhatds miatt az ujabb

vegyliiletek utani intenziv kutatas folytatodott. Az 1960-as évek kozepétdl hatasmddjaban
Uj, jelentdsen kevesebb mellékhatassal rendelkezd ,,atipusos” neurolepticumok keriiltek
forgalomba. A kategoridlis felosztis azonban sok esetben félrevezetd (BARTKO, 2004).
Az 1j szerek koziil ugyanis tobb, nem minden tekintetben elégiti ki az ,,atipusossag”
korabban felallitott kritériumait. Az amiszulprid példaul hatékonyan csokkenti a negativ
tiineteket, de atmeneti prolaktinszint emelkedést okozhat. Igy egyes szerzok elsé illetve
masodik generacios gyogyszerekként emlitik ezeket, ez valt elfogadotta (SARTORIUS,
2002; MAGYAR NEUROPSZICHOFARMAKOLOGIAI ~ EGYESULET 4.
Antipszichotikumok Konszenzus Konferencidjan - 2003 november 26 - modositott €s
elfogadott dokumentum).

Masodik generaciés gyogyszerek kozé tartozik (TAKACSNE és SZASZ, 2005)
az altalam is vizsgalt, szulfonil csoportot tartalmazo benzamid szarmazék, a Tiapridum
(ACHER and BULTEAU, 1973). Itt sem teljes az egyetértés, hiszen mas szerzok a
Tiapridot elsd generaciosok kozé soroljak (MAGYAR
NEUROPSZICHOFARMAKOLOGIAI ~ EGYESULET 4. Antipszichotikumok
Konszenzus Konferencidjan - 2003 november 26 - moddositott ¢és elfogadott

dokumentum). Agitalt és agressziv allapotoknal javallt, féleg alkoholista betegekben,
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choreiform mozgasok, sulyos, egyéb gyogyszerekkel kezelhetetlen fijdalom esetén. A

vegyiiletet az allatgydgyaszatban nem alkalmazzak.

»Egyéb” szerkezetli, de egyértelmiien masodik generacids vegyiiletek kozé
soroljdk a benzizoxazol + piperidin + piridopirimidin -véazas, heterociklusokban
bévelkedd Risperidonumot (KENNIS E.J. and VANDENBERK J. 1989). A vegyiilet egy
piperidinnel szubsztituadlt benzizoxazol-szdrmazék. Alkalmazzdk schizophrenidban,
beleértve az elsd psychotikus epizodot, az akut schizophren exacerbaciot, a kronikus
schizophreniat. Egyéb psychotikus allapotokban, amelyekben a pozitiv tlinetek (mint
hallucinatio, téveszmék, gondolati zavarok, ellenséges érzelem, bizalmatlansag

hangsulyosak. A vegyiiletet az allat gydgyaszatban még nem vezették be.
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Az értekezés alapjaul szolgalo kisérletsorozatban az aldbbi neurolepticumokat vizsgaltam:

Név Szarmazék Szerkezet
5
dimetilamin ©:N :©\ ol
Chlorpromazinum o
3-(2-chloro-10H-phenothiazin-10-yl)-N,N-
hydrochloricum
dimethyl-propan-1-amine -
M
|
1-[10-(3- \H/QNKJ
Acepromazinum dimethylaminopropyl)phenothiazin-2- o
yl]ethanone
= g
a9
g |
S
g,
5
iperidin M S
Thioridazinum PP IISH
10-[2-(1-methyl-2-piperidyl)ethyl]-2- d
hydrochloricum
methylsulfanyl-phenothiazine N CH,
oH
butirofenon 0 |j©\
Haloperidolum 4-[4-(4-chlorophenyl)-4-hydroxy-1- M Cl
piperidyl]-1-(4-fluorophenyl)-butan-1-one
P
benzamid C% pr i |
5"’, o
Tiapridum N-[(1-ethylpyrrolidin-2-yl)methyl]-2- R S T W
methoxy-5-sulfamoyl-benzamide | o
TCH:
=
=
Z
3 benzizoxazol+piperidin+piridopirimidin \],;N ZH,
4-[2-[4-(6-fluorobenzo[d] E/N\Hlf -
. . M
Risperidonum isoxazol-3-yl)-1-piperidyl] 5 O\/@, F
|

ethyl]-3-methyl-2,6-diazabicyclo[
4.4.0]deca-1,3-dien-5-one
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2.1.1.2 Hatasmechanizmus

A neuroleptikumok szerkezetileg jelentds kiilonbségeket mutatnak, mégis kdzos
jellemzdjiik a dopamin (DA) antagonista hatds. Klinikai hatékonysaguk tamasztja ala a
schizophrenia ugynevezett DA-hipotézisét, amely szerint a betegség hatterében fokozott
DA aktivitas all. Valamennyi neuroleptikum gatolja az agyi dopaminerg receptorok
miikodését. A receptor affinitds és az antipszichotikus hatékonysag szoros korrelaciot
mutat. A skizofrénia Un. pozitiv tiineteiért (hallucinacio, téveszmék, agresszivitas stb.)
klinikailag bizonyitottan a mesocorticalis €s a mesolimbikus rendszer dopaminerg
neurotranszmisszidjanak zavara, DA tllstly felelds. Elsésorban a D, receptorok gatlasa
eredményezi a tiinetek javuldsat (NIKOLICH and URFER, 2004). A betegség
neurobioldgiai hattere ennél feltehetdleg joval Osszetettebb, hiszen a mesolimbicus
tertileteken fokozott DA transzmisszid figyelhetd meg, mig a nigrostriatalis és a
mesocorticalis teriileten hipoaktivitds (FURST, 2006). A klasszikus szerek nigrostrilis
D, receptor gatlasanak sulyos kdvetkezménye az un. extrapiramidéalis mellékhatasok
(tardiv dyskinesia, akatisia, dystonia stb.) kialakulasa. Ujabb vizsgalatok szerint azonban
az Un. negativ tlinetek (apatia, depresszid, beszédkészség romlas stb.) a kortikalis DA
hipofunkcié kovetkezménye (SVENSSON, 2003). A betegségben pozitiv és negativ
tiinetek egyidejii megléte is fennallhat. igy a klasszikus dopamin antagonista vegyiiletek e
tiineteket inkabb rontjak, mint javitjak. A dopaminerg neurotranszmisszié mellett szamos
mas receptoron is gatld hatast fejtenek ki (RICHELSON and SOUDER, 2000). A
neuroleptikumok a kozponti idegrendszerben, valamint periféridlisan, a dopamin D,- és
D;-, a szerotonin SHT»-, az a,- és op-adreno-, az acetilkolin, muscarin M;-Ms, valamint a
hisztamin- H; receptorokat gatoljak. A jelentkez6 mellékhatdsok tiinetei szoros
osszefliggést mutatnak az egyes receptorokhoz torténd affinitassal (VIZI, 2002; FURST,
2006). A masodik generacids gyogyszerek ,atipusossaga” épp azon alapszik, hogy
nagyobb mértékili az egyéb, igy a szerotonerg neuronokra kifejtett gatlo hatas. A klozapin
és egyéb triciklusos vegyliletek nagyobb affinitdssal gatoljak az 5-HT,a receptorokat,
mint a D,-t, de mas 5-HT ¢és D; valamint D4 receptorokra , s6t az a-adrenoceptorokra ¢€s
H-receptorokra is gatlo hatassal vannak. A 5-HT,n > D, gétlds eredménye a sokkal
kedvezébb mellékhatés- profil (MELTZER, 2004). Ugyanakkor a benzamid-szarmazékok
(szulpirid, amiszulprid, Tiapridum) szelektiv D,/Ds receptor antagonistak és csak csekély
affinitassal kotddnek egyéb receptorokhoz. Itt az atipusos jelleg, vagyis a kevesebb

mozgasszervi mellékhatds annak lehet a kovetkezménye, hogy a kiilonb6zé agyi
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régidokban nem egyforma mértékben gatoljak a dopaminerg neuronokat. Az utdébbi idében
Ujabb elméletek is sziilettek a skizofrénia patomechanizmusdra vonatkozoan, melyek
szerepet tulajdonitanak a noradrenalin neurotranszmisszié zavardnak (,,NA hipotézis™)
(YAMAMOTO and HORNYKIEWICZ, 2004), valamint a glutaminerg hipofunkciénak
(JAVITT and ZUHIN, 1991) a betegség kialakuldsdban. Ez 1) gyogyszer
tdmadaspontokat (target) jelent és 0j lehetdségeket nyit meg a gyogyszerkutatds szamara

(NIKOLICH and URFER, 2004).

2.1.1.3 Mellékhatasok és metabolizmus
(Forras: VIZI, 2002; BORVENDEG, 2002; FURST, 2006)

Altalanos tiinetek:

Akut dyskinesiak
A syndroma elsdsorban a nyelv, arc, szdj ¢és dallkapocs akaratlan ritmikus

mozgasaval jellemezhetd. A gyogyszer felszivodasat kovetd néhany percen, legfeljebb
néhany 6ran beliil torticollis, oculogyrias laryngopharyngealis dystonia, a mély hatizmok
dystonidja (Pisa-szindroma) léphet fel. Az akut dystonidk ¢és dyskinesisek jelentOs
fajdalommal jarnak. A laryngopharyngealis dystonia pedig az eldidézett nyelészavarok

miatt életveszélyessé is valhat.

Parkinsonismus
Tremor, hypokinesia, izomtonus—fokozodas. Altalaban a kezelés 6tddik napja utan

jelentkeznek a tiinetek.

Akatizia
Nyugtalansag, mozgaskényszer. Esetenként a kisérleti allatok fokozott aktivitdsa,

izgatottsaga figyelhetd meg, ami ellentétes a gyogyszertdl vart hatdsnak.

Agresszivitas
Nagy dozisban alkalmazott hagyoméanyos neuroleptikum estén  (pl.

Haloperidolum) figyeltek meg szignifikdnsan gyakoribb erdszakos viselkedést, és szuicid
magatartast. A masodik generaciés antipszichotikumok esetén (clozapin, Risperidonum)
tapasztalhatd antidepressziv antiagressziv hatds feltehetdleg a szerotonerg (SHTza-c)

rendszerre gyakorolt hatdssal magyarazhato
Endokrin melléhatasok

A neuroleptikumok a tuberoinfundibularis rendszer dopamin D,-receptorainak

gatlasaval a prolactin elvélasztast eldsegitik. Ez galactorrheat, gynaecomastiat okoz.
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Tovabbi kévetkezménye a gonadotrop hormonok, a testosteron €s oestrogen szintézisének
csOkkenése. Ezaltal potenciazavart, amenorheat, frigiditdst valamint hosszutdvon
osteoporozist okoz. A szexudlis funkciézavarok hangstlyosan figyelembeveenddk

tenyészallatok esetén.

A prolactin szintt6l fliggetlen hatds az elhizds, ami feltehetdleg hisztamin
receptorok blokkoldsanak kovetkezménye. Példaul rendszeresen szallitott és nyugtatott

sportlovaknal teljesitmény csdkkentd lehet az izom ¢€s zsirszovet ardnydnak megvaltozasa.

Cardiovascularis mellékhatasok
Hypotoniat, stlyos orthostaticus vérnyomassiillyedést és tachycardiat okozhat. A

vérnyomas zavara az o, receptorgatld hatassal hozhat6 6sszefiiggésbe.

Antikolinerg mellékhatasok
Tobb neuroleptikum (Chlorpromazinum, tioridazin, stb.) muszkarin M;-gatlo

hatdsa érvényesiil. Ezért kdzponti és periférids idegrendszeri antikolinerg zavarokat
idéznek el6. Euphoria, zavartsag, delirium, székrekedés, szdjszarazsag, tachycardia,

accomodatios zavar, elektro kardiogram (EKG) QRS-eltérések 1éphetnek fel.

Haematologiai mellékhatasok
Sulyos agranulocytosist okozhatnak.

Neuroleptikus malignus tiinetcsoport (NMS)
Potencialisan fatdlis kimenetelli, rosszindulatu tiinetegyiittes. Viszonylag ritka

0,02-0,88 % a kialakulasi valdszinlisége emberen, kronikus kezelés kovetkeztében. Ezt a
ritka idiosyncrasias reakciot hyperthermia, generalizalt izomrigiditas, vegetativ

instabilitas és valtozo tudati allapot kiséri.

A vizsgalt neuroleptikumok jellemzoi:

Chlorpromazinum hydrochloricum

Mellékhatasként almossag, szajszarazsag, sapadtsag, gyengeség, a homérséklet
csokkenése, depressio, bortiinetek jelentkezhetnek. Sargasag (nem dozisfiiggd,
reverzibilis), majartalom, haematologiai rendellenességek (agranulocytosis, leukopenia,
leukocytosis, haemolytikus anaemia). Tachycardia és mérsékelt vérnyomasesés. Tartds
szedéskor obstipatio, megacolon. Nagy adagok alkalmazéasakor parkinsonos tiinetek,

amelyek antiparkinsonicumok hatdsdra megsziinnek. Photosensibilisatio. Nagy adagok
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hosszan tart6 alkalmazasakor a bor "bibor-pigmentacio”-ja (pigment lerakodéas a szemben
is). A cornea ¢és a szemlencse Aatlatszatlansaga. Amenorrhoea, galactorrhoea,

gynecomastia, hizas, diabetes mellitus.

Acepromazinum
Hypothermiat, hypotensiot, leukopeniat, leukocytozist, eosinophiliat, valamint a

bor sotét pigmentacidjat idézhetik eld, hasonldan a Chlorpromazinumhoz.

Thioridazinum

A gyomor-béltraktusbol gyorsan és szinte teljesen felszivodik. A plazmaban a
csucskoncentraciot 2-4 oraval a bevétel utdn éri el. Biohasznosuldsa kb. 60 %.
Fehérjékhez kb. 95 %-ban kotddik. A hatdanyag relativ megoszlasi térfogata 10 L/kg. A
majban metabolizalédik a citokrém-P450 2D6 izoenzim segitségével. Két aktiv
metabolitja ismert, a mesoridazin ¢és a sulforidazin. A metabolitok hasonlo
farmakodindmids tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint az anyavegyiilet. Részben a
sz€klettel (kb. 50 %), részben a vesén at valasztodik ki (kb. 4 % véltozatlan formaban, kb.
30 % metabolitként). Felezési ideje kb. 10 6ra. A Thioridazinum atjut a placentan,
kivalasztédik az anyatejbe. A Thioridazinum és aktiv metabolitjai atjutnak a vér-agy
gaton ¢s kimutathatok a cerebrospinalis folyadékban (CSF). A két metabolit CSF/plazma
koncentracié aranya nagyobb, mint az anyavegyiileté, ami azt mutatja, hogy mindkettd
lényegesen hozzajarul a gyogyszer antipsychotikus aktivitdsdhoz. Mdj- és vesefunkcid
zavarban eliminécidja lassulhat.

A mellékhatasok dozisfiiggdek, ¢és altalaban a farmakoldgiai hatas fokozott
megnyilvanulésai.

e Nagyon gyakori (>10%): sedatio, dlmossag.

e QGyakori (1-10 %): szédiilés, szajszarazsag, homalyos latas, accomodatios zavarok,
orrdugulds, orthostaticus hypotensio, galactorrhoea.

e Nem gyakori (0,1-1 %): zavartsdg, agitacid, hallucinaciok, irritabilitas, fejfajas,
hanyinger, hanyas, hasmenés, székrekedés, étvagyvesztés, huigyuti retentio vagy
incontinentia, EKG eltérések mint pl. QT-szakasz nyulads vagy tachycardia,
arrhythmia, amenorrhoea, menstruaciés zavarok, testsulyvaltozas, erekcios
zavarok, az ejakulacid gatoltsaga, majenzim rendellenességek.

e Ritka (0,01-01 %): pseudoparkinsonismus, convulsiok, extrapyramidalis tiinetek
(tremor, izomrigiditads, akathisia, dyskinesia, dystonia), hyperkinesia, tardiv

dyskinesia,  pallor, tremor, priapismus, leucopenia, agranulocytosis,
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thrombocytopenia, dermatitis, erupciok, urticaria, allergids bdrkiiitések,
fotosensitivitas.

e Nagyon ritka (<0,01%): depressio, insomnia, rémalmok, psychotikus reakciok,
neurolepticus malignus syndroma, paralytikus ileus, "torsade de pointes"
arrhythmia, hirtelen halal, mellduzzanat, periférids oedema, fiiltdmirigy duzzanat,

hyperthermia, respiratorikus depressio, retinopathia pigmentosa.

Haloperidolum

Centralis dopaminreceptor-antagonista hatast, nagypotenciall neurolepticum.
Valoészintileg a mesocorticalis €és limbikus szovetekre kifejtett dopaminblokkold hatasa
révén hatasos az érzékcsalodasok és hallucinaciok kezelésében. Jelentds psychomotoros
nyugtaté hatdssal rendelkezik. Erds antidopamin hatdsa révén (chemoreceptor trigger
z6na, adenohypophysis) kifejezett héanyascsillapitdé hatdssal rendelkezik. A basalis
ganglionokra kifejtett hatdsa magyarazhatja az extrapyramidalis mellékhatasokat
(dystonia, akathisia, parkinsonismus). Oralis adagolas utan a Haloperidolum plazma-
csticskoncentracid 2-6 ora kozott jelenik meg, intramuscularis adagolds utan ugyanez az
érték kb. 20 perc. A vér-agy gaton atjut. A plazmafehérjékhez 92 %-ban kotddik, a
kitiriilés dontden metabolitok formdjadban, 60 %-ban a faecessel, 40 %-ban a vizelettel
torténik.

Mellékhatasai jellegzetes extrapyramidalis tiineteket okoznak. Jelentkezhet
tremor, rigiditas, bradykinesia, akinesia, akut dystonia, oculogyrids crisis, laryngealis
dystonia, neuroleptikus malignus syndroma (NMS). Okozhat tovabba depressiot, sedatiot,
agitatiot, almossagot, almatlansagot, fejfajast, confusiot, szédiilést, nyugtalansagot,
félelemérzést, euphoriat, lethargidt, grand mal rohamot, a psychoticus tiinetek
rosszabbodasat. Esetenként hanyingert ¢és hanyast, étvagycsokkenést, dyspepsiat.
Stulygyarapodas- ¢és csokkenés egyarant lehetséges. Endokrin mellékhatasok:
Dopaminantagonista hatdsa révén hyperprolactinaemiat, galactorrhoeat, gynecomastiat,

oligo-amenorrhoeét okozhat.

Tiapridum

Az adenyl-ciklaz-dependens D, dopamin receptor szelektiv antagonistaja, ami
nem rendelkezik affinitdssal a D; dopaminreceptor irdnyaban. Szedativ illetve
kataleptogén hatasa csekély, hatasat a dopamin irdnt érzékennyé valt receptorokon fejti ki.

Anxiolitikus hatasa fliggetlen dopamin antagonista hatasatol. A Tiapridum sem fizikai
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sem pszichés dependencidt nem okoz. 200 mg Tiapridum im. beadasa utan 30 perccel 2,5
(g/ml plazmakoncentracié érhetd el, ordlisan 200 mg tabletta bevétele utan 1 oraval pedig
1,3 g/ml. Nem kotddik a plazmafehérjékhez és a vorosvérsejtekhez vald kotddése is
nagyon gyenge. A Tiapridum human metabolizmusa igen lassu, az adag 75 %-a
valtozatlanul {iriil a vizeletben. A plazma eliminécids félideje férfiakban 3,6 6ra, nékben
pedig 2,9 6ra. Féleg a vizelettel valasztodik ki, renalis clearence 330 ml/min.
Mellékhatésai: asthenia/faradtsag (9,4 %) - somnolentia/dlmossag (5,6 %),
insomnia (4,4 %) - agitaltsag (3,7 %) - k6zOmbosség (2,8 %) - szédiilés (2,6 %) - fejfajas
(2 %) - parkinsonismus és azzal kapcsolatos tlinetek: tremor (2,3 %), izommerevség,
hypokinesia 1,2%), fokozott nyalképzdédés (1,2 %) - akut dyskinesia és dystonia
(torticollis spastica, oculogyrias krizis, trismus) - akathisia (0,9 %) - prolactin-szint
emelkedéssel kapcsolatba hozhato tiinetek (<0,2%): galactorrhea, amenorrhea,

gynaecomastia, impotencia, testsulyndvekedés - tardiv dyskinesia

Risperidonum

A Risperidonum egyedi tulajdonsagokkal rendelkezd szelektiv monoaminerg
antagonista. Nagy affinitdst mutat a szerotoninerg 5-HT, és a dopaminerg D, -
receptorokhoz. A Risperidonum az alfa;-adrenerg receptorokon ¢és kisebb affinitassal a H;
-hisztamin és alfa, -adrenerg receptorokon is kotddik. Nem rendelkezik affinitassal a
kolinerg receptorokkal szemben. Bar a Risperidonum erés D, -antagonista és igy a
schizophrenia pozitiv tlineteit mérsékli, motoros aktivitdscsokkenést ¢és katalepsziat
kevésbé idéz eld, mint a klasszikus neuroleptikumok. Kiegyensulyozott kdzponti
idegrendszeri szerotonin- és dopamin-antagonizmus révén csokken az extrapyramidalis
mellékhatasok megjelenésének lehetésége, ugyanakkor terapids hatdsa a schizophrenia
negativ és affektiv tiineteire is kiterjed. Oralis bevétel utan teljesen felszivodik, és a
plazmaszint csucsértékét 1-2 ora alatt éri el. A Risperidonum a citokrom P-450 IID6
révén 9-hidroxi-Risperidonumna metabolizalodik, ami a Risperidonumhoz hasonlo
farmakologiai aktivitassal rendelkezik. A Risperidonum ¢és a 9-hidroxi-Risperidonum
képezi az aktiv antipsychotikus frakciot. A Risperidonum WN-dealkildlasa a masik
metabolikus ut. Psychotikus betegeknél tortént oralis alkalmazas utan a Risperidonum 3
oras felezési idovel eliminalodik. A 9-hidroxi-Risperidonum és az antipsychotikus frakcio
eliminacios felezési ideje 24 ora. A plazméaban az albuminhoz és az alfa 1-
glikoproteinsavhoz kotddik. A Risperidonum plazmafehérje kotédése 88 %, mig a 9-

hidroxi-Risperidonumé 77 %. Egy hetes adagolast kovetden a vizelettel 70 %-a, mig a
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széklettel 14 %-a valasztodik ki. A vizeletben a dozis 35-45 %-a Risperidonum és 9-
hidroxi-Risperidonum forméjaban van jelen. A maradék inaktiv metabolit.

Gyakori mellékhatasok: almatlansag, nyugtalansag, szorongas, fejfajas, szedacio,
aluszékonysag, faradtsag, szédiilés, csokkent koncentraciokészség, székrekedés,
dyspepsia, hanyinger/hanyés, hasi fajdalom, homalyos latas, priapizmus, az erectio, az
ejaculatio és az orgazmus zavara, vizelet incontinentia, rhinitis, bdrkiiités és egyéb
allergias reakciok. A Risperidonum kisebb mértékben hajlamos az extrapyramidalis
tiinetek indukalasara, mint a klasszikus neuroleptikumok. Ennek ellenére esetenként a
kovetkezd extrapiramidalis tiinetek eldfordulhatnak: tremor, rigiditds, fokozott
nyalelvalasztds, bradykinesia, akathisia, akut dystonia. A Risperidonum a
plazmaprolaktin-koncentracié dozisfiiggd emelkedését idézheti eld. Ennek lehetséges
megnyilvanulasai: galactorrhoea, gynecomastia, a menstruaciés ciklus zavara,
amenorrhoea. Risperdal kezelés sordn testsulygyarapodast, oedemat €s a majenzim-
értekek emelkedését figyeltétk meg. A klasszikus neuroleptikumokhoz hasonldéan
alkalmanként psychotikus betegeknél viz-intoxicatiordl (polydipsia kovetkeztében vagy
az antidiuretikus hormon szekréci6zavaranak tiineteként), tardiv dyskinesiarol, malignus
neuroleptikus szindromdroél, a testhdmérséklet szabalyozasanak zavardrél és rohamokrol

is beszamoltak.

2.1.2 Anxiolyticum

Az anxiolitikumok olyan psychotrop vegyliletek amelyek csokkentik a
fesziiltséget konfliktushelyzetben, szorongasoldd ¢és alvast potencirozé hatdssal
rendelkeznek.  Sikertorténetilk  1956-ban, Leo  Sternbach  altal szintetizalt
chlordiazepoxiddal kezdddott, ami 1960-ban Librium néven keriilt forgalomba. Jelenlegi,
human és 4llatgyogyaszati teriileten is széles korben alkalmazott egyik képviseldje az

altalam is vizsgalt benzodiazepin.

2.1.2.1 Kémiai szerkezet és hatékonysag osszefiiggése
Kémiai szerkezetiik egy kozos alapvazbol épiil fel. A gylirliben 1évé N atomok
helyzete szerint ( 1,4; 1,5; 2,3; helyzetben lehetnek ) tobb alcsoportot kiilonithetiink el. Az
alap vegyiiletbdl szubsztitualassal uj vegyiiletek allithatok eld: ilyen pl. a Medazepam,
mely Cl és CHj; csoportot tartalmaz.
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7-Chlor-2,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-1H-1,4-benzodiazepin-2-on.

A benzodiazepinek jo altatok, alvaszavar esetén csokkentik az elalvashoz
sziikséges latenciaiddt, novelik az alvasi 1d6t, csokkentik az alvas alatti nyugtalansagot,
meggatoljak az alvdszavarokkal kiizdék REM-fazis utdni felébredését. Ugyanakkor a
benzodiazepinek megvaltoztatjdk a fiziologids alvas struktarajat. Roviditik az elso, a
harmadik, a negyedik, valamint a REM-fazis id6tartamat és erésen megnyujtjak a
masodik fazisban toltott idét. (BITTER, 1996)

A benzodiazepinek hatékony gorcs gatlok. Erdsen gatoljak a gorcsaktivitds
subcorticalis terjedését. Hatékonyan antagonizaljak a picrotoxin €s pentametiléntetrazol
okozta gorcsoket, sokkal kevésbé hatékonyak azonban a sztrichnin okozta gércsokkel és
az elektrosokkal szemben. Nagyon hatékonyan gatoljdk allatkisérletes modelleken a
cortexben 1étrehozott epileptogén fokuszbdl kiinduld gorcsok szétterjedését a cortexre, a
thalamusra ¢és a limbikus rendszerre, de a fokusz abnormadlis kistiléseit egyik
benzodiazepin sem képes gatolni. A benzodiazepinek antikonvulziv hatasaval szemben
gyorsan alakul ki tolerancia.

A benzodiazepinek izomrelaxdns hatdssal is rendelkeznek. Gatoljak a
poliszinaptikus reflex aktivitast és csokkentik a mesencephalon reticularis rendszerében a
neuronok miikddését.

A benzodiazepineknek amnéziat okozo hatdsa is van. Intravénas adagoléaskor
gyakran megfigyelhetd, hogy a betegek nem emlékeznek az elaltatas el6tti vagy az

¢bredés utani eseményekre, mig régebbi eseményeket jol fel tudnak idézni.

2.1.2.2 Hatasmechanizmus
A benzodiazepin receptorokhoz kotddve fokozza az inhibitoros neurotranszmitter

GABA-hatast. Anxiolytikus, hypnotikus, anticonvulsiv és izomrelaxans hatdsa van.

A benzodiazepinek az agy f6 gétld neurotranszmitterének, a y-aminovajsavnak
(GABA) hatasait erésitik. (KOSA L. ,1998) A GABA-erg neuronok mindig gatld

hatasokat kozvetitenek, fo feladatuk valdsziniileg az ingerek tlzott generalizacidjanak a
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megakadalyozdsa. A kdzponti idegrendszer csaknem 40 %.-dban GABAA és GABAjp
receptorokat tartalmaz6 teriiletek vannak, az agy neurotranszmitterei koziil a legnagyobb
szamban fordul elé. Farmakoldgiai és neuroanatomiai vizsgalatok szerint a
benzodiazepinek a szepto-hippokampalis rendszer noradrenerg €s szerotonerg inputjainak
redukcidjan keresztiil, elsdsorban a locus ceruleus (noradrenerg) és a raphe magcsoport
(szerotonerg) Kkisiilési ratdjanak csokkentésével bekovetkezd agyi GABA tonus
novelésével modositjak a szorongasos magatartast (MATSUMOTO, 1998).

A GABA, receptor az ionotrop receptorok kozé tartozik és harom funkciondlis
alegységbdl all: a benzodiazepin receptorbdl (omega receptor), a GABA kotohelybdl és a
klorid ioncsatornabdl (AWAD and GAVIS, 1991). A GABAja receptor fizioldgias
ingerlése a klorid csatorna megnyitasat, a klorid ionok idegsejtbe valdé bearamlasat, és a
posztszinaptikus neuron hyperpolarizacidjat eredményezi. Az omega receptorok a
GABA, receptor benzodiazepin kot receptorai, hat alcsoportjat ismerjiik, melyek
hatasukban kiilonbozéek: vannak szorongasolddsért, izomrelaxdcioért, amnesztikus
hatasért felelés receptorok. (DOBLE and MARIN, 1992; LAURIJSSENS and
GREENBLATT, 1996; MATSUMOTO, 1998; WAAGEPETERSEN et. al., 1999). Az
omega receptor antagonista flumazenil (Anexate) segitségével felfiiggeszthetd a
benzodiazepin-hatas.

A benzodiazepinek jol felszivodnak a gasztrointesztinalis traktusbol, és e
tulajdonsaguk jelentésen megkonnyitik az alkalmazdsukat. A benzodiazepinek
anxiolitikus, 1ill. altato hatdsdnak megjelenése egyszeri adagolds esetén annak a
fiiggvénye, hogy milyen gyors az abszorpcié. A maximalis plazmakoncentraciot és
klinikai hatast kb. 2 -2 6ran beliil érik el. Gyakran észlelhetiink ismételten magas
plazmakoncentraciot 6-10 6ra mulva, az enterohepatikus recirkuldcio miatt. Zsiroldékony
vegyiiletek, ez magyarazza gyorsan kifejlédd hatasukat, valamint azt, hogy a vér-agy

gaton és a placentan konnyen atjutnak.

2.1.2.3 Mellékhatasok és metabolizmus

Biotranszformécio (oxidacié és redukcio) segitségével metabolizdlodik. A
szervezetben  85-98%-ban  fehérjékhez kotddnek. Nagy részben a méjban
metabolizalodnak, igen sok aktiv metabolitjuk ismert, és altaldban az oxazepam a végso
termék. Alkalmazasukkor figyelembe kell venni, hogy felezési idejiik nagyon kiilonb6z6
¢s ez a sok aktiv metabolit miatt igen elhuz6do (akar 200 ora) is lehet. Kiiiriilésiik 70-
90%-ban a vizelettel és kismértékben az epe utjan torténik (KLEIN, 1980; KAPLAN and
SADOCK, 1998).
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A benzodiazepinek gyakori mellékhatasai kozé tartoznak: bagyadtsadg, almossag,
ataxia, memoria- ¢s figyelemzavarok, a tanulasi képesség csokkenése, ritkan agresszivitas
¢s euphoria, iddskorban zavartsdg. Gatoljak a normalis reakcidkat kellemetlen és
veszélyes helyzetekben. Ritka mellékhatas az Gn. paradox benzodiazepin reakcio, amelyet
fokozott aktivitds, izgatottsag, nyugtalansag, esetenként diithreakciok jellemeznek.

A benzodiazepinek toxicitasa csekély, onmagukban igen nagy adagban sem, vagy
csak igen ritkdn okoznak halalt. Mas pszichotrop szerrel (igen gyakran alkohollal) egyiitt

azonban mar nem biztonsagosak.

2.1.3 Sedatohipnoticum

Sedatohipnoticumoknak nevezziik azokat a vegyiileteket, amelyek kis adagban
nyugtaté (sedativ), nagy adagban altat6 (hipnoticus), igen nagy ddzisban pedig narcoticus
hatast fejtenek ki.

Sedativ hatason a kozponti idegrendszer ingerlékenységét, az idegfesziiltséget, a
psychomotoros nyugtalansdgot csokkentd hatast értjiik, a fizikai és a szellemi
teljesitdképesség épen hagyasa mellett.

Hipnoticus hatdsi az a vegyiilet, amely a fiziologids alvas folyamatinak
bekovetkezését segiti eld, az alvast mélyiti, esetleg elnyujtja, ugyanakkor altatdo dézisban
a felébredés utdn nem okoz tartds kozponti idegrendszeri depressziot.

Az altalam is vizsgalt Xylazin kizérolag az éllatgydgyészat teriiletén elterjedt

szedatohipnoticum.

2.1.3.1 Kémiai szerkezet és hatékonysag osszefiiggése

CH,
N-(2,6-dimethylphenyl)-5,6-dihydro-4H-1,3-thiazin-2-amine (FAO , 1997)

Clonidin analég vegylilet. A pre- és posztszinaptikus receptorokon ap-adrenerg
agonista hatast fejt ki a kozponti és a periférids idegrendszerben (GROSS, 2001;
ALTHAUS, 2006).

Alkalmazzdk szedaciora, mas készitményekkel (CP-Ketamin inj. A.U.V.)

anaesthesiara, analgesiara és izomrelaxaciora. Kiilonb6zd fajok kozotti dsszehasonlitd
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farmakokinetikdjanak vizsgélata Garcia nevéhez fliz6dik (GARCIA-VILLAR et al.
,1981).

2.1.3.2 Mellékhatasok és metabolizmus
Vérnyomds csokkenése a kezdeti vérnyomds emelkedés utdn, bradycardia,
szivritmuszavar, hanyas, homérséklet regulaciés zavar, paradox izgalmi jelenségek,
hiperglycaemia, polyuria, reverzibilis helyi szovetirritaci6 (RECTOR, 1996). Az LDs,
értéke patkanyon 130 mg/kg (O'Neil, 2001). A CP-Xylazin élelmiszertermeld allaton nem
alkalmazhat6. Més Xylazin tartalmi készitmények élelmezés egészségiigyi varakozasi

ideje ehetd szovetek €s tej esetében 3 — 7 nap kozott valtozik.

A Xylazin tiazin gyiriijének radioaktiv jeldlésével (S és '*C) vizsgaltak a
patkany vizelet és epe Osszetételét. A papir elektroforézis és kromatografia segitségével
kb. 20 anyagcsere terméket kiilonitettek el, de nem azonositottak azokat (DUHM et al.,
1969). A jelzett dsszetevok mindossze 8% -a nyerhetd ki a vizeletbdl. A leggyakrabban
eléforduld anyag az Osszes radioaktivitds 35%-4t mutatta.

(PUTTER and SAGNER, 1973) kimutatta hogy a szarvasmarha vizeletében a
radioaktivan jelolt Osszetevok koziil kevesebb mint 1%-a azonosithatdé mint Xylazine-
hidroklorid. gy a Xylazine a szarvasmarhakban csak keresztiilhalad a clerance soran. A 5
anyagcsere 0sszetevé a marhavizeletben szabad és konjugalt formdban is kivalasztodik,
melyet 1-amino-2,6-dimetilbenzén —ként vagyis 2,6 xylidine —ként azonositottak.

A Xylazine metabolizmusénak tanulmanyozasdra az LC/MS/MS ¢és GC/MS
technikéakat lovakon in vivo és patkdny méajon in vitro alkalmaztak (MUTLIB et al ,1992)
A {6 metabolitokat azonositottak mint:

2-(4'-hydroxy-2',6'-di-methylphenylamino)-5,6-dihydro-4H-1,3-thiazine

2-(3'-hydroxy-2',6'-dimethylphenylamino)-5,6-dihydro-4H-1,3-thiazine

N-(2,6-dimethylphenyl)thiourea

2-(2',6'-dimethylphenylamino)-4-oxo-5,6-dihydro-1,3-thiazine.

Nincs adat mas fajok Xylazine kivalasztasarol a lovakat és a patkdnyokat kivéve.

2.2 Xenobiotikumok GSH konjugacidja

Kornyezetiink kemizaldsaval a mezdgazdasagban hasznalt peszticidek, herbicidek,
inszekticidek, az ipari hulladék anyagok mennyiségének ndvekedésével egyre tobb
toxikus anyag jut a levegdbe, a talajba onnan pedig a ndvényi és allati szervezetekbe. E

toxikus anyagok a taplaléklanc csucsan elhelyezked6 emberben is megjelenhetnek

33



felhalmozodhatnak. Masrészt a gyogyszeres terdpia fejlodésével, a gyogyszerek
hozzéaférhetéségének és hasznalatdnak novekedésével rendkiviil valtozatos kémiai
szerkezetll és tipusu vegyliletek, azaz testidegen anyagok juthatnak be az allati és human
szervezetbe. A testidegen anyagokat mas néven xenobiotikumoknak nevezik. Mivel ezek
az anyagok nem alkotoelemei a sejteket felépitd molekuldknak, ezért a sejtek, szervek, az
egész szervezet igyekszik megszabadulni azoktol, fiiggetleniil attol, hogy azok toxikusak
vagy nem. Ezért az él6lényekben specifikus elimindlo, detoxifikald és transzportald

mechanizmusok jelentek meg, alakultak ki a filogenezis soran.

2.2.1 Specifikus védekezé mechanizmusok

A sejt normalis milkddése sordn energidt hasznal fel. A kémiai energidt a
szubsztratok elégetésével nyeri, oxigén jelenlétében €s enzimek segitségével, az oxidativ
foszforilacid energia atalakito folyamataban. Az ATP szintézis mellett még normalis
koriilmények kozott is eléfordul az, hogy az enzimek altal katalizalt oxidativ
folyamatokban melléktermékként szabadgyokok képzdédnek. A szabadgyokok, a sejtek
szamara veszélyes kémiai reakciokat generdlhatnak, megvaltoztatva ezzel a fehérjék,
lipidek funkciojat, vagyis a sejtek életfunkcidjat. Normal koriilmények kozott az atmeneti
fémionok csak nyomokban talalhatok szabad allapotban a sejtekben. Azonban ha azok
sejten beliili koncentracidja megnd akkor igen nagy eséllyel szabadgyok képzodést

valtanak ki. A xenobiotikumok kozvetleniil, de gyakran kdzvetett uton éppen pl. a Fe

crer

crer

hatasokat. A kérositd tényezdk eltavolitasdra defenziv mechanizmusok alakultak ki.
Alapvetéen két védekezd mechanizmus segitségével torténik a hatastalanitds. A
szabadgyokok befogasat a sejt citoplazmajaban, sejtorganellumaiban, a membranokban
jelen 1évo redukald éagensek: az E-vitamin, C -vitamin, karotinoidok, és a redukalt
glutation végzik. Ezek a kémiai reakciok spontan nem-enzimatikus uton jatszodnak le. A
masik Utvonalon az enzimatikus reakciokban valosul meg a szabad gyokok atalakitasa:
superoxide dismutase (SOD; szuperoxid — hidrogén peroxid), katalaz (hidrogén peroxid
— viz), glutation peroxidaz (hidrogén peroxid — viz), glutation reduktéz.

A gazhalmazallapota vegyiiletek tobbnyire a tlidon keresztiil valasztodnak ki. A
vegyiileteknek egy része kozvetleniil kivalasztédhat a vesén keresztiil a vizeletbe vagy a
majbol az epével a gasztrointesztinalis traktusba, onnan pedig a székletben tiriilhetnek ki.

A kivélasztds masik modja az, hogy a vegyiileteket kémiai Uton alakitja at a sejt
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,biotranszformalja”. Azok az anyagok amelyek nem vizoldékonyak elészor atalakulnak,
elsdsorban a madjsejtekben (de mas szervekben is) talalhato citokrom P-450 enzimek
segitségével. Ezt kovetden (vagy szamos esetben a citkromP-450 enzimek részvétele
nélkiil) a vegyliletek konjugacidja jatszodik le egy olyan koszubsztrattal (gliikuronsavval,
vagy glutathionnal, taurinnal, glicinnel) amely fokozza a vegyiiletek vizoldékonyséagat.
Osszefoglaléan a citokromP-450, és a transzferdz enzimek 4ltal katalizalt konjugécios
reakciokat nevezziik biotranszforméacionak. Ilyenkor az eredeti vegylilet teljesen atalakul,
gyakran elveszti kémiai tulajdonségait, biologiai hatasat, de el6fordul olyan is, hogy
éppen az atalakitas kovetkeztében valik toxikussd. A konjugéicids kémiai reakcionak
elofeltétele, hogy a vegyiilet tartalmazzon olyan reaktiv kémiai pl. nukleofil csoportot
amelyen keresztiil reagalhat a koszubsztrattal, ilyenek pl. -NH,, -OH, -COOH, stb.
Gyakran ilyen csoportokat a citokrém P-450 enzimek alakitanak ki a molekuldkon, az
anyavegyiileteken. El6fordul pl. az -OH csoportok szulfondldsa, vagy mas csoportok
glilkuronidacidja vagy az elektrofil vegyiiletek (pl. halogén szubsztitudlt aromaés
vegyiiletek, kinonok, epoxinok, stb.) esetében a glutationnal valé konjugaci6é. A fenti
reakciokat az UDP-gliikkoronoziltranszferazok, szulfotranszferdzok és a glutation-S-

transzferdzok katalizaljak.

2.2.2 GST katalizalt glutation konjugacié

A glutation-S-transzferdz (GST) enzim a redukalt glutation nukleofil tiol-
patkany majban taldltdk meg, olyan enzimként amely az 1,2-diklor-4-nitrobenzén és a
bromoszulfoftalein konjugacidjat katalizalja (BOOTH et al., 1961; COMBES and
STAKELUM, 1961).

GST enzimnek szamos izoenzimét fedezték fel és tisztitottak. Kezdetben az enzim
nomenklatiurdjat annak megfelelden valasztottdk, hogy milyen szubsztratot konjugél a
glutationnal. Késébb a fehérje kémiai tulajdonsaga alapjan nevezték oket, majd 1992-ben
megalkottak a konszenzus nomenklatarat. A nevet annak megfeleléen adjak, hogy az
enzim hol taldlhaté a sejten beliil. Ot citoplazmatikus és egy mitokondrialis GST-t
identifikaltak, amelyek aminosav szekvencidja kevesebb mint 50 %-ban tér el egymastol.

A mikroszéma frakcid szintén tartalmaz kiilonb6z6 GST izoenzimeket
mikroszémalis GST-1. (MGST-I), GST-II (MGST-II), stb. A leukotriének bioszintéziséért
is ilyen enzim felelds a leukotrien 4-C szintaz (LTC4). Ezeknek az enzimeknek a fehérje
szerkezete nem hasonlit a citoplazmatikus enzimekéhez. Fontos kiilonbség tovabba az,

hogy ezek hidrofob transzmembran régioval is rendelkeznek. Foleg az endoplazmas
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retikulumban, plazmamebranban ¢és a mitokondrium kiils6 membranjaban helyezkednek
el. A citoplazmatikus GST, foleg a majban, a vese proximalis tubulusaiban, a gyomor-
béltraktus epithel sejtjeiben, mig a GSTy; az izomban €s majban, a GSTp izoenzim pedig a
vesében ¢€s a vékonybél epithel sejtjeiben talalhato.

A glutation része a nem specifikus detoxifikdld rendszernek (szamos abiogén
vegyiilet kapcsolodhat hozzd) ¢és nagy jelentdsége van az antioxidansok elleni
védekezésben is. Tobb kozleményben beszamoltak arrdl is, hogy az antioxidans rendszer
enzimjeinek aktivitdsa bizonyos foku korrelaciét mutat a termelési tulajdonsagokkal a
kiilonbozd gazdasagi allatfajokban (JORGENSEN and WEGGER, 1979, BUNK et al.,
1981).

A glutation (GSH) harom aminosavbol felépiild tripeptid (y-L-Glutamyl-L-
cysteinyl-glycine). A szerkezete ,,rendellenes” ugyanis a glutaminsav nem az o- hanem a
y- karboxilcsoportjaval kapcsolddik a ciszteinhez (BOROSS, 1993). Redoxi tulajdonséagai
miatt nagy az élettani jelentdsége, igy viszonylag nagy mennyiségben (kb. 5 mmol/dm?®)
van jelen intracellulérisan.

A glutation-S-transzferdz (GST) enzim a xenobiotikumok GSH -val valo
Osszekapcsolodasat un. konjugatum képzését katalizdlja. A GSH konjugatum képzddés
tobbnyire detoxifikilja a potencidlisan cyto- és genotoxikus 4genseket. Osszefoglald
munkak [overviews]: (KETTERER et al., 1988; MANNERVIK and DANIELSON,
1988).

A GST a philogenézis korai szakaszan megjelenik. Az allati szervezeten kiviil
megtalalhatd baktériumokban, gombdkban és ndvényekben egyarant (FREAR and
SWANSON, 1970; LAMOUREUX and FREAR, 1979; JAKOBY and HABIG, 1980;
KETTERER et al., 1988; PICCOLOMINI et al., 1989). Kétszeres GST aktivitasu
transzgénikus novények (dohény) a herbicidek és az oxidativ stressz irdnt nagyobb
ellenallésagot mutattak (ALLEN et al., 1997). De kimutattak a GST indukcié fokozodasat
xenobiotikumok ¢és patogén agensek hatasara is buzdban (MAUCH and DUDLER, 1993).

Hasonloan az aszkorbathoz a glutation is képes enzimek kozremiikodése nélkiili,
kozvetlen reakciokra is, igy hatékony gyokbefogé lehet (GUTTERIDGE and
HALLIWELL, 1994). A glutation szint megemelkedése patkdny agyban megvédi a
proteineket az oxidaciotol, amit a hidroxil szabadgyokok okoznak (POCERNICH et al.,
2000).

A glutation szulthidril kelatot képez a nehézfémekkel, igy tobbek kozott a

higannyal és az 6lommal is. Miutan kialakult a komplex, a szervezet foként az epén 4t
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tavolitja azt el, csokkentve ezaltal a rendelkezésre allo glutation mennyiségét. De szerepet
jatszik az arzén elimindladsaban is arzén-triglutationt képezve (CSANAKY ¢és mtsai,
2003). A GST izoenzimek szamos xenobiotikum és elektrofil centrumot tartalmazé
metabolit GSH-val torténd reakciojat katalizaljak (HABIG et al., 1974; MOZERT et al.,
1983; MANNERVIK and DANIELSON, 1988; TOUNG et al., 1990; WILCE and
PARKER, 1994; TAMAKI et al., 1999).

A glutation-S-transzferaz izoenzim csaladot, szuperfamiliat képez (SALINAS and
WONG, 1999 — a review). Vizsgaltdk a GST subunitok kiilonb6zé indukcidjat
spironolakton hatdsdra, példaul patkdny méjban, az ¢hbélben és a vastagbélben
(LUQUITA et al., 1998). Eltéro, emelkedett GST aktivitast és izoenzim Osszetételt irtak
le a kiilonb6z6 human emlérak sejtvonalakon is (SHEA et al., 1990).

Kimutattdk, hogy a GST aktivitasa eltérést mutat a nem, a fajta és az életkor
szerint egér majaban (EGAAS et al., 1995 ,,a”; 1995 ,,b”). De in vitro 6sszehasonlitd
vizsgalat is késziilt egy ndvény, hdrom halfaj, két rovar és két emlés GST aktivitasarol
négy szubsztrattal (EGAAS et al, 1995 ,,¢”). Itt nem csak a CDNB hanem az ethacryn
sav, az atrazin €s az 1,2-dichloro-4-nitrobenzén masodlagos szubsztatokkal is prezentaltak

az aktivitast.

Kevés kozlemény szamol be azonban a pszichofarmakonok altal kivaltott GST
indukciordl. Vizsgéltak a phenobarbitdl hatdsat a GST aktivitas €s gén expresszid
fokozddasara (PINKUS et al., 1993). Kimutattdk, hogy a Haloperidolum csdkkentette az
intracellularis GSH koncentraciot a patkdny agy egyes teriiletein (cerebellum, striatum,
cortex) valamint a majban (VAIRETTI et al. 1999). A peszticidek hatasara is leirtak GST
aktivitas fokozodasat foltos féstisbagoly lepkén (EGAAS, 2000). Trankvillansok hatasat a
GST indukciora patkany, nyul és hal szerveiben nem sikeriilt fellelnem a
szakirodalomban.

Munkam soran feltételeztem, hogy a trankvillins gyogyszerek a glutation-S

konjugécio utjan a GST segitségével is inaktivalodhatnak.

2.3 Formatio reticularis, RAS
A trankvillans hatasu vegyiiletek tdmadaspontja els6sorban az agytorzs felszallo

reticularis rendszereiben van.
A formatio reticularis, az agy filogenetikailag 6si halozatos belsdé tengelye a
nyultveld és a kozépagy kozépso- ventralis részét foglalja el. Kis neuronok miriaddjai

alkotjak, amelyek bonyolult, 6sszefon6d6 haldzatokba rendezddnek. Vérnyomast, 1égzést,
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szivirekvenciat és mas vegetativ funkcidkat szabalyozd kozpontok taldlhatok benne.
Tovabba olyan felszallo és leszalld Osszetevoket is tartalmaz, amelyek fontos szerepét
jatszanak a bels6 elvalasztas bedllitasdban, a szenzoros bemenet és a tudatosulds
szabalyozasaban. (GANONG, 1994)

A retikuléris aktivalé rendszer (RAS = Reticular Activating System) bonyolult
poliszinaptikus palya amely a formatio reticularis felsd szakaszan helyezkedik el.
Nemcsak a hosszt, felszalld érzé palyakbol futnak bele kollateralisok, hanem a
trigeminalis, a hallo-, a 14t6- és a szaglorendszerbdl is. A neuronhal6ézat bonyolultsaga, €s
a benne érvényesiilé nagyfokil konvergencia megsziinteti a modalitasspecificitast, vagyis
a kiilonféle szenzoros ingerekkel a legtobb retikularis neuron egyforman konnyen
aktivalhat6. A rendszer ezért nem-specifikus, ellentétben a klasszikus érzé palyakkal,
amelyek specifikusak abban, hogy benniik a rostok csak egyféle tipusu szenzoros ingerrel
aktivalhatok. A RAS egy része elkeriili a thalamust, és diffuzan vetiil az agykéregbe. A
RAS egy masik része az intralamindris, ill. a veliikk 0sszefiiggd thalamus magvakban
végzodik, €s ezekbdl vetiil diffuzan és nem-specifikusan az egész neocortexbe (STARZL,
1951). A RAS miikodésének szoros koze van az agykéreg elektromos aktivitasahoz.

A tudatos gondolkod4shoz megfeleld, aktiv éberségi szintre van sziikség. Ebrenlét,
aktiv agykérgi tevékenység sordn az egyes sejtek, sejtcsoportok kiilonallo, egyedi
deszinkronizalt miikodést végeznek. Erre a nagy frekvencidju, kis amplitad6ju hullamok
(B ritmus) a jellemzok. Az éberségi szint csokkenése (elalvas, alvas) soran egyre nagyobb
kérgi teriiletek miikodése hangolodik Ossze (szinkronizalédik), vagyis egyre lassubb,
alacsonyabb frekvenciaja, és nagyobb amplitidoju hullamok keletkeznek.

Az ébredés, az éberség fokozodasa (arausal) az EEG deszinkronizacigjaval és jol
koriilirhatd magatartasvaltozdsokkal, az Un. t4jékozddasi reakcioval (izomtonus
fokozodas, inger felé fordulas, tdjékozodd mozgasok) jar. Az arausal donté mértékben az
agytorzsi formatio reticularis felszallo aktivalé rendszerétél (ARAS = aszcendald

retikularis aktivalo szisztéma) fiigg.

2.3.1 EEG deszinkronizacio

Amennyiben a kozépagy szintje alatt ingereljiik a specifikus érz0 rendszereket,
akkor deszinkronizéaciot valthatunk ki az agykéregben, vagyis a ritmusos EEG-mintazat
helyett egy szabalytalan, kisfesziiltségli aktivitas tapasztalhatdo. A kozépagy feletti
ingerlés, a thalamus specifikus ¢érz0 relay-magvainak ingerlése vagy maguknak az
agykérgi reprezentdcios teriileteknek az ingerlése azonban nem hoz 1étre

deszinkronizacidt. Ugyanakkor a kozépagyi tegmentalis formatio reticularis vagy a
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deszinkronizalja az EEG-t és felébreszti az alvo allatot. A kozépagy oldalso-felsd
részeinek nagy kiterjedésti sértése, amely megszakitja a lemniscus medialist és a tobbi
felszallo specifikus ¢érzé rendszert, nem akaddlyozza meg a szenzoros ingerekkel
kivélthato deszinkronizaciot. A kdzépagyi tegmentum azon sériilései azonban, amelyek
—anélkill, hogy a specifikus érzé rendszereket sértenék— megszakitjdk a RAS-t,
szenzoros ingerléssel nem befolydsolhatd szinkronizalt EEG-mintadzattal jarnak egyiitt
(LINDSLEY et al., 1950). Az elébbi tipust sériilés esetén az allatok éber allapotban
vannak; az utdbbi tipusu esetén tartdsan comatosusak. Ezért tigy tlinik, hogy a szenzoros
ingerlést kovetd deszinkronizacioért felelds felszallo aktivitdas a specifikus érzd
rendszeren at a kdzépagyba jut, kollateralisok utjan belép a RAS-ba, és a thalamuson, ill.
a nem-specifikus thalamicus projekcids rendszeren at az agykéregig terjed. Ugyanakkor
az érz6 bemenet nem feltétleniil sziikséges a deszinkronizacidhoz. Azokban az allatokban,
amelyekben az agytorzset a trigeminus bemenet felett, de a hid dorzalis hataratol
kaudalisan atmetszették, a szagld- és a latoidegek atvagdsa nem akadalyozza meg a
deszinkronizaciot. Lehetséges tehat, hogy a formatio reticularisnak a deszinkronizacid
kivaltasara és esetleg az éber allapot fenntartdsara szolgalo intrinsic képessége is van.

Az ébredés és az EEG deszinkronizécio, noha altalaban egyiitt fordulnak el6, nem
mindig jarnak egyiitt. Fajdalomkelté erés periférias ingerlés kozépagyi tegmentum
sériiléses allatokban deszinkronizacid nélkiil okozhat ébredést, hatsd6 hypothalamus

sériiléses allatokban pedig deszinkronizaciot ébredés nélkiil.

2.3.2 Szinkronizalé mechanizmusok

Az alfa-ritmus hulldmmintazata arra utal, hogy sok axon ingeriileti aktivitasa
szinkronizalt. Ehhez a szinkronizacidhoz két tényezé jarul hozzd: a szomszédos
parhuzamos rostok aktivitdsanak minden egyes egységére gyakorolt szinkronizalo hatasa
¢s a thalamusbol eredd ritmusos kistilések. Két egymas mellett elhelyezkedd idegrost
ugyanis befolydsolja egymas ingerlékenységét. Az egyik depolarizacidja a toltéshordozo
ionok megvaltoz6 koncentracidja miatt hiperpolarizalja a masik idegrostot. Azoknak a
helyeknek a t6szomszédsagaban, ahol gatlo végzddések miikodnek, az ellentétes iranyban
folyd aram a rostokban pozitiv t6ltésii teriileteket hoz létre. Hasonléan orientélt idegi
nyulvanyok nagy sokasdga esetén az ilyen aramforrasok keletkezése a szomszédos
rostokban elésegiti az aramfluktuacié szinkronizaladsat (GANONG, 1994).

Az elalvas és az alvas aktiv folyamat: nem egyszertien a deszinkronizal6 ingerek

hidnyanak, hanem aktiv szinkronizal6 ingerek jelenlétének kovetkezménye.
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A szinkronizalast nagyrészt a thalamusbol szarmaz6 nem specifikus afferensek
biztositjak. A szinkronizacidé a thalamuson beliili neuronkdrokre vezethetd vissza, ezt
rekurrens kollateralis gatlasnak nevezziik. A thalamus nem specifikus magvaihoz befuto
impulzusok hatasara aktivalodott neuronok serkentd ingereket kiildenek az agykéreg felé.
A cortex felé haladé impulzus azonban visszakanyarod6 kollateralisokon keresztiil gatlo
interneuronokat aktival, amelyek hiperpolarizaljak (gatoljak) a kiinduldsul szolgald
thalamikus neuront. A szinkronizacié folyamatidban a thalamuson kiviil a nyultvel6i
szinkronizacios zona sejtjei is hozzajarulnak az ARAS aktivald rendszerének gatlasan

keresztiil.

2.3.3 RAS - ingerlés

EEG-szinkronizaci6 és lassi hullamu alvas tobb subcorticalis teriilet ingerlésével
is el6idézhetd. Igy a nyultveldi szinkronizalé zona ingerlésével, a nyultveldi formatio
reticularisban a nucleus tractus solitari szintjén. Ennek a zondnak az ingerlése, a koztiagyi
alvasi zona ingerléséhez hasonldan, szinkronizaciot és alvast hoz létre, ha az ingerlési
frekvencia alacsony, és ébresztést, ha a frekvencia magasabb (=8/s). A szinkronizacio
kialakuldsanak mechanizmusa nem ismeretes, de feltehetden olyan palydkat foglal
magaba, amelyek a thalamusba szallnak fel.

Nem ismeretes, hogy a RAS-ban felszallo impulzusok miképpen szakitjak meg az
agykérgi szinkronizalt aktivitast, illetve miképpen hoznak 1étre ébredést. A RAS ingerlése
gatolja a sorozat kisiiléses (burst) aktivitast, az un. feler6sodo (recruiting) valaszt és az
agy bizonyos teriiletein alkalmazott sztrichnin okozta agykérgi hullamokat. Mivel a RAS
¢breszti ¢és ¢ber allapotban tartja az allatot, feltételezhetd, hogy a RAS-aktivitas inkabb
noveli, mintsem csokkenti az agykérgi neuronok ingerlékenységét. Valojaban azonban
alvéas idején az agykérgi érzd projekcios teriiletek bizonyos neuronjai véletlenszeriien
tiizelnek, ébrenlét idején viszont csak specifikus ingerekre valaszolva siilnek ki.
Lehetséges, hogy a RAS aktivitasa bizonyos foku agykérgi gatlast okozva megsziinteti ezt
a véletlenszerli tlizelést, vagyis szabaddd teszi ezeket a neuronokat arra, hogy csak a
specifikus szenzoros ingerekre valaszoljanak. A RAS-aktivitds tiszta hatasa ezért a
»jel/zaj viszony” (SNR = signal-to-noise ratio), ndvelése lehet, az abszolut ingerlékenység
valamelyes csokkenése aran.

Az agykéreg bizonyos részeinek elektromos ingerlése fokozott retikularis
aktivitast és EEG-ébresztést (EEG-arousal) okoz. Majomban a leghatdsosabb kérgi
tertiletek a gyrus temporalis superior és a homloklebeny orbitalis felszine. Ezeknek a

teriileteknek az ingerlése az alvo allatot felébreszti, azonban nem valt ki mozgést, éber
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allatban viszont csak kevés a lathatd hatasa. Mas agykérgi teriiletek ingerlése még erds
arammal sem hoz létre elektromos vagy magatartasi ébresztést. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy corticofugalis rostok rendszere koti Ossze az agykérget a formatio
reticularisszal, olyan palyat alkotva, amelyen keresztil az agykéregben lejatszodd
események ébresztést indithatnak el. Ez a rendszer lehet felelds az emociondlis és mas
pszichés jelenségekre barmiféle lathatdé kiilsé inger hijan bekovetkezd készenléti

valaszokért (alerting responses).

2.3.4 Trankvillansok hatasa a RAS-ra

A narkozis vagy a hipnézis nélkiili szeddcié mechanizmusa ma is kevéssé ismert
tertilet. Kérdés, hogy miképpen hozhatja 1étre ezt az allapotot olyan sokféle, egy mastol
teljesen eltérd szerkezetii farmakon.

Narkézis soran az agyban nagyon sok neuron hiperpolarizalodik. A
szinapszisokban a vezetés gatolt. Ez felveti azt a lehetdséget, hogy a narkotikumok a
RAS-ban a vezetés depresszidja révén okozhatjdk az ontudatlan allapotot (FENCH and
KING, 1955)

Egy specifikus palyan (mint pl.: egy reflex kor) 2-4 szinapszis talalhat6. Ezzel
szemben a retikularis palyakban szinapszisok szazai talalhatok, un. poliszinaptikus
palyarendszert alkotnak. Az ingeriilet atvitelre hatd6 farmakonok szamara igy
nagysagrendekkel nagyobb tdmadasi feliiletet nydjtanak. Minden egyes szinapszisban az
EPSP-k nek addig kell 6sszegzddniiik, amig elérik a posztszinaptikus neuronok tiizelési
szintjét. Barmely hatéanyag, amely mérsékelten deprimalni tudja ezt a folyamatot, el6bb
fogja blokkolni a vezetést a multiszinaptikus, mint a csak néhany szinapszist tartalmazé
palyakban.

A trankvillansok egyik legjellegzetesebb hatdsa, hogy mar kis adagokban
meggatolja a kiilvilagi ingerek okozta arousal reakcidt (fény, hang stb. inger).
Ugyanakkor a formatio reticularis direkt ingerlésével még kivalthat6 a kéreg aktivalodasa.
Ugy tiinik, hogy a trankvillinsok megszakitjak a kapcsolatot az agytérzsben a kiilvilaggal,
az allat indifferensé valik az olyan ingerekre amelyekre normalisan egyébként jol
reagalna. A RAS teriiletén, trankvillansok hatisara az idegrostok tlizelésében olyan
mintazati valtozasok kovetkeznek be, amelyek kihatnak a kéreg aktivitdsara ¢s

hozzéjérulhatnak a gyogyszer ismert hatdsahoz.
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2.4 Multielektrodas elvezetés, tiizelési mintaelemzés

A kozponti idegrendszer elektromos aktivitdsdnak vizsgalatdhoz nemrég, csak
1997 -o6ta hasznalnak és publikalnak egyre tobb egységbdl felépiilé mikroelektroda
tomboket (MEA). (BLAU, 1997; GONZALEZ and RODRIGUEZ, 1997; WITTKAMPF
et al. 1997; stb.) A multielektrodakbol ugyanis nagy mennyiségii informécio érkezik,
amelynek feldolgozasdhoz eldszor megfelelden nagyteljesitményli informatikai hattérnek
kellett kifejlddnie. Szamos, szinte minden publikacidban egyedi kialakitdsi megoldasokat
talalhatunk. A célnak megfelelden kiillonbozd térbeli elrendezésli, csatornaszamu és
anyagt MEA megoldasok léteznek. Anyagdban tomor krom, aluminium, szilikon,
titdnium, wolfram, szilicium, platina (KAREN et al., 2007) vagy tubuldris nanoszerkezet(i
karbon (KE et al., 2006), illetve szamos mas anyag fordulhat el. Ujabban CMOS feliiletii
bioszenzorral (FRANKS et al., 2007) is végeznek sikeres kisérleteket.

Jelenleg a leggyakrabban alkalmazott multielektrodak a tii mélységi elektrodak,
amelyekkel in vivo méréseket lehet végezni kiilonb6zé mélységii teriileteken és a sik,
felszini elektroddk amelyekkel in vitro, izolalt szoveteken végezhetok mérések.

Tobbnyire 8 — 64 csatornas megoldasokat alkalmaznak.

1. abra. 16 elemii mikroelektréd tomb in vivo vizsgalatokhoz.
Forras: (KAREN et al., 2007)
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2. abra. 60 elemii sik MEA izolalt szovetmintakhoz
Forras: (Multi Channel Systems, 2007)

Az adatgyijtés a korabbi sok csatornds, analdg rogzité eszkozok helyett mar
digitalis uton torténik. A nagy sebességii CMOS integralt aramkorokkel megvaldsithato,
hogy lényegesen kevesebb (akar egyetlen), precizen kiépitett erdsitd elektronika lasson el
sok elektrodat. Ilyenkor kapcsold rendszer (switch) vagy utvonal vélasztd (selector)
aramkort épitenek be (NOTED, 2006; TOTH és mtsai, 2007). A jelfeldolgozis
legtobbszér hagyomanyosan, az analég jelek minél slriibb mintavételezésével ¢€s
nagyfelbontasu analdg/digital (A/D) atalakitasaval torténik. Tehat az analog jelforma
minél pontosabb visszaallitasara torekszenek. Ujabban azonban megjelentek azok a
publikaciok amelyekben az akcidos potencidl spike-ok digitalis (binaris) feldolgozasat
valositjak meg (PIZZI et al. ,2007).

Egyes szerzék a multielektroda tombbe integralt, alacsony zaji elderdsitos
megoldasrdl szamolnak be (BLUM et al.,, 2003). Hazai fejlesztés eredménye a
tetrodokbol felépiild mélyelektroda elvezetés, szelektor és jelfeldolgozé rendszer
(NOTED, 2006; TOTH és mtsai, 2007). Az allat fejére épitett , korona” kiilonboz8 szama
tetrodbol épiil fel. Maximalisan 32 tetrod igy 128 elvezetést is lehetové tesz. A rendszer

elénye, hogy az éllat bizonyos mértékii szabad mozgésat engedi és igy a viselkedését is

megfigyelhetévé teszi.
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New PCB microdrive
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ﬂ ;olm:hudc interface board
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for 32 channels of 8 tetrodes

New PCB microdrive
ready for
1on of 16
(frant view)

3. abra. Az illat fejére helyezett ,,korona” a microdrive és a tetrod szelektor.
Forrdas: NOTED, 2006; http.//braintelemeter.atw.hu

A tetrod és az er6sitd kozott kortilbeliil 1-1,5 m (!) tavolsadg van. A szerzok szerint
Faraday-halo arnyékoldsa sem sziikséges (!) a tiszta jelfogashoz. A vezérlést itt is
célorientalt mikrokontrolleres rendszer (de nem neuronhdl6zat) végzi és tovabbitja az

adatokat a PC felé.

e xRN

4. abra. Hosszi multielektrodas elvezetés.
A szelektor és az erdsitd (fent a polcon) és a tetrod (a f6ldon 1évo allat fején) kozott 1 — 1,5 m a tavolsag.
Forras: TOTH és mtsai, 2007

A rendszer hatrdnya, hogy az elektrodok csak erdsen korlatozott szogbdl
iiltethetok az agyba. A tetrodok pedig jelentds szdveti roncsolast és traumat okoznak

minél tobb elembdl épiilnek fel.
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2.5 Mesterséges neuronhal6zatok

A mesterséges neuronhaldzatok matematikai alapjaival még jelenleg is kiemelten
foglalkozik a szakirodalom. A hagyomanyos szamitogépeken futdé szoftveres
neuronhaldzat emuldcioknak szintén szamos alkalmazasa és széleskorli irodalma van. A
konkrétan megvaldsuld neuronhdlézat hardverekrél azonban csak elvétve taldlni
hivatkozast. Mikrokontrolleres megoldasrol pedig ennél is kevesebbet. ,,Kontroll szenzor”
linearizaciora fejlesztenek mikrokontroller alapt analég neuronhdlozatot egyes szerzok
(DEMPSEY et al., 1997) ez azonban nem neurofiziologiai alkalmazéas. Ez minden
bizonnyal annak tulajdonithat6, hogy a digitalis technika robbanésszerti fejlodése mellett,
kevés 1d6 telt el az 1), nagyteljesitményli eszk6zok lehetdségeinek teljes kort
kihaszndldsdhoz.  Mikrokontroller alapt  mesterséges neuronhaldzatrél, amely
multielektroda tombon keresztiil kapcsolodik egy ¢16 idegrendszeri teriilethez, nem leltem

fel publikaciot.

2.5.1 Parhuzamos rendszerek

A Neumann elvli (hagyomdnyosnak nevezhetd) szamitogépek gyakorlatilag
elértek a miikodésiik korlatait. Az orajel frekvencia és a sebesség novelése, a cimrendszer
sz¢€lesitése egy ésszeril hatar folott nem jarhatd fejlesztési irdnyvonal bizonyos biologiai
problémdk megoldasara. Ugyanis nem képesek olyan egyszeriinek tind feladatok
megoldasara, amire primitiv €él6lények igen. Az ¢€l6lények paratlan kép, hang, tapintas,
illat  felismerési képességeinek reprodukalasa a jelenlegi eszkozokkel nagy
szamitasigényl, nehéz feladatok, amelyekben az oridsgépek is gyengék, vagy legalabbis
aranytalanul nagyméretiek ¢és tul sok elektromos energiat fogyasztanak - az €16
szervezetek szamara egyszerli feladatok megoldasara. Ugyanakkor néhany ezer —a
digitalis elemekhez képest— lassi idegsejt nagysagrendekkel nagyobb teljesitményre
képes, mint szamitogép. Ennek oka, hogy a Neumann elvii szamitégépek és az élo
neuronhélézatok kozott alapvetd architektralis és funkcionalis kiilonbségek vannak.
(BALDI and BRUNAK, 2001; ALURU, 2006).

A technikai fejlddés soran a tobbprocesszoros rendszerekkel kezdetben csak a
sebesség fokozasat tlizték ki célul (altalanos rendszerek). Késébb az egyes processzorok
0nall6 task-okat futtattak tehat valodi parhuzamos rendszerek jottek 1étre. Ez tobb szinten
valoésulhat meg. A hardver egységen beliili parhuzamositastol a folyamatok kozotti

parhuzamositasig (SOLV, 1988; PALG, 1988).
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Az éltalanos célu rendszerek kialakitasakor a f6 szempont az egyprocesszoros
szamitogépek miikodési sebességének a fokozdsa az architektira modositasaval. A
redundans (hibatir6) rendszerek tervezésekor a f6 cél, hogy a tobb processzor
alkalmazasaval a szamitogépek megbizhatosagat nagymértékben noveljék (KACSUK,
1982). Mig a multiprocesszoros neuronhalozatok a hagyomanyostol eltérd feladatok
megoldasara optimalizalt rendszerek. A hardver egységen beliili parhuzamositas szintjén
vagy az alatt valosulnak meg, mivel egymastdl fiiggetleniil mikddd processzorokbol

épiilnek fel, processzoronként egyedi adatfolyammal. Forras: (TOTH , 2006).

2.5.2 CNN-UM

Teljesen 1) irdnyvonal, az elemi processzorok halozatszerli dsszekapcsoldsa az
idegrendszerhez hasonldéan. A mesterséges neuronhalézatok a kozponti idegrendszer
idegsejt halozatanak feliiletes analogidja alapjan szervezett strukturak.

Egy ) szamitogép-elvet képvisel a vildgviszonylatban is egyediilallo hazai
eredmény, a Roska Tamas akadémikus nevéhez fliz6d6 Analogikai Cellularis Szamitogép
(CNN-UM: Cellular Neural/Non-linear Network — Universal Machine) (ROSKA ¢és
mtsai, 1992, 1993, 1999). A processzor milkddtetése a hagyomanyos, rugalmas tarolt-
program vezérléssel torténik, azonban a miveletek jo része folytonos, analog jelek
térképszeri képein folyik. Ezeket gyakran a fizika végzi el, példaul az Osszeadast
Kirchoff elsé (csomoOponti) térvénye.

Az Analogikai Vizudlis Mikroprocesszor alapja a cellular-neuralis halozat (CHUA
and YANG, 1988) vagy roviden CNN (Cellular Neural/nonlinear Network). Ez egy
csatolt, analég, dinamikus, nem linedris processzor tomb, amely alapértelmezésben egy
NxM-es négyzetracson elhelyezkedd, lokdlisan Osszekotott cella-rendszert alkot. A
négyzetracs minden csucspontjdban egy processzor (cella, dinamikus rendszer) van. Ezen
cellak csak egy véges (r-sugaru) lokalis kornyezetben vannak kapcsolatban a kdrnyezo

cellakkal.
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5. abra. CNN elemi processzorainak elrendezése és kapcsolataik.
Forras: hitp://lab.analogic.sztaki.hu/magyar/index.html

A jelenlegi chipeken N és M szaz koriili érték (azaz tobb tizezer cella mukodik
parhuzamosan), r altalaban egy, azaz egy 3x3-as teriilet van kdzvetleniil 6sszekapcsolva.
A szomszédsadgon beliil a celldk kozotti interakcidt altalanos esetben egy csatolt
differencial-egyenletrendszer irja le.

Az interakciok (csatolasok) erdsségét matrixok adjak meg: az elérecsatold (B) és a
visszacsatold (A) matrix, valamint a (z) érték, amely egy kiiszobértéket beallitd tényezo.
Minden cellanak két olyan kezdeti jele van, amelyeken a dinamika miikddik: a bemenet u
¢s a kezdeti allapot x(0). A

négyzetracsban elhelyezkedd cellak

. 1
viselkedését Osszességilkben tehat a  C% = R + Ay * TB;-'.EIH.E.E tz
k4TI k- FTTmns
két kezdeti jelérték és a csatolasi
matrixok (A, B, z) hatdrozzak meg. vy = (%) ]

Ezeket a  csatolasi  matrixokat

template-nek  nevezzik (ROSKA, -1 1 x:
1993). A celldk x Aallapotabol y =

kimenetiik egy nem-linearis fiiggvény

kiszamitasaval adodik.

Ezaltal a rendszer az ¢l6 kozponti idegrendszerhez hasonld felépitésii halozatot
alkot. Kézenfekvd a CNN és a képfeldolgozas kapcsolata. Feleltessiik meg minden
cellanak a kép egy képelemét, pixelét, ekkor a celldk bemenetei, allapotai €s kimenetei (u,

X, y) egy-egy képet kodolnak. Jelentse +1 a fekete és -1 a fehér értékét, a koztes értékek

47



pedig a sziirke arnyalatokat. A két fiiggetlen kezdeti kép a bemenet illetve a kezdeti
értekek altal kodolt képek, a kimenet pedig az eredmény-kép. Természetesen a rendszer
térben diszkrét (digitalis).

A CNN hagyomanyos mukodésekor a szamitas végére kialakuldo kimeneti képet
tekintjiik az adott processzalds eredményének. Az id6 eldrehaladtaval a dinamikus
rendszer altaldban egy stabil allapotba jut. A retinamodellezés (WERBLIN, 1995) esetén
a CNN szamitas folyamata (a cellak id6beli viselkedése) az értékes informaci6. Ezt az
elemzési modot nevezziik téridébeli mikodésnek. A halozat tervezése, bedllitdsa nyilvan
bonyolultabb a hagyomanyos csak térprocesszald esethez képest. Szdmos konkrét
megvalositds mellett az élettudomany teriiletén is sziilettek tovabbi alkalmazéasok, mint
példaul a szivmiikodés — keringés vizsgalata (REKECZKY, 1996).

A Magyar Tudomanyos Akadémia Szamitastechnikai és Automatizalasi Kutato
Intézetében, az MTA SZTAKI-ban miikodé Analogikai és Neuralis Szamitogépek
Kutatolaboratorium dolgozik e kutatédsi teriileten. A Laboratérium mellett mitkkddik a
Neuromorf Informaciés Technologia (NIT) nevii Posztgradualis Kozpont, amelyet négy
egyetem ¢€s két akadémiai intézeti kutatocsoport hozott 1étre (BME , JPTE , PPKE , VE ,
SzTAKI, SOTE ).

Sajat fejlesztésti neuronhdlézatom (ADNC, Analog Digital Neural Computer)
hasonl6 vondsokat mutat a CNN-UM -hez, azonban itt az elemi processzorokat
mikrokontrollerek helyettesitik. gy az adatfolyam lassabb, de az Osszetettebb
processzorok joval bonyolultabb miiveletek elvégzésére is alkalmasak (GODO, 2003,
2004).
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Trankvillans kezelések

A GST induktivitdsdnak vizsgalatahoz a kisérleti allatoknak gyogyszereket
adagoltam. A trankvillansok kivalasztasdnal tobb szempontot vettem figyelembe.
Elsésorban neuroleptikumokat kivantam vizsgéalni, mivel széles korben elterjedt
vegyliletek, nagy hatékonysdgtak és heterogén kémiai szerkezetiik ellenére hasonlo
hatassal és mellékhatas profillal rendelkeznek. Figyelemreméltd tovabba, hogy egyes
szereket csak az allatgyogydszat masokat csak a humangydgyaszat alkalmaz, mig néhany
vegylilet mindkét teriileten elterjedt. Az Osszehasonlitds érdekében vizsgaltam tovabba
egy anxyoliticum ¢és egy sedatohypnoticum csoportd gyogyszert, amelyek szintén
nagymértékben elterjedtek a gyakorlatban.

Az egyes fajoknal de fajon belill is eltéré dozis intervallumot hataroz meg a
szakirodalom. Példdul human alkalmazasnal a Risperidonum napi maximalis dozisa 8 mg
(FURST, 2006), 10 mg (LAWRENCE et al., 1996), 12 mg (VIZI, 2002) és 16 mg
(BORVENDEG, 2002) szerint. Néhany vegyiiletrél pedig nem all rendelkezésre az
altalam vizsgalt allatfajokra vonatkoz6 adat. Pl.: Tiapridot vagy a Thioridazinumot nem
alkalmazzak az allatgyogyaszatban, igy nincs rola terapids tapasztalat sem. Ezért egyes
helyeken a mas fajokra vonatkoztatott és testtomeg kilogramm szerint atszamitott dozist
hataroztam meg. Az ellentmondd kozléseknél egyedileg mérlegeltem illetve sajat
tesztvizsgalatok eredményei alapjan hataroztam meg a kisérleti dozist az adott fajnal.

Az alabbi tablazatban Osszefoglaltam, hogy mely vegyliletet, mely teriileten
alkalmaznak, milyen néven keriil forgalomba (a magyar gydgyszerkdnyvi nyilvantartasok
szerint) és milyen atlagos dozistartomanyt hatdroz meg hozza a szakirodalom. Forras:

(BORVENDEG, 2002; PERENYI, 2002; TOTH, 2004).
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. . Human dézis { - .
Tipus Vegyiilet (hatoanyag/nap) Allat dézis (hatéanyag/ttkg/nap)
' Hibernal Hibernal
Chlorpromazinum 3x25mg="75mg eb : 1-5 mg im.
Maximum: 600 mg 16 :0,15-0,25 mg im.
. Ventranquil A.U.V.
—é‘ 16, szarvasmarha,sertés : 0,05-0,1 mg iv.
@ 4 . 16, szarvasmarha,sertés : 0,1-0,2 mg im.
2 cepromazinum - kutya juh, kecske : 0,005 mg iv.
e kutya juh, kecske 0,01 mg im.
é Elelmezés —eil. -i varakozési id6:
3 Hus: 24 6ra, tej: 12 6ra
5‘ o Melleril
g Thioridazinum 100-600 mg _
Maximum: 800 mg
Haloperidolum
Haloperidolum 5mg _
Maximum: 60 mg
o Tiapridum
5 Tiapridum 200-1200 mg _
S g: Maximum: 1800 mg
(€]
2 % Risperdal
g 2 Ri i
g isperidonum 4-6 mg _
3 Maximum: 10 mg
= 2 Seduxen, Stesolid , ) Seduxen, .Valmm
= X Diazepam 5-15 mg 10' :0,02-0,1 mg iv.
§ ) Maximum: 40 m csiko :0,1-0,25 mg iv.
) & 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.
g macska : 2-4 mg im.
2 16 :0,6-1 mg iv. vagy 1,5-3 mg im.
%’- Xylazine — szarvasmarha : 0,05-0,3 mg im. 0,025-0,15 mg iv.
2 juh, kecske  :0,3-0,5 mg im.
E{- CP-Xylazin: élelmiszertermel6 alltoknak nem adhato.
§ Mas Xylazin tartalmu készitményeknél az élelmezés —eii. -i
varakozasi 1d6:
Hus: 3-7 nap, tej: 3-7 nap

4. Tablazat. A vizsgalt vegyiiletek gydgyszerkonyvi elnevezése, dozisa és az alkalmazasi fajok

3.1.1 Laboratériumi patkany

Az elsé vizsgalati korben csak neuroleptikumokat vizsgaltam. A human

gyogyszerek metabolizmusara vonatkozo adatok elsdsorban patkdnykisérletekbdl allnak

rendelkezésre a gyodgyszergyari vizsgalatoknak koszonhetéen. Ezért ennél a fajnal azt

kivantam vizsgalni, hogy egyaltalan okoznak-e GST indukciot és milyen mértékiit az

egyes szervekben a fenti gydgyszerek.

Az in vivo kezelések soran him, SPF (specifid pathogen free) Wistar

patkdnyoknak 10 napon keresztiil adagoltam, a humén terapiaban alkalmazott maximalis

dozisban (a testtomeg kg-ra atszamitva) intraperitonedlisan a kdvetkezd gyodgyszereket:
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Kezelés Dozis / nap
Kontroll -
Risperidonum 0,025 mg
Tiapridum 2,5 mg
Thioridazinum hydrochloricum 1,875 mg
Chlorpromazinum hydrochloricum 0,5 mg
Haloperidolum 0,25 mg

5. Tablazat. Laboratériumi patkany kezelési dézisai

Minden csoportban 10 egyedet oltottam igy 60 allatot hasznaltam fel. Az éallatok
altalanos egér-patkany laboratériumi tdpot (normal - CRLT/N, Charles River) kaptak,
csapvizet és természetes megvilagitast. A gyogyszereket azonos napszakban, napi egy

alkalommal kaptdk meg. A kontroll azonos mennyiségii fizioldgias sooldatot kapott.
3.1.2 Hazinyul

Masodik vizsgalati korben nem laboratoriumi allatot, hanem allattenyésztési
jelentdsséggel bird hazinyulat hasznaltam. A hazinyal az emlds gazdasagi allataink
modelljeként hasznélatos és az eddigi, ilyen iranyt kutatdsokban, ritkdbban szerepel.

A dézis meghatarozasanal az allatorvosi szakirodalomra (TOTH, 2004) valamint a
gyogyszer tajékoztatokra tamaszkodtam (PERENYI, 2002). Azoknal a szereknél
amelyeket nem alkalmaznak nyulaknal, mas fajok illetve a human adatok testtomeg
kilogrammra &tszamitott értékét haszndltam fel. Ezt korrigdltam sajat teszt vizsgalatok

eredményeivel és kalibraltam a dézist.

Human célzott Human Hazi nyul
Vegyiilet mg mg /ttkg mg/ttkg/nap
Tiapridum 1800 26,47 26,47
Risperidonum 6 0,09 0,08823
Haloperidolum 60 0,88 0,88
Chlorpromazinum 600 8,82 8,8
Kontroll - - -
Thioridazinum 800 11,76 11
Diazepam 40 0,59 0,5
Xylazine - - 4
Acepromazinum - - 2

6. Tablazat. Hazinyil kezelésénél alkalmazott, korrigalt dozisok.

A masodik oszlop a human napi dézis egy maximalizalt értéke. A harmadik

oszlopban a testtomeg kilogrammra leosztott érték lathat6. A negyedik oszlopban pedig a
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ténylegesen beadott mennyiség testtomeg kilogrammonként, korrigdlva a gydgyszerek
kiszereléséhez, adagolhatosagahoz.

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
onadagolassal, csapvizet és természetes megvilagitast (GONDA, 1977). A gyogyszereket
azonos napszakban, napi egy alkalommal i.p. kaptdk meg. A kontroll azonos mennyiségii

fiziologias sooldatot kapott.

3.1.3 Ezustkarasz

A hal esetében nem i.p. oltasokkal juttattam be a gyogyszereket, hanem a kisérleti
akvarium vizében oldottam fel. A 1égzés soran ugyanis a kopoltyun keresztiil az éllat
felveszi az oldott vegyiileteket. Tovabba gyakorlati szempontbol —ha alkalmazasra keriil a
szer példaul a csapkodasi veszteség vagy az oxigénigény csOkkentése érdekében a
szallitds soran— célszerlibb a hatast eleve a vizben oldott szer esetében vizsgalni, ahogyan
az felhasznalasra is keriilne.

A vizsgalt szerek koziil jelenleg csak a Diazepamot alkalmazzak (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). Ujabban sikeres probalkozasok vannak természetes szegfiiszeg
olajjal is (D.E. ATC).

A vizben oldott gyogyszer esetében tobb szempontot kell figyelembe venni. A viz
mennyiségén kiviil az allat tomegét, a viz hdmérsékletét, oxigén ellatottsagat is. A vizbol
a hatdanyag lassabban jut be a szervezetbe, egyenletesen né a plazmakoncentracié de
hosszabb ideji, elnyujtott a hatds. Késobb a vizben fokozatosan csokken a koncentracio
ahogy az éllat felveszi azt.

A halivadékok atlagos testtomege 18 g volt. A tesztmérések tapasztalatai szerint
az 5 literes kezeld akvariumba megkozelitdleg a nyulaknél alkalmazott dozis egy tizede

bizonyult hatékonynak, de még nem letéalisnak.
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Vegyiilet Dozis mg/nap/liter
Tiapridum 0,5294
Risperidonum 0,0018
Haloperidolum 0,0176
Chlorpromazinum 0,176
Kontroll -
Thioridazinum 0,22
Diazepam 0,01
Xylazine 0,08
Acepromazinum 0,04

7. Tablazat. Eziistkarasz kezelésénél alkalmazott dozisok.

Minden csoportban 5 egyedet kezeltem igy a 9 csoportban 45 allatot hasznaltam
fel. Az éallatok liofilizalt voros szunyoglarvat (bio-lio) kaptak taplalékul, kiszelloztetett
csapviz kozegben, folyamatos levegd buborékoltatdssal, természetes megvilagitassal,
egyenletes szobahOmérsékleten. A gyogyszereket azonos napszakban, napi egy

alkalommal kaptdk meg. A kontroll gyogyszert nem kapott.

3.2 Mintak elokészitése GST indukcio vizsgalathoz

Az allatok felaldozasa szakszer(, fizikai euthanasiaval tortént (KALLAI, 2000;
CLOSE et al., 2000; MOLNAR, 2001; TOTH, 2004). Utana a kisérleti allatok azonnal
boncolasra keriiltek. A belsd szerveket (agy — agytorzzsel, gerincveld, maj, 1ép, vese, sziv,
tid6) -70 °C-ra hitott rozsdamentes acéllapra bontottam ki. A feliilet hékapacitasa
gondoskodik a mintak azonnali hiitésérdl. Alapkoncepci6é hogy a mintak minden miivelet
alatt folyamatosan hiitve legyenek. A hiités megakadalyozza a proteazok miikddését és
mas folyamatok negativ hatdsat a GST enzimaktivitasra. Egyes miiveleteket (pl.:
potterezés, centrifugalas) csak olvadaspont folotti, 0 — 4 °C kozotti hémérsékleten lehet
elvégezni. Azonban minden minta azonos iddtartamot toltdtt a munkafolyamatok 4ltal
megkovetelt hdmérsékleten.

A mintak -20 °C-os fagyasztasra Kkeriiltek zarhato, mintatarto tivegekben a tovabbi

feldolgozasig.
Fagyaszott allapotban a szervekbdl atlagosan 3 x 0,2 g tomegli mintakat

valasztottam le, majd kiilon-kiilén 10ml 0,32M —os 0°C-os szachardz oldatban teflon

potterrel homogenizaltam 1 percig, jeges vizfiirddben (CARBERG and MANNERVICK,
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1985). A homogenizatumot 4°C—on 9000g-vel 10 percig centrifugaltam. Ezutan a
feliiluszot az iiledéktdl elvalasztottam ¢és 5 x 50 pl mintat, fehérje quantitativ
meghatarozasra kimértem. A minta tobbi része (=5ml) ismételt fagyasztasra keriilt az

enzimkintetikai meghatarozasig.

3.3 Fehérjetartalom meghatarozasa

A GST enzimaktivitasanak korrekt osszehasonlitdsahoz figyelembe kell venni az
egyes mintdk fehérjetartalmat. Ehhez megfelelden érzékeny modszert nyujtott a Lowry —
féle fehérje meghatarozas (LOWRI, 1951; STOSCHECK, 1990).

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. (C reagens) : 1 ml CuSO4 oldatot (2) 50 ml Na-karbonat oldattal (1)
elegyitettem.

4. Folin-Ciocalteu (D reagens) 100 g Na,Wo042H,0 + 25 g Na,Mo04 -2H,0
+ 700 ml desztillalt viz + 500 ml 80 %-o0s ortofoszforsav oldat + 100 ml
koncentralt HC1 10 6rés f6z¢és utan, 150 g Li,S04 -t, 50 ml desztillalt vizet
€s 3 csepp bromot adtam az oldathoz. Ezt tovabbi 15 perc fé6zés koveti,
hogy a brom felesleget eltavolitsuk. Lehtilés utan 1000 ml-re egészitettem
ki desztillalt vizzel. A reagens fényérzékeny ezért barna iivegben taroltam.
Tekintve, hogy a sav tartalom kb. 2 N, a meghatdrozasnal 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, hiitve taroltam.

A mintakat és a standardot 1 ml-ekre egészitettem ki desztillalt vizzel. Ezutan a
,C” reagensbOl 2 ml-t tettem hozza. 10 perc varakozéas utan a ,,.D” reagensbol 200ul
mértem hozzajuk és ujabb 30 percig varakoztam a szin stabilitasdig. A mintdkat 660 nm-
en fotometraltam vak mintdval szemben, ami nem tartalmazott fehérjét.

A kalibraciot 0,01-0,1 mg/ml BSA koncentracidoban 10 standarddal végeztem. A
kapott extinkcids értékekre a legkisebb négyzetek modszerével illesztettem egyenest. Az
egyenes egyenlete y = mx + b. Ha ismerjiilk az m és a b értéket, akkor az egyenes

tetszOleges pontjanak koordinatdi kiszdmithatok az ismert x vagy y érték
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behelyettesitésével. Ha csak egyetlen fiiggetlen x-valtozoval (extinkcid) dolgozunk, akkor

az m ¢és a b érték kiszamitasa a kovetkezd egyenletek segitségével torténik:

 AZ (A
a3 )~ ()
D38 OIECRDEDIEY I
A ()~ 5)°

A fliggvénnyel kiszamolt egyenes pontossdga természetesen fligg a felhasznalt

b:

adatok szorasanak nagysagatol. A fiiggd és a fiiggetlen valtozok kapcsolata minél inkabb
kozelit a linearishoz, annal pontosabb a modell. gy az egyes standardok mérését 3
alkalommal ismételtem meg €s az atlagértéket hasznaltam fel a kalibraciohoz.

A munka soran minden egyes mintdnak kiilon-kiilon meg kellett hatdrozni a

fehérjetartalmat és a mért A abszorbancia alapjan kiszamitani a GST aktivitast Unit-ban.

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

8. Tablazat. Fehérje quantitativ meghatarozasok szima

3.4 GST aktivitas mérése

A GST enzim egyik szubsztratja az 1-kloro-2,4-dinitrobenzén (CDNB). Bar ezzel
a toxikus xenobiotikummal természetes koriilmények kozott nehezen elképzelheté a
talalkozésa a szervezetnek, azonban az enzim mégis nagy affinitdst mutat hozza. A GSH

SH csoportjaval torténd konjugécioé révén szines komplex képzddik

H NH
0 A ~_0 Cl
o NO,
OH H NH
HS <_ _NH
S S
° NO
v-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine ] ] _2_ _ ’
GSH (307.32 g/mol) 1-kloro-2,4-dinitrobenzén

CDNB (202.55 g/mol)

A standardizalt koriilmények kozott képzodott termék mennyisége egyenes
aranyban all a GST enzim aktivitasaval, ami fotometrids uton mérhetd (HABIG et al.,

1974; MAUCH and DUDLER, 1993).
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Reagensek:
e 0,1 M-os natrium-foszfat puffert (6,5 pH) I mM EDTA-Na,.vel
e 20 mM GSH tridesztillalt vizben oldva
e 20 mM CDNB 95%-o0s etanolban oldva

Mérési metddus:

Meérésenként 850 pl pufferoldatot Eppendorf — csévekbe mértem, majd
termosztattal stabilizalt 37,5 °C-os vizfiirdében inkubéaltam amig a hdmérsékletet fel nem

vette. Ezutan 50 pl 20mM-os GSH ¢és 50 pul 20mM-os CDNB oldatot mértem hozza. A

reakciot 50 pl minta hozzdadasaval inditottam, majd Osszerdzds utdn azonnal a

fotométerbe keriiltek. Az 1-klor-2,4-dinitro-benzolbdl képzddott konjugatum (€349 = 9,6

crer

kontroll elegy nem tartalmazott mintat.

A GST aktivitas mértékét Unit-ban fejezziik ki.

(A4, )/ minxV (ml)yxdil
E g X Vé._.,___ (l’?n’f}

= g#mol /ml / min

Ahol a ,dil” a higitasi faktor, ,,V”’ a reakci6 mennyiség, ,,€’ az extinkcios
koefficiens, ,,Ven,” pedig a minta mennyisége. A kapott értéket a minta fehérjetartalma
alapjan korrigaltam és szamoltam 4t pmol / kg fehérje / sec értékre.

Szorassal mértem és abrazoltam a grafikonokon, hogy az értékek a varhato
értéktdl (kozépértéktdl) 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

hozzéadasa nélkiil az abszorbancia 3 perc alatt sem valtozott értékelhetdé mértékben.
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3.5 In vitro GST szubsztrat vizsgalat

A kompetitiv gatlas vizsgalatdhoz molarisan ekvivalens mennyiségli gyogyszerrel
prébaltam gatolni a GSH — CDNB komlpex képzddését. A GST (16 m4ajbdl nyert,
SIGMA) hozz4adasa kovette. Az enzim teljesitménye katalogus szerint: 1 umol 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 oldodasi
tényezok figyelembevételével a szubsztratokbol 5 mM —os oldat 50 pl-es mennyiségét
hasznaltam. Standard homérsékleten, foszfat pufferben (6,5 pH). Az 5 mM-os oldathoz

felhasznalt hatbanyag mennyiségek:

Vegyiilet g/mol g/SmM /1
Tiapridum 341,427 1,707135
Risperidonum 410,485 2,052425
Haloperidolum 375,864 1,87932
Chlorpromazinum | 318,865 1,594325
Controll - -
Thioridazinum 370,577 1,852885
Diazepam 284,700 1,4235
Xylazine 256,790 1,28395
Acepromazinum 326,457 1,632285

9. Tablazat. Molaris ekvivalencia szamitas kompetitiv gatlas vizsgalathoz

A CDNB azonban igen nagy affinitdssal kotddik a GST —hez. Ezért a
gyogyszerekbdl koncentracid sorozatot is képeztem, amellyel a gatlas teljesitménye is
megallapithat6 volt.

Tovabba vizsgaltam, hogy a kisérleti allatoknak beadott d6zisban milyen mértéki
a gatlas, a gyogyszereket egymashoz viszonyitva. Igy a szervezetben kialakuld

koncentraciohoz hasonld aranyaban vizsgéalhato a GST-hez valo affinitas.

3.6 GSH konjugatum szintézis

A konjugatumok hatékonysagat hazinyul és eziistkdrasz esetében vizsgaltam. A
gyogyszer konjugatum szintézis€éhez a GHS egyenérték szamitasat a moldris tomegek

alapjan az alabbi képlettel végeztem:

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

Ahol a GSH molaris tomege: 307,32 g/mol
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Vegyiilet g/mol Napi dézis GSH
(mg) egyenérték (mg)

Tiapridum 341,427 26,47 23,83
Risperidonum 410,485 0,08823 0,07
Haloperidolum 375,864 0,88 0,72
Chlorpromazinum 318,865 8,8 8,48
Controll - - -
Thioridazinum 370,577 11 9,12
Diazepam 284,700 0,5 0,54
Xylazine 256,790 4 4,79
Acepromazinum 326,457 2 1,88

10. Tablazat. GSH egyenérték szamitis a konjugatum szintézishez

A gyogyszer €s a molarisan ekvivalens mennyiségli GSH 6sszemérését fiziologias
sooldatban, 16 majbol nyert GST (SIGMA) hozzaadéasa kovette. Az enzim teljesitménye
katalogus szerint: 1 umol CDNB — redukalt GSH konjugaci6 per perc pH 6,5 és 25 °C —
on. Az 1 mg liofilizalt enzimet 5 ml tridesztillalt vizben oldottam és a mintakhoz 150 pl
mennyiséget mértem. A reakciot szobahOmérsékleten 5 orat inkubaltam. Kdzben a
termékképzddést ellendriztem.

A termék képzodését a redukalt glutation fogydasa jelzi, a teljes konjugéciot pedig
annak elfogyasa. Igy a reakciobol vett mintdhoz mért CDNB egyre kisebb fotometridsan
mérhetd (340nm) szinreakcidt mutatott, mivel a termékképzddés sordn egyre kevesebb

szabad GSH talalhato benne.

3.7 Motilitas meéerés

A kozponti idegrendszerre serkentd vagy gatld hatast kifejté vegyiiletek
hatékonysaganak objektiv vizsgalatira a motilitas mérése ad lehetdséget. Jelenleg
gyakran alkalmaznak fotokapus és webkameras mérdérendszereket (Példaul nemzetkdzi
viszonylatban is jelentOs elterjedtségli az EXPERIMETRIA, hazai cég altal gyéartott
laboratoriumi motilitdismérd rendszer), de megfeleléen korszerti és preciz eredményt
szolgaltatnak a piezo- elektromos rezgésérzékelds vagy infravorés mozgasdetektoros
rendszerek. A mérésekhez az utdbbi két technologiat alkalmazo, mikrokontroller
feliigyeletii, sajat tervezésli motilitdsmérd rendszert fejlesztettem. A szenzorok a

mérédoboz oldalara keriltek.
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6. abra. Aktiv infravordos és piezo- elektromos mozgasszenzor.
Az elébbi minden fajta az utobbi elsésorban a helyvaltoztatd mozgasok érzékelésében hatékony.
Forras: Sajat fotok.

7. éb Mikrokontrolle g motilités_ndszer ,,dzallen”
Forras: Sajat foto.

A motilitast mindig a gydgyszer beadasa elétt mértem. Tehat megkozelitéleg 24
oraval az el6z6 dozis beadasa utan. Igy nem a gyogyszer kozvetlen akut hatdsat hanem a
kronikus kezelés okozta hosszabbtavii motilitds valtozast regisztraltam. Ez kevésbé
kifejezett valtozasokat idéz el6 de a 8 napos vizsgalati periodus soran egyértelmii és
stabilabb tendencidkat mutatott.

Az egyszeri dozis vizsgalatokndl az eredményeket a gyogyszer illetve
konjugatumaik beadasat kovetden 1 oraval és az akklimatizacids id6 leteltével rogzitetem.

Az allatok a mérérendszerbe helyezés utan 10 perc akklimatizicios id6t kaptak,
majd a mérést elinditottam és alkalmanként 5 percig monitoroztam. Mikrokontrolleres
(BS2SX) feliigyeleti rendszer gytijtotte és tovabbitotta a PC-felé az adatokat, ahol azt

sajat fejlesztésti szoftver fogadta és dolgozta fel.
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3.8 Hot-plate teszt

A hot-plate az analgézia és a szedacio mértékének standardizalt mérésére szolgald
teszt. Az allatoknak 10 perc akklimatizacios id6t hagytam a mérés eldtt a sajat tervezési
berendezésben. Ezutan egy 25 x 25 cm-es konstans, 55°C hdmérsékleten tartott feliiletre
helyeztem az allatokat a minden oldalr6l zart taroléban, amelyben biztositott a lap
clhagyasanak lehet6sége. A hémérsékletet 0,1°C pontossagu mikrokontroller vezérelt
digitélis termosztattal kontrollaltam. (MALMBERG and BANNON, 1999; MOGIL et al.,
1999; WILSON and MOGIL, 2001). Ezutan a laprol valo leugras illetve lemaszasig eltelt
1d6t mértem. Amennyiben 90 masodpercig nem reagalt az allat a hdstresszre akkor a

mérést megszakitottam.

3.9 Testhomérséklet és testtomeg méres

A testtomeget SOEHNLE tipusu 0,5 g pontossagi digitalis mérleggel, a
testhdmérsékletet SUNLIFE tipusa 0,1 °C pontossagu digitdlis lazmérdvel, rektalisan
mértem nyulaknal. A méréseket mindig kozvetleniil a kezelés elétt végeztem, igy nem a

gyogyszer kozvetlen hanem kronikus hatasat vizsgaltam a testhdmérsékletre.

3.10 Mikrokontroller valasztas

Egészen a kozelmultig a neuralis halozatok elmélete, matematikai modellje de
legfeljebb a neuronhalozatok szoftveres emulacioja wuralkodott a mesterséges
neuronhaldzat kutatasok teriiletén. A digitalis technika utdbbi évtizedekben tapasztalhato
robbanasszerli fejlédése azonban lehetdvé tette a multiprocesszoros hardveres
implementaciokat is, amelyek dinamikus fejlédésnek indultak.

A hagyomanyos, Neumann elven miikodé szamitogépek csak a neuronhaldzatok
szoftveres emuléciora alkalmasak. Az egyedi processzorok mesterséges neuronhélozatara
a legjobb ¢és legkorszeriibb megoldast a nagyteljesitményli mikrokontrollerek nyujtjak. De
ezek adnak lehetOséget a korszer(i, egyedi mérési feladatokhoz flexibilisen alkalmazkodo
laboratoriumi  méroberendezések fejlesztésére, vezérlésre, szenzorok olvasasara,
nagyteljesitményli adatfeldolgozasara is. A laboratériumi felhasznaldsu mikrokontroller
valasztasnal szamos szempontot kell figyelembe venni (BEIL, 1996; BANNATYNE ,
1998; AL-DHAHER, 2001).

A PIC alapt mikrokontrollerek megbizhatoak és elegendden gyorsak, biologiai
folyamatok monitorozasahoz. A BS/1 a PARALLAX els6 generaciés mikrokontrollere
amely egy rendkiviil latvanyos publikdcidoban bizonyitott a ,NATURE” c. folyoiratban,
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ahol kisérleti patkanyt taviranyitottak botkormannyal (TALWAR, 2002; XU, 2004). A

jelfogast és az agy stimuléciot is BS/1 mikrokontrollerrel oldottak meg.

Radio Link ‘_’_
Serial Port |
- U

R5232
\?DO(POOOO—L Iptocou —+ Trans mnu, Receiver M cmpn»ccunl%-@g
\ Short Cable
.
/ Backpack 'll

H tsc Station

Laptop PC

8. abra. Patkiny vezérlés BS/1 mikrokontrollerrel.
Forras: Talwar et al. (2002): Rat navigation guided by remote control. Nature. 417:37-38.

A masodik generaciés, 32 bites architektirdju BS/2 a PIC16C57 processzoron
feliil egy nagyobb EEPROM memoriat é¢s egy STAMP BASIC interpretert is magéba
foglal, amely jelentdsen megkonnyiti az adott mérési koriilményekhez alkalmazkodé
program elkészitését. A BASIC szintaktika természetesen csak a PC editoraban jelenik
kontroller a PC soros portjahoz 3 vonalon keresztiil kapcsolhatd. Az interpreter mellett
tartalmazza a PC-vel valo kommunikédcid protokolljat is, az ugynevezett letoltd
programot. A mikrokontroller és a PC kozotti kommunikacié kétiranyt is lehet vagyis
lehetdségiink van arra, hogy a kontrolleren futé programot a PC-n debugg-oljuk. 20 MHz-
es orajel frekvencidja 4000 mivelet végrehajtasat teszi lehetdvé masodpercenként. A
BS/1 8 a BS/2 16 I/O kommunikécids vonalat tartalmaz, melynek mindegyike ki és
bemenet valamint analog ¢s digitalis egyben. Nem utolsé szempont, hogy dramfelvétele
60 mA korili, igy akar tobb honapos megbizhaté monitorozasra is alkalmas elemrdl, a
halozattol fliggetleniil. Elektrofiziologiai alkalmazasok estén jelentdsége lehet a zsebtelep
zajmentes ¢€s stabil energiaforrasként vald felhasznalasa..

A munkdm sordan a tovabbfejlesztett, beépitésekor legkorszerlibb BS2/SX
kontrollert alkalmaztam. 50 MHz-es o6rajel frekvencidgja 10 000 gépikodu miivelet
végrehajtasat teszi lehetdvé masodpercenként (http.//parallax.com). Alkalmazza a
tobbszintli ,,pipe-line” technologiat igy a latszolagos gépi ciklusa mindossze egy orajel

(M.
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9. abra. BS2SX mikrokontroller
Foto: http://partallax.com

A standard PIC kontrollerek alkalmazasanak lehetdségét a koriilményes égetés és

debuggolas, az ATMEL kontrollereket a megbizhatatlan interpreter miatt vetettem el.

3.11 Mikrokontrolleres enzimkinetika mérés

A széleskorti vizsgélatok soran rendkiviil nagy mennyiségli adat keletkezett,
amelynek mérésére és feldolgozisara nem taldltam megfeleld mindségli rendszert.
Vizsgaltam a LAMBDA 2UV/VIS, NANOCOLOR LINUS ¢s az SP6-500 UV
spektrofotométer késziilékeket, de a célorientalt feldolgozashoz nem nytjtottak megfeleld
tamogatast a szoftvereik.

A munka soran nagy mennyiségii mintaval és mérési adattal dolgoztam:

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

11. Tablazat. Enzimkinetikai mérések szama.

Ilyen nagy mennyiségli adat redlis idoben torténd feldolgozasdhoz és enzim
kinetikai elemzéséhez 1ij, célorientalt mikrokontrolleres rendszer valt sziikségessé. Még
az elo feldolgozas soran, a korrekt 6sszehasonlithatésag és a mérési hibak kikiiszobolése
érdekében a kinetikai gorbék komplex, fiiggvénytani analizisét kell szoftveresen
megvalositani (linearis szakasz keresés, maximalis nettd6 produkcidot mutaté szakasz
keresés stb.). Erre a korszerli, nagy teljesitményli mikrokontrollerek adnak megoldasi
lehetOséget. A rendszerrel a mérési és konverzids hibak feliigyelhetdéek és ezéltal a
mérések azonnal ismételhetoek, elkeriilhetd a mintak ismételt felolvasztasa és ezzel az
enzimaktivitas mértékének megvaltozasa, fals eredmények publikalasa.

Az éltalam fejlesztett rendszerbdl két verzio késziilt el. A fotodetektor analog jelét
MAXI110BEPE (Maxim Inc.) 14 bites (Ver: 1.0) illetve LTC2401 (Linear Technology) 24
bites (Ver: 2.1) A/D konverter segitségével digitalizaltam. Majd PIC16C57 alapti BS/2
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(Parallax Inc.) mikrokontrollerrel dolgoztam fel (Ver: 1.0). A 2.1-es verzidban a beépités
idépontjaban a vildg leggyorsabb SX alapli processzorat tartalmazé (LAMAR, 1999)
BS2/SX mikrokontrollert épitettem.

A mikrokontroller vezérld, hibajavitd, puffereld és adat tovabbitd algoritmusait
STAMP BASIC nyelven valdsitottam meg. A javitott digitalis jelet parhuzamos majd
USB porton keresztiil juttattam PC-be, ahol sajat fejlesztésii szoftver fogadta. Ujabb

feldolgozas utan kompatibilis ,,.CSV” allomanyokba mentette az adatokat.

3.12 Agytorzsi széveti struktura

A multielektroda tomb fejlesztése soran fokozottan figyelembe kellett vennem,
hogy milyen szdveti struktiraba fog keriilni az elektrédatomb. Ezért mikroszkopos
technikaval vizsgaltam az emlds illetve a hal agytdrzsi metszetein a sejt, sejt kozotti
matrix és a vérerek elhelyezkedését és aranyat. Osszehasonlitva az elektrodatomb
egységeinek elhelyezkedésével, a szigetelés ¢és a matrix aranyaval. A tiizelési
mintavételezés akkor hatékony, ha az egyes elektrod egységek egymastol mindinkabb
fiiggetlen idegsejt csoportokat fednek majd le.

Az agytorzsi szeleteket mikrotom késziilékkel metszettem, majd harom kiilonbozo
festési eljarast alkalmaztam (KRUTSAY, 1980). A metszetkészitést és a festést a
Debreceni Kenézy Gyula Korhaz Patologiai Osztalyan végeztem.

A felvételeket a Debreceni Egyetem, Elettani Intézetében ZEISS LSM510
fluoreszcensz mikroszkoppal készitettem 543nm-en gerjesztve és 548-666nm —en

emittalva.

3.12.1 Hematoxilin-eozin festés

A sejtmagok festésére a hematoxilint (BOHMER, 1865) vezette be a szdvettani
technikdba. Az eozint a citoplazmak festésére elsoként (FISCHER, 1876) alkalmazta.
Mindkét festék igen allandd, a velik megfestett metszetek évtizedek mulva is
vizsgalhatok. A rogzitést formalinban végeztem, majd paraffin bedgyazas utdn 7 pum
vastag metszeteket készitettem. A festés soran a sejtmagok kékre, az egyéb sejtalkotok
rézsaszintire festddnek.

Deparaffinalés utan a metszeteket timsos hematoxilin-oldatban festettem 2 percig,
majd desztillalt vizben Oblitettem. A kékitést csapvizben, 5 percig végeztem, majd
ismételten desztillalt vizzel oblitettem. 1 percig 0,5 %-o0s vizes eozin-oldattal festettem,

amelynek 100 ml-¢éhez 1 csepp 2 %-os ecetsavat adtam, utana izopropil-alkoholban
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oblitettem. A viztelenitést és deritést izopropil-alkohol-xilol sorozatban végeztem.

Nitrolakkal és fed6lemezzel fedtem.

3.12.2 Vel6huvely festés

A velodhiively (zoldeskék) célzott megfestésére szolgald eljaras. A Nissl-allomany
¢és a sejtmagok ibolyaszintliek lesznek. Formalinrdgzités és parraffinbeagyazas utan 4 pm
vastag metszeteket készitettem. A deparaffindlt metszetek alkoholbdl 57 °C-os
termosztatban 24 érara a kovetkezé oldatba keriiltek (KLUVER and BARRERA, 1953):

Luxol Fast Blue MBS 0,lg
96 %-os alkohol 100,0 ml
jégecet 0,05 ml

Oblités 96 %-os alkoholban, majd desztillalt vizben, ezutdn gyors megmartds
kovetkezett 0,05 %-os littumkarbonat-oldatban. Differencialas 70 %-os alkoholban. A
litium-karbonattal, illetve az alkohollal valé differencialas addig ismételtem, mig a
sziirke- ¢és fehérallomany elkiiloniilt. Ezutan desztillalt vizben mostam. 100 ml 0,25 %-o0s
krezil - valodi ibolya oldathoz 0,05 ml ecetsavat adtam, és megsziirt, termosztatban
elémelegitett oldatban 6 percig festettem a metszeteket. Oblités tobb véltas 96 %-os

alkoholban. Viztelenités, derités, lefedés kdvette.

3.12.3 Immunhisztokémia és hematoxilin-eozin festés

Az eljaras egyszeres, indirekt Streptavidin-peroxidaz konjugalt immunhisztokémia
alapreakcid.

Fixalas 10 %-os formalinban 24 6ran keresztiil. A kioldas tomény xilolban 4 x 5
perc, 96 %-os alkoholban 2 x 2 perc majd desztillalt vizben tortént. Az antigénfeltaras
hével, kuktaban 11 mM-os citrat pufferben (pH 6.0) 2 percig. Utana 20 perc hiilési id6 a
lezart kuktaban. Oblités desztillalt vizben Endogén peroxidaz gatlas: 3 %-os HyO, vizes
oldatban, 10 percig, szobahdmérsékleten. Oblités desztillalt vizben, majd PBS pufferben
(pH 7.5) 5 percig.

A tovabbi reakciokat nedves kamraban végeztem. Aspecifikus antitestkdtodés
blokkolasa: 1 tdmeg %-os BSA-val PBS-pufferben oldva (pH 7.5). Inkubalas a primer
antitesttel: Anti-humdn monoklonalis, egérben termeltetve (1:100, Klén: BBS/NC/VI-
H14, DAKOCYTOMATION). Inkubaldsa 30 perc szobahdmérsékleten. Frissen higitva a
szérumban. Oblités PBS —pufferben 3 x 5 percig. Inkubéacié a biotinilalt szekunder
antitesttel: kecskében termeltetett anti-egér (BAM,1:500). Higitdsa a szérumban tortént,
és inkubacidja 30 perc, szobahdmérsékleten. Oblités PBS pufferben 3 x 5 percig.
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Inkubéci6 a streptavidin-peroxidazzal (SPO): higitdsa 1:500, mely a szérumban tortént.
Inkubéci6 30 perc szobahdmérsékleten. Oblités PBS-pufferben 3 x 5 percig. Antitest:
egérben termeltetett anti neuron specifikus enolaz IgG (NSE).

Eléhivas DAB (diamino benzidin) kromogénnel (barba szinreakcid, 10 perc).
Uténa desztillalt vizben allitottam le a reakciot.

Megfestés hematoxilinnel (10 mp), utdna csapvizes Oblités. Viztelenités: 2 x 2

perc alkohol, 3 x 2 perc aceton, 2 x 2 perc xilol. Xilolos fedés kdvette.

3.13 Multielektrod fejlesztés

A multielektrod tombok gyartasanak €s forgalmazasanak tizleti aspektusai miatt az
egyes megoldasok konkrét megvalositasi 1épéseit csak elvétve pulikaljak, tizleti titokként
kezelik azt. Az altalam létrehozott célorientalt neuronhalézat (ADNC, Analog Digital
Neural Computer) a kereskedelmi forgalomban nem beszerezhetd, specialis
elektrodatombot igényel. Ezért a multielektrod tombok eldallitasara sajat technologiat
fejlesztettem ki. Tobb egység késziilt el réz, réz - cink és wolfram 6tvozetekbdl, melyek
kiilonboz6 elektronikai tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A huzalokra (d =50 - 100 pm) eldszor rakeriil a szigeteld réteg. Ezutan torténik a
hajtogatas, igy 2 , 4 , 8 , 16 ... stb egységre sokszorozodnak. A 7. hajtas utan
keriil a laza elektrodkoteg szalai kozé, majd az elektrodatombdt hosszanti irdnyba
feszitéssel és egyidejii csavardssal egységesitem, amig a szilikon polimerizalodik. A
szilikon tulajdonsagai miatt révid tdvon nem okoz olyan szdveti irritdciot ami torzitana a
mérési eredményeket. Tovabba felxibilisen tartja az elektrodatdombot ¢€s tovabbi
szigetelést biztosit az egyes egységek kozott.

Az elkésziilt huzalkoteg ezutan fagyasztasra keriil. Egy optimalis homérséklet
elérésekor a tomb egyik végét 90°, 45°, 20° vagy mas szogben elmetszem. Ezaltal tompa
vagy hegyben végzddo elektrodatombot kapunk. Minél kisebb a szog annal nagyobb lesz
az egyes egységek feliilete és nagyobb feliilleten fog érintkezni a megcélzott szdvet
sejtjeivel. A talzott hiités vagaskor az anyag és a szigetelés toréséhez, berepedezéséhez
vezethet. Mig a nem elégséges lehlitéskor az anyag ,,kenddhet”, amely kiilondsen a lagy
rézvezetékeknél fordul elé. A wolfram vagy a réz — cink otvozetli elektroddk esetén
finomabb vagasi feliiletet sikeriilt elérnem.

Az elektrodatomb masik vége szétbontdsra és a szigetelOoréteg leoldasra keriil.
Ezutan a szalakat egyesével két 64 poOlusu csatlakozod tombhoz kell forrasztani. A

csatlakozot egy sajat fejlesztésii analog switch IC rendszer fogadja.

65



—M elektrodak

4 1
Badddd bbb bbb bbb faii )

64 pontos

csatlakozo
»Anya oldal” 64 pontos
csatlakozo
»Apa oldal”
switch
vezérlo
bemenet 1/0

Ben  sase

10. abra. Sajat fejlesztésii fogadépanel alulnézetben.
Az elektrodatomb 64 egységes csatlakozodjat képes fogadni és szelektalni. Az ADNC két ilyen panelt
tartalmaz.
Forras: Sajat foto.

64 elektroda switch 1IC
\64 belépési pont
1/0 és
vezeérlés

11. abra. A panel feliilnézetben 4 darab 16 egységes analég switch IC-vel.
Forras: Sajat foto

A switch rendszert mas szerzOk hasonld munkaiban szelektor néven emlitik
(TOTH és mtsai, 2007; NOTED 2006). Az eltérd elektronikai megoldas mogott azonban
ugyanazon funkci6 valdsul meg, vagyis az elektrodatomb analdg demultiplexalasa a

stimulator és a rekorder felé.
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4 Eredmények és értékelésuk

Disszertaciomban trankvillans gyogyszerek és azok GSH-konjugatumainak
hatékonysagat, valamint a trankvillinsok GST enzim indukcidjat, az enzim specifikus
aktivitisara kifejtett hatdsadt vizsgaltam. A biokémiai, neurobioldgiai, élettani
vizsgalatokban alkalmazott neuroinformatikai rendszerek kidolgozasa, megépitése és
alkalmazasa, az ezekhez a rendszerekhez megirt programok, algoritmusok és az altaluk
mért adatok éppugy eredményét képezik a munkdmnak mint a hagyomanyosnak
tekinthetd metodikékkal nyert vizsgélati eredmények. Ezért ezeket az adatokat is ebben a

fejezetben targyalom.

4.1 Mikrokontroller alapu enzimkinetikai analizal6 rendszer

4.1.1 Fotometrias analdg jelek digitalis konverzidja

A spektrofotometrids mérési technika miikodési alapelve az, hogy egy oldott
szines termék bizonyos hulldamhosszon elnyeli a fényt (abszorbealja azt). Az abszorpcio
moédon alkalmas a szines termék kvantitativ meghatarozasara. A GST enzim altal
katalizalt reakcid sordn egy sarga szines termék képzddik. A fényabszorpcid alapjan
keletkezett termék mennyégét meghatarozhatjuk azaz kovetkeztethetiink az enzim
miikodésére az enzim altal katalizalt reakcid sebességére. Az atbocsatott fény, fotodidda
segitségével elektromos fesziiltség jellé konvertalhatd. A spektrofotométer az enzim
miikodése soran létrejovo szines komplex mennyiségét méri az elegy fény abszorpcios

képessége alapjan.

A detektor analog kimenetén a mért abszorbancia értékkel egyenes aranyban allo,
0 — 1,2 V fesziiltség jelenik meg. A jelet arnyékolt koaxalis kabelen vezettem az A/D
konverterhez, mivel a felvett ,zaj” sok hiba forrasa Ilehet. Zaj keletkezhet a
spektrofotométer mérési hibdja sordn, az analog jelatviteli kdbelben, a mintavételi és a
kvantalasi eljards sordn az A/D konverterben, ami késObb hibaként jelenhet meg a
digitalis atviteli vonalon és a mikrokontrollerben.

A 14 és 24 bites A/D konverter valasztasa talbiztositasnak ttinhet, hiszen a
fesziiltség intervallumot 16 384 illetve 16 777 216 egységre kvantaljak. Azonban az alsé
néhany (2-5) bit gyakori ,,lebegését” figyelhetjilk meg, igy a stabilitas érdekében célszerii

levéagni azt. Standard azaz nem valtozo6 fényabszorpcidju mintat fotometralva a konvertalt
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jel utolsé (0.), legalacsonyabb helyi értékii bitje folyamatosan véltozott. Az 1. bit értéke
mar ritkdbban mozgott, mig a 2. bit mindvégig stabil maradt 14 bites konverzi6 esetén.
fgy a két utolso bit Gsszes eltérése (lebegése) maximalisan 3 értékii lehet, ami a 16384 —
nek minddssze 1,83x107 %-a. Ezért indokolt a két utolsé bit elhagyésa, de pontatlansagot
nem okoz. fgy megkozelitéleg 5x10™ pontossaggal allapithaté meg az abszorbancia. Ez
az érték felillmulja a detektor mérési pontossagat is, ez pedig lehetévé teszi, hogy a
kvantalas soran az analog jel teljes pontossaggal jelenjen meg mint digitalis informacio.
Az enzimkinetikai vizsgalatoknal ugyanis kiemelt jelentdésége van a nagy pontossagu

kvantalasnak.

Az enzim mikddése soran elsd 1épésként a szubsztrat [S] kapcesolodik az enzimhez
[E], 1étrejon az enzim/szusztrat komplex [ES] majd ezutdn képzddhet beldle a termék [P],
amely levalik az enzimrdl, az E pedig ujabb szubsztrattal képes kapcsolddni. Azonban az
enzim/szubsztrat komplex [ES], —termékképzddés nélkiil- disszocialhat is; E + S
képzddhet, vagyis a folyamat két irdnyt, ami a k; és k., sebességi konstanssal

jellemezheté (MICHAELIS and MENTEN, 1913).

E+S ——~ ES —& 3 E P

A k. ¢és a k;, sebességi allandok szamértéke nagysagrendileg nem kiilonboznek
egymastol. Idedlis esetben az enzimreakcio soran a képzddott termék koncentracidja az
1d6 fliggvényében linearisan ndvekszik egy bizonyos iddtartamon beliil (BRIGGS and
HALDANE, 1925; NELSON, 2000). Ez az ugynevezett ,steady-state” allapot. Az ES-

komplex koncentracidja ebben a szakaszban kozel allando.

[P]

t t t

12. dbra. A termékkoncentraci6 valtozasa az ido6 fiiggvényében.
Briggs-Haldane-féle kinetikat kovet6 enzim esetében.

Az enzimatikus reakcio sebességének mérése csak akkor lesz pontos ha a termék

képzodését a steady-state allapotban, azaz a t; €és a t, idéintervallumban tudom mérni
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megfelelden hosszu ideig. Ezért a linedris szakasz felismerése elengedhetetlen, amihez
rendkiviil pontos digitalizalds és jol megvalasztott mintavételezési frekvencia sziikséges.
A GST enzim aktivitds mérések soran —a standard metddus szerint— az allatok
szerveibdl preparalt mintdkbdl a méréseket tobbszor megismételtem (min. 3x), tovabba
egy kezelési csoportba tobb kisérleti allatbol nyert minta tartozott (min. 5 db). igy az
aktivitasi gorbék savokat alkottak. A t; és a t, értékek pedig intervallumokka boviiltek.

n t?l - tirl

13. abra. A megismételt mérések eredményei savokat alkottak

A GST-t tartalmazo6 minta bemérése utan megindul az enzimreakcio (tp). A [to , t1]
id6intervallum az un. lag-time. Ez id6 alatt a minta Osszerazéasa és detektor elé juttatidsa
torténik meg. Tehat minden esetben késedelmet szenved a reakcid monitorozasanak
kezdete. Azonban a t; allapotig rendszerint joval tobb id6 telik el, mint amit az el6készitd
miveletek igényelnek, ezért a mikrokontroller szoftveres uton még egy konstans ideig
varakozik az adatgytijtéssel.

Jelen vizsgélataimnal a monitorozast 3 percen keresztiil végeztem. Ha ez 1d6
intervallum alatt 0,5 masodperces mintavételezési frekvenciat alkalmaztam, akkor a
keresett linearis szakaszt igen jo kozelitéssel hatarozhaté meg, de a keletkezé 360 adat a
feldolgozasnal mar meglehetdsen soknak bizonyult.. A tapasztalat azt mutatta, hogy
célszeri 5 — 10 madasodperces mintavételezési frekvencidt alkalmazni. Ekkor a
meghatdrozni kivant szakasz még mindig jO kozelitéssel kalkuldlhato, de az
adatmennyiség és ezaltal a feldolgozasi id6 jelentdsen csdkken. Mindezeken til a mérés
felvett adataibol a [t;, tp] szakasznak csak egy, egy perces iddintervallumat fogja

ugyanazon algoritmus kivélasztani az 0Osszehasonlitashoz. Ezzel fliggetlenitjik a
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méréseket az elére nem szamolhatd kismértékii differencidktol (pl. lassabban beindulod

reakcid) és a szakaszok hitelesen dsszehasonlithatéak lesznek egymassal.

4.1.2 Mikrokontrolleres el6feldolgozas

A korszeri A/D konverterekbdl nem csak olvasnunk kell a digitalizalt jeleket,
hanem minden olvasaskor fel is kell programoznunk azt, tovabba folyamatosan orajelet
kell generdlnunk szamdra. A konverter digitalizalt jeleit soros kommunikécioval, egy
bites vonalon kapjuk meg, amit a bitszamnak megfeleld 6rajel ciklus utan allithat 6ssze a
mikrokontroller egy leolvasott értékké. Igy a konverter és a PC kozé keriil az el

feldolgozast végzd mikrokontroller.

A clata fitered data

—» digital data
Spectrofotometar | — | A/D converter | €— program Microcontroller | —»
£— clock signal

14. dbra. A GST aktivitast fotometridsan méré rendszer felépitése

Az A/D konverter referencia fesziiltségét a spektrofotométer maximalis kimeneti
jelfesziiltségéhez kozeli értékre kell beéllitani a nagyobb konverzios felbontas érdekében.
A spektrofotométer jelét nem elegendd egyszer kiolvasnunk, az idénként fellépd
konverzids hibadk miatt. A mérési tapasztalat azt igazolta, hogy célszerli 5 konverziot
maximalisan révid idén belill, egymas utdn elvégezni (dl,...,d5), majd abbol egy
algoritmus alapjan egyetlen ¢értéket kivalasztani (D). Az egy adathoz tartozé
mintavételezéseket igen rovid iddintervallumban  kell regisztrdlni  (néhany
szdzadmdasodperc), mivel a tobb mérés koziil csak egy adatot kiildhet tovabb az eld
feldolgozast végzd mikrokontroller és az 6t mérés ideje alatt valtozhat a mért
abszorbancia érték is. Ha egy mintavételezési csoport méréseit tul nagy idéintervallumban
vessziik fel, akkor extrém esetben példaul egy mintavételezési csoport elsé elemét (Did),
majd egy masodik mintavételezés utols6d elemét (D;+1ds) figyelembe véve megnd a két
valos adat felvétele kozott eltelt id6 (t*), amely az abszorpcids gorbe torzuldsdhoz vezet.
Ahol t a mintavételezési frekvencia alapjan szamitott idedlis idd, t* pedig a

mintavételezés idejével megnovekedett, torzult iddintervallum.
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d d d dy ds d d d; d, ds
— J — /)
' Y
D; Di+

15. abra. Mintavételezési csoportok elemei kozott eltelt idéintervallumok

A mintavételezési csoportok (dy,...,ds) koziil az algoritmusnak ki kell valasztani a
mintat legjobban reprezentalo adatot (D). A helyes adat képzéséhez a matematikai atlag
kevésbé alkalmas, mert a tévesen beolvasott érték jelentds eltérést okozhat, ha akar

egyetlen bitje is hibas lenne.

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

differencia

1 2 3 4

hibas bitek szama

16. abra. Bithibak okozta lehetséges differencia 14 bites mintavételezésre

Legrosszabb esetben egy hiba eléfordulhat a 13. biten, ami 8192 (2%) értékii
eltérést eredményez. Ez a teljes konverzios intervallum 50%-a (!) Két hiba legrosszabb
el6forduldsa a 13. és a 12. biten lehet ami 12288 értéki (2'24+2"%) és 75%-4t adja a teljes
intervallumnak. stb. Ez erdsen eltolja a matematikai kozép értékét.

Nagyon ol alkalmazhat6 azonban a medidn. Me = d+1)». A mikrokontroller az 6t
értéket egy pufferbe olvassa, majd egy egyszerl rendezési algoritmussal sorba rendezi. A
szamitogép felé mar csak a kozépsé elemet, k=5 esetén a harmadikat tovabbitja. A
példaban két erésen hibas értéket is beolvasott a kontroller, a tovabbjuto adat (D;) értékét

azonban még ez sem befolyasolta.

71



’— a helyes adatot kiildi el (D;)
| 124 | 8312 | 8325 | 836 | 12874 |

rossz adat j6 adat j6 adat j6 adat rossz adat
17. abra. 5 elemii puffer medidnjanak hibajavitasi algoritmusa

A bithibdk negativ illetve pozitiv irdnyu eltérést is produkalhatnak 50%-os
eséllyel. A rendezés utan a hibak a kozEpsé elem elé és mogé is rendezédhetnek. Igy akar
negativ, akar pozitiv irdnyban legalabb harom hibas értéknek kell lennie az 6t koziil, hogy
a mikrokontroller a hibas értéket tovabbitsa a szamitégép felé. Egy konverzids
szakaszban harom hiba el6fordulésara igen kicsi az esély, de ha bekdvetkezik, akkor is
csak ezen esetek 25%-aban tovabbitodik, amikor mindharom pozitiv vagy negativ
eltérésii. Még négy hiba esetén is minddssze 62,5% eséllyel keriil a kdzépsoé helyre a
rossz érték. Igy gyakorlatilag csak akkor jut tovabb hibas adat, ha a puffer 6sszes adata
hibas. Mérérendszerem tapasztalatai szerint elhanyagolhatéva valt a tovabbjutott hibas
konverziok szdma. Az algoritmus rendkiviili eldnye, hogy az adatok drift-jét sem okozzék

a hibak, igy a kapott enzimaktivitasi gérbe egyaltalan nem torzul.

Természetesen a puffer mérete tetszOlegesen novelheté vagy csokkentheto.
Célszerli paratlan szamot valasztani, a kozépsd érték aranyos elhelyezkedése és az
egyszeriibb algoritmus érdekében. A talzottan nagy puffer nem eldnyds a gyors
enzimreakciok monitorozasanal, mert a konverzido és a rendezés hosszi id6t vehet

igénybe €s a gorbe torzulhat a nem megfeleld idében térténd leolvasasok miatt.

analdg jel

/ A0 kornverter

teferencia fesz.
- kantraller
adat kabel

e

18. abra. A mikrokontrolleres enzimkinetikai mérérendszer ,,deszkamodellen”
Forras: Sajat foto.
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A mikrokontroller feladata, hogy az A/D konverter mintavételezését vezérelje,
orajelet generaljon szamara, az oOrajel ciklusara kiolvassa a konverter altal kiildott adatot
€s ugyan ezen Orajel ciklus alatt felprogramozza azt a kovetkezd konverzios ciklus
paramétereivel. A mikrokontroller programozasi nyelve nélkiil6zi a modern strukturalt
programozasi alapelveket (a célorientalt interpreter miatt), igy GOSUB — RETURN

segitségével kell a konverzids eljarast potolni.

vV kkkkkkkkkkkkkkk konverz'o kkkkkkkkkkkkkkk

transzfer:

high 0

pause 100

low O

' Megtortént a konverzio, johet a kiolvasas!

pause 100

for n=15 to 0 ' Kiolvasas 15 orajel ciklus alatt

lookup 15-n,[NOOP,0,0,CONV4,CONV3,CONV2,CONV1,DV4,DV2,0
,0,CHS,CAL,NUL,PDX,PD],out2 ’'A/D konverter program

10. write n,in3 ’ kiolvasott bitek memoaria tarolasa

11. high 1 " 6rajel generalas

12. pause 10

13. low 1

14. pause 10

15. next

16. return

OCOoONORWN =

A mikrokontroller 0. ldba a MAX110BEPE konverter 9. CS (Chip-Select Input)
labahoz vezet (3., 5. sor). A konverzidhoz sziikséges id0 a 4. sorral allithato be. A 2.
labra kotott DIN (Serial Data In) vonalat a 9. sorban 1évd utasitds programozza fel, a
megadott valtozok sorrendje szerint. A programbitek jelentését a konverter miiszaki
leirdsa tartalmazza. Mindekdzben a 3. 1abrél bitenként leolvassuk az adatokat és az
EEPROM folytonos memoria cimeire helyezziikk (10. sor). Ez pdtolja a tomb
adatszerkezet hianyat. Késobb az adatokat bindrisrol decimalisra kell konvertdlnia a
programnak. Miutan az adatvonal érvényes bitet tartalmaz, a kontroller az 6rajel ciklussal
jelzi ezt (11. — 14. sor). A next (15.sor) lezarja a ciklust és a 8. sorra visszalépve
kovetkezhet az ujabb programbit kivitele majd az 0j adatbit beolvasasa.
mennyiségétdl fiiggden donteni kell, hogy puffereljiik-e az adatokat, vagy minden
konverzié utan azonnal atkiildjiik azt a szdmitdogépbe. Enzimkinetikai vizsgalatoknal az
EEPROM viszonylag nagy mérete és az iddigényes szamitasi miiveletek miatt célszeri a

pufferelést alkalmazni. Az enzimreakcid befejeztével soros vagy a gyorsabb atvitel
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érdekében parhuzamos (2,4 vagy 8 bites), kdzos orajeles szinkron atvitelt alkalmaztam.
Ez gyors és megbizhatd atviteli protokollt nyajt a fotometrids mérések szamara. Gyakori
¢s nechezen felderithetd hibaforrds, ha a mikrokontroller és a szamitogép kozott
nagysagrendekkel eltérd a sebességkiilonbség. Ekkor a kozos orajelet kell az alacsonyabb
sebességli processzorhoz igazitani vagy mas tipusu, példdul handshake protokollt kell

alkalmazni, amely automatikusan hangolja 6nmagat az elérhetd leggyorsabb adatatvitelre.

4.1.3 Adatfeldolgozas

Az enzimaktivitasi gorbék Osszehasonlitasa sordan konstans intervallumot kell
figyelembe venni valamennyi mérési gorbén. Ez lehet a legmeredekebb, az egyeneshez
legjobban kozelitd vagy a kettét minél jobban 6tvozd szakasz kivalasztésa.

for n:=1 to max-dx do
begin
dy := data[n+dx]-data[n];
m := dy / (dx*len);
b := data[n]-(m*(n*len));
line[n] :=0;
for x:=n to n+dx do
Inc(line[n],Abs(data[p]-(m * x + b)));
steep[n] := dy;
0. end;

SOPINIORON =

max = az adatok szama
dx = a vizsgalt intervallum (sec) / leolvasasi gyakorisag (sec)
len = két adatleolvasas kozotti id6 (sec)

A legegyenletesebb enzimaktivitasi szakasz megallapitasahoz a program veszi az
adott pontot (n) és a ponttol dx tavolsagra 1évé pontot (n+dx) Osszekotd egyenes
egyenletét (3.,4.,5. sor). Majd kiszamitja a szakasz koztes pontjainak y iranyu eltéréseinek
abszolut értékli Osszegét. Célszerli tdombben, minden adathoz egy linearitasi tényezot
(line[n]) hozzarendelni (8. sor). A legintenzivebb enzimaktivitasi szakaszt az intevallum
végpontjainak y iranyu differencidja Ay adja (9. sor). A ,line” tombben elvégzett
minimalis elem kivalasztds valamint a ,steep” tombbol torténd maximalis elem
kivalasztas lehetové teszi az egyes mérések egzakt 6sszehasonlitasat.

Az adatokat és az eldszdmitasok eredményeit a program ,,.CSV” Kkiterjesztésii
allomanyokba menti. Igy azok kompatibilisek lesznek pl. Excel tablazatkezelével, ahol a
gorbék  analizisét kényelmesebben és  tobb  szoftvereszkoz  lehetdségeinek

igénybevételével lehet elvégezni.
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4.1.4 ,Black box” teszt

A fejlesztett mérorendszer dsszehasonlitasa mas fotometrias eljarassal

Az enzimkinetikai mérOrendszer hitelességének és pontossaganak tesztelésére
0sszehasonlitd vizsgélatokat végeztem a kereskedelmi forgalomban kaphatd és szamomra
hozzéaférhet6 NANOCOLOR LINUS fotométeren (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KGQG). Irodalmi adatoknak megfelelden standard koriilmények kdzott mértem a GST enzim
aktivitast mindkét fotométerrel. A reakcidelegy 850 pl 0,1 M-os natrium-foszfat puffert
(6,5 pH) 1 mM EDTA-Na,.vel), 50 pl 20mM-os GSH-t és 50 pl 20mM-os CDNB oldatot
tartalmazott. A puffert és a szubsztratokat 25 °C-on el6inkubaltam valamint az enzim
aktivitds mérés is ugyanezen a héfokon tortént a termosztattal stabilizalt fotométerekben.

Az enzim reakciot 50 pl 16 majbol nyert, tisztitott GST (SIGMA) enzim hozzdadéaséaval
inditottam, majd fotometraltam. A termékképz6dés mennyiségét az €34 = 9,6 mM™' cm’

irodalmi adat segitségével szamitottam ki, specifikus aktivitasa: 1 pmol CDNB — redukalt
GSH konjugacid/perc, pH 6,5 és 25 °C —on).

Meérdrendszerem pontossaga 18,5+0,3 % -al bizonyult. pontosabbnak a NANOCOLOR
LINUS fotométerrel Osszevetve. A NANOCOLOR LINUS fotométernél a hibas
adattovabbitasok szama 1/87. A sajat mérdrendszernél 1/2115, azaz a hiba tovabbitas kb.
24-—szer kevesebbszer fordul eld. A sajat enzimkinetikai mérérendszer tehat hitelesnek,
pontosabbnak és megbizhatobbnak bizonyult egy a kereskedelmi forgalomban kaphato

muszernél.

4.2 In vitro szubsztrat vizsgalat

Feltételeztem, hogy a halogén szubsztitudlt gyogyszerek metabolizmusa
lejatszodhat a GST enzim segitségével (GODO, 2001;2006). Amennyiben ez igy van
akkor ezeknek a vegyiileteknek farmakodindmias hatasa nagymértékben fliigghet az egyes
szervekben megtalalhatd GST-enzim aktivitasatol. Masrészt ezeknek a vegyiileteknek a
glutation-konjugdtumai (metabolikus intermedierek) amelyek az enzim reakcié sordn
képzddnek, o©Onmagukban is aktiv komponensek Ilehetnek nemcsak az eredeti
anyavegyiilet. Ezért els6 1épésben a kereskedelmi forgalomban kaphatd 16 majbol
tisztitott GST enzimmel végeztem kompeticids teszt vizsgalatokat. A méréseket hasonld

modon végeztem, mint a standard enzimaktivitas vizsgalatok esetén azzal a kivétellel,

crer

75



tartomanyban. Azaz Kp és Vuax meghatarozast végeztem. Ugyan ezt a kisérlet sorozatot
megismételtem az egyes gydgyszerek 0,1 mM koncentracioju jelenlétében is.
Mindkét halogén szubsztitualt vegyiilet kompetitiv médon gatolta a termék képzodést

azaz a Vi €rték csokkent, de a Kp érték nem vagy csak igen kismértékben valtozott.

Tehat ezeknek a kisérleteknek az eredményei alapjan kimondhatjuk, hogy példaul a
Haloperidolum és a Chlorpromazinum (feltehetéen mas halogén szubsztitualt
vegyiiletekkel egyetemben) szubsztratjai lehetnek in vivo koriilmények kozott is a GST
enzimnek, azaz lejatszodhat a glutation-S-konjugéciodja illetve ezek az intermedierek

képzddhetnek in vivo az allati szervezetben is.

A kompetitiv gatlas vizsgalatanak célja, hogy in vitro koriilmények kozott
tesztelhessiik, vajon a vizsgalt gydgyszerek egymashoz képest milyen mértékben gatoljak
a CDNB-GSH komplex létrejottét. Eredményeim arra utalnak, hogy mindegyik vizsgalt

gyogyszer koncentraciofiiggd modon gatolta a szines termék 1étrejottének dinamikajat

%

kontroll 2,5mM SmM 7,5mM 10mM

19. 4bra. A glutation-CDNB komplex képzédés gatlasa Haloperidolummal.

Az elkovetkezd fejezetekben szamos grafikonon é&brazolom az egyes
gyogyszerekkel torténd kezelések eredményeit. A konnyebb attekinthetdség és
Osszehasonlithatosag érdekében minden gyogyszerhez illetve minden szervhez tartozé

grafikonoszlopot azonos szinnel jeloltem.
Erdekesebb ha azt vizsgaljuk, hogy a kisérleti allatoknak beadott dézisban milyen

mértékii a gatlas, a gyogyszereket egymashoz viszonyitva. Igy a szervezetben kialakuld

koncentracidhoz hasonld ardnyaban vizsgéalhaté a GST-hez val6 affinités.
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20. abra. Kezelési dozisban hozzidadott gyégyszermennyiség in vitro kompetitiv gatlasa

A 20. abran az Y tengelyen a vegyiilet nélkiili és a kezelési dozis 10%-anak
hozzaadasakor mért A abszorbancia kiilonbsége lathatd 2 perc alatt. A nagyobb érték az
intenzivebb gatlast jelzi. Osszevetve az alabbi grafikonnal, ahol a kezelések soran beadott
mennyiség lathato, kitlinik, hogy a gatlds mértékét nem a hozzdadott gyodgyszer
mennyisége hatarozta meg. 4 szinek segitenek a kénnyebb attekinthetoségben.

30

25

20
g 15

10

21. abra. A kezelések soran egyszeri alkalommal beadott hatéanyag mennyiség

Lathatéan sem sorrendjében sem aranyaiban nem egyeznek a két grafikon
értéksorai. Leolvashatd, hogy példaul a nagyobb dézisban beadott Chlorpromazinum

kisebb gatlast idézett eld, mint a jelentdsen kisebb dozisban alkalmazott Diazepam, etc.

4.3 Neuroleptikumok GST indukcidja laboratériumi patkanyban

Amennyiben a trankvillinsok metabolizmuséban szerepet jatszhat a GST enzim is,

akkor feltételezhetjiik, hogy az egyes vegyiiletek in vivo ennek az enzimnek az
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indukcigjat, azaz az enzim fehérje szintézisét is fokozhatjak vagy annak az aktivitdsat
befolyasolhatjdk, ndvelhetik vagy gatoljak.. A huméan gydgydszatban alkalmazott
gyogyszerek  hatdsmechanizmusanak felderitését és a vegyiiletek in  vivo
metabolizmusanak tanulmanyozasat, szinte minden esetben allatkisérletekben végzik és
erre a célra leggyakrabban patkdnyt hasznalnak. Ezért elsé vizsgélati korben a human
gyogyaszatban alkalmazott trankvillans vegyiileteknek a hatasat vizsgaltam arra nézve,
hogy okoznak-e a GST enzim aktivitasban valtozast, a laboratoriumi patkanyban.
Masrészt ettdl tettem fiiggdveé illetve az eredmények alapjan kivantam meghatarozni a
tovabbi kutatdsaim irdnyvonalat is. A pozitiv eredmények tiikrében terjesztettem ki a
vizsgalatokat mas fajokra, harom 0jabb gyodgyszerre és azok GSH konjugatumaira is. A
kisérleteket a gyakorlati hasznosithatosdg reményében, gazdasagi jelentdségii
haszonallatokon ¢és az allatgyogyaszatban is alkalmazott szerekkel folytattam. Ezért

kevesebb a laboratoriumi patkdnyon végzett vizsgalatok szama.

Mint ahogy az varhaté volt a kontroll patkanyok majabol nyert
homogenizatumban taldlhatdo a legmagasabb GST specifikus enzimaktivitas; 7563+56,
unit (egység: pwmol/mg/min)., majd azt a vese (656+24), agytérzs (491£27) és a Iép
(482+47) kovette. A nyolc napos trankvillans kezelés utdn valamennyi gyogyszer
hatasara, - kivétel a Risperidonum- szignifikdns GST specifikus enzim
aktivitasnovekedés kovetkezett be. A legnagyobb emelkedést a Haloperidolum (40,5+8
%) okozta, majd azt a Chlorpromazinum (32,25 %), a Thioridazinum (16,6 6,2 %)
Tiapridum (11,2 £2 %) és Risperidonum (7,3£2,5 %) kovette.

Maj
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22. abra. Trankvillinsok hatdsa a GST enzim aktivitisra patkiny majban.
Kontroll : 7 563 Unit
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Erdekes azonban az, hogy a Thioridazinum, Tiapridum és a Risperidonum, amely
vegyliletek nem tartalmaznak halogén szubsztiticiot, mégis fokoztdk a GST enzim
aktivitast. Feltételezziik, hogy ezeknek a vegyiileteknek a metabolikus intermedierei azok
amelyek kifejtik az induktiv hatast. A Risperidonum és a Tiapridum tartoznak az Uj
generacids trankvillans vegyiiletek koz¢. Ezeknek a gyogyszereknek jelentdsen kevesebb
mellékhatdsa van mint a tobbi vegyiiletnek. Feltehetden intermedierei sem terhelik meg
oly mértékben a detoxikacids mechanizmusokat mint a tobbi vegyiilet. A jelentOsen

kisebb szdmu mellékhatas 0sszefiiggésben allhat a kisebb GST indukcidval is.

A vesében bar kisebb mérvii, de szintén enzim aktivitds novekedés volt

megfigyelhetd a gyogyszeres kezelések utan.

Vese
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23. abra. Trankvillinsok hatdsa a GST enzim aktivitasra patkany vesében.
Kontroll : 656 Unit

Kivétel csak Risperidonum kezelés utdn mutatkozott, ez a gyodgyszer nem
szignifikans, de enzimaktivitas csokkenést okozott (-4,2 +1,8 %) A tobbi gydgyszer GST
enzim induktiv hatdsa nem azonos sorrendben jelent meg mint a majban. Ebben a
szervben a Thioridazinum volt a legerésebb induktor (16,4 %), azt a Triapidum (13,1 %)
majd a Haloperidolum (12,4 %) és Chlorpromazinum (6,8 %) kovette. Feltételezhetjiik,
hogy a Thioridazinum ¢s a Tiapridum vizoldékony intermedierei -amelyek a
vérkeringéssel juthatnak a veséhez- tehetdk feleléssé a GST enzim aktivitas
novekedéséért. Mindemellett mivel az intermedierek vagy az anyavegyiilet is
eljut/eljuthat a vesébe a keringés révén, ezeknek a vegylileteknek szervezetbdl vald

eltavolitasa is megtorténhet a vesén keresztiil.
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Az enzimaktivitds novekedése a GSH detoxifikacios rendszer aktivalodasat jelzi.
Minél nagyobb mértékii, annal inkabb megterheli a szer az adott szerv sejtjeinek
védekezd kapacitasat. A negativ érték azt jelezheti, hogy a vegyiilet maga kapcsolodhat
az enzimhez, vagy a vegyiilet metabolizmusa soran keletkez6 intermedierek
allosztérikusan gétolhatjdk az enzimet, vagy az intermedierek befolyasoljadk az enzim
expresszigjat. A valaszt erre csak metabolizmus vizsgalatokkal kaphatndnk, ami viszont
talmutat a disszertdciom keretein. Az sem kizart, hogy mas detoxifikacios
mechanizmusok keriilhettek eldtérbe az adott szervben, tehat a GST gén expresszidja
csOkkenhetett, amelyre feltételezhetden ezekben az esetekben nem volt olyan mértékben

sziikség.

A 1ép, a nyirok rendszer fontos eleme ¢és féleg az immunvédekezésben szerepet
jatsz6 monocitakat, makrofagokat, karéjos fehérvérsejteket és lymfocitdkat tartalmaz
nagy szdmban. Ebben a szervben, -az 0 generdcios Risperidonum és a hagyomanyos
Thioridazinum kivételével-, valamennyi mas vizsgalt gyogyszer jelentés GST

enzimaktivitas csokkenését okozott.
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24, abra. Trankvillinsok hatdsa a GST enzimaktivitasra patkany lépében.
Kontroll: 482 Unit

A Haloperidolum, amelyik a majban és a vesében a legnagyobb mértékben
novelte az enzim aktivitast, ebben a szervben viszont jelentdsen csokkentette (- 17,3 %).
Ennek mi a pontos magyardzata nem tudjuk, de a hisztologiai vizsgalatok arra utalnak,
hogy jelentés mérvii sejtszdm csokkenést okoznak a 1ép szdvetben ezek a vegytiletek.
Lehet, hogy ¢éppen azok a sejtek tiinnek el a 1épbdl, amelyek a GST enzimet
expresszaljak. Masrészt, éppen ezek a szerek amelyek a nagymérvii gatlast okoztdk a

GST aktivitasban, in vitro modulaljak, tobbnyire gatoljadk az immunsejtek normalis
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miikodését, az interleukinok altal kivaltott sejtvalaszokat csokkentik. Elképzelhetd az is,
hogy ezek a gydgyszerek a Dopamin receptoron keresztiil médositjdk a fehérje- igy

tobbek kozott a GST enzim szintézisét is (VARGA V. személyes kozlése).

A neuroleptikumoknak —hatasukkal Osszefliggésben— a legfébb tdmadéaspontja a
kozponti idegrendszer. A hatasukat tobbnyire a plazma membranhoz kotott
transzporterek, receptorok és a receptorokhoz kapcsolt G-proteineken keresztiil fejtik ki.
Modosithatjak az intracellularis eseményeket, cellularis valaszokat. Szamos publikacid
targyalja ezen vegyliletek receptor kotddését. Azonban nincs adat arra nézve, hogy ezek a
vegyiiletek metabolizalédnak-e az agyszovetben vagy azok metabolitjai megjelennek-e
ott, vagy éppen maguk a metabolitok tehetéek (-vagy legalabb részben-), feleldssé a
farmakologiai hatasokért, vagy a mellékhatasokért. Feltételezésiink az volt, hogy a
trankvillans vegyiiletek metabolizalédhatnak az agyszovetben, és hogy azok glutation-S-
konjugatumai is megjelenhetnek ott, ha a GST enzim is jelen van a szovetben. Ezért
elOszor azt vizsgaltam, hogy jelen van-e a GST az agyszovetben és hogy a gyogyszeres
kezelések okoznak-e valtozast a GST enzim aktivitasdban. Mivel az agytorzsi formatio
reticularis elektromos aktivitasat, -illetve gyogyszereknek, valamint azok GSH-

konjugatumaimainak-, arra kifejtett hatdsat is vizsgalni kivantam, ezért a GST enzim

crer

Agytorzs

25. abra. Trankvillinsok hatisa a GST enzim aktivitasra patkiany agytorzsben.
Kontroll : 491 Unit

Az agytorzs GST specifikus enzim aktivitdsa egy nagysagrenddel kisebb mint a
majszoveté (IU: 491 illetve 7563 egység). Azonban ebben a szdvetben is a két —legtobb

mellékhatast  kivalto— hagyoméanyos neuroleptikum, a Chlorpromazinum ¢és a
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Haloperidolum jelentds enzim aktivitds novekedést, indukciot hozott 1étre (~39 és ~30
%,). A masik harom vizsgalt vegyiilet azonban nem indukalt értékelhetd valtozast a
kontrollhoz képest. Bar az agyszovet GST enzim aktivitdsa alacsonyabb mint a
majszdveté, azonban azok a tények, hogy az enzim jelen van ebben a szdvetben is, €s
hogy ezek a vegyiiletek szubsztratjai a GST enzimnek, valamint hogy a vegyiiletek enzim
indukcidt okoznak az agyszovetben is, egyiitt alatamasztjak azt a feltételezésiinket, hogy a
vegyliletek glutation-S-konjugatumai képzddhetnek in loco az agyszdvetben is. Ezek
alapjan tehat, érdemes a konjugatumok ¢lettani hatdsat is vizsgalni, pl. az agytorzsi

formacid retikularis bioelektromos tevékenységére is (1asd késdbb).

4.4 Trankvillans vegyiiletek hatékonysaganak vizsgalata

hazinyulban

4.4.2 Trankvillansok hatasa az allatok viselkedésére

A trankvillans kezelések hatdsa mindegyik csoportban jol lathatd valtozasokat
1dézett el6. Nyulakon (és a patkanyokon is) a trankvillans gyogyszeres kezelések hasonld
tiineteket valtottak ki mint amelyek az embernél is megfigyelheték. Ez tobbnyire a
kezeléseket kovetd egy oraban volt tipikusan megfigyelhetd (1. késObb, akut hatdsok). Az
aktivitas, a motilitds csokkent, gyakran inaktivitas, aluszékonysag volt megfigyelhetd, a
kiilvilagi ingerekre adott valaszreakciok csokkentek. Altalaban elmondhatd, hogy a
kontroll allatok stlygyarapodasahoz képest minden kezelt allatcsoportban lemaradas volt
tapasztalhatd, de némely gyogyszer esetén szignifikans testtomeg csokkenést figyeltiink

meg (lasd késdbb).
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Kontroll allat Tiapridum kezelés utan

26. abra. Tiapridum kezelés hatasa a nyalban
Viltozasok a testtartasban: lehajtott fej, lekonyulo fiilek, a szem részlegesen lecsukédva, a hat
felpuposodva, a labak széles terpeszben
Forras: Sajat foto.

4.4.1 A motilitas mérorendszer tesztelése

A mérérendszerbe két tipusu érzékeld szenzort épitettem be. A lada talapzataba
piezo-elektromos rezgésérzékeldt, az oldalfaldra pedig infravords mozgasérzékel6t. A
célom a két tipusu érzékeld alkalmazasaval, hogy az allat tényleges és valamennyi
mozgasat, elmozduldsat rogzitsem. Méréseim alapjan azt tapasztaltam, hogy a
piezoelektromos érzékeld nem regisztralta pl. a fej elmozditdsat akkor, ha az allat
egyhelyben maradt, ugyanakkor az infravords érzékeld mar ezt a mozdulatot is
regisztralta, de nem regisztralta pl. a ki- és belégzési mozgasokat ha az allat teste nem
mozdul el a talapzaton.

A rendszer tovabbi funkcioja, hogy az érzékeldk altal rogzitett jeleket digitalisan
tarolja és feldolgozza. Ehhez olyan szoftvert fejlesztettem, amely a regisztralas mellet
alkalmas arra is, hogy a mozgésok valtozasat, idébeli eloszlasat is kovesse.

Vizsgéalataim sordn bebizonyosodott, hogy a rendszer (hardver és szoftver)
alkalmas a tervezett mérések elvégzésére. A laboratoriumi mérések sordn objektiv és
megbizhatd adatokat nyertiink az egyes gyogyszerek hatasvizsgalatdhoz (lasd a kovetkezo
fejezetekben).

Osszefoglalva tehat, fontos eredménynek tartom azt, hogy az éaltalam tervezett és
megépitett motilitds detektald rendszer alkalmas az allatok mozgasi aktivitdsanak és a

gyogyszerek arra kifejtett hatdsanak vizsgalatara.
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4.4.2 A trankvillansok hatasa az allatok motilitasara

Altalanosan ismert tény az, hogy az allatokkal valo foglalkozas, pl. a kézbe vétel,
a kezelések elvégzése, de onmagaban csak az uj helyre (pl. a motilitds mérd rendszerbe)
val6 elhelyezés kovetkeztében, 1ényegesen megnd az allatok motilitdsa. Ez magyarazhato
azzal, hogy 1j stresszhatdsok érik az allatot, pl. félelem az embertdl, a fajdalomtol, de
onmagdban az 1j terep felderitésére iranyuld érdeklddés is mozgasfokozodast
eredményez. A kisérletek soran ezt magunk is tapasztaltuk. Tovabba az is szembetlind
volt, hogy az egyes egyedek magatartasaban és motilitasaban lényeges kiilonbségek
voltak. Ezért a trankvillansok hatasat vizsgalandé mindig megmértiik az egyes egyedek
motilitasat a kezelések eldtt és utdn is. A kezelések eldtti adatokhoz hasonlitottuk mindig
a kezelések utani értékeket. A gydgyszerek hatasanak tesztelésére, két kiilonbdz6é modot
illetve id6pontot valasztottam a motilitdsi tesztek elvégzésére, nevezetesen a kezelést
kovetd egy ora letelte utdn valamint a kezeléseket kovetd 23.-ik, 24.-ik 6rat. Az elsében
az akut, mig a madsikban tobbnyire a hosszan tartd6 hatdsokat elemeztem, illetve a
hosszabb kezelések (8 napos) hatasat kivantam vizsgalni.

Az eredmények bemutatisara két kiillonboz6é abrazolasi modot valasztottam. Az
abrak fels6 részén az egyes napokon kiilon-kiilon, a mozgéasdetektorok altal mért
megmozdulasokat tiintettem fel, amelyeket a mikrokontrolleres adatfeldolgozasokbol
nyertem (fliggdleges csikok a megmozduldsok, a kiemelkedd vonalak az egyes mérési
napok hatara). Az abra als6 részén a grafikon a kezelési (nyolc napos) idészakban mért

megmozdulasok Osszegét (y-tengely) és a kezelési napokat abrazolja (x-tengely).
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27. abra. A kontroll motilitas frekvenciaja
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A kontroll allatok esetében egy lasst, de szignifikans motilitds csokkenést
figyeltiink meg a nyolc nap folyaman. A nyolcadik nap végére mar mintegy ~ 26 % -kal
csokkent az allatok mozgasa. Ezt azzal magyarazhatjuk hogy a kisérleti allatok lassan

kezdenek hozzaszokni a mérési koriilményekhez.

A gyodgyszeres kezelések soran az akut kisérletekben a vizsgalt vegyiiletek szinte
kivétel nélkiil igen hatasosan befolyasoltdk az allatok viselkedését. Hasonlo tiineteket
valtottak ki mint az embernél. A motilitas csokkent, gyakran inaktivitast regisztraltunk, a
kiilvilagi ingerekre adott valaszreakciok csokkentek, aluszékonysag volt felfedezhetd a
gyogyszerek subcutan injektaldsa utdn. A motilitds mintegy 85-98 %-kal csokkent az
abszolut kontrollhoz és az dnmagukhoz (a kezelések megkezdése el6tt mért adatokhoz)
képest is. Az akut hatasok ¢és tiinetek meglehetdsen nagy variabilitdst mutattak. De a
motilitds csokkentd hatds erdsségében a Diazepam > Tiapridum > Thioridazinum >

Chlorpromazinum > Haloperidolum > Acepromazinum > Xylazin sorrend allithato fel.

A kezelések utani 23-24-ik oraban mért motilitasi tesztekben viszont, két
egymastol jol elkiilonithetd gyogyszerhatds spektrumot figyeltiink meg. Az egyik
karakterisztikus vonds az volt, hogy a kezelések elején az akut hatds lassan eltlint a nap
végére, de ennek ellenére az allatok szemmel lathatéan nyugodtabbak voltak mint
barmelyik masik csoportban az egész nap soran. Ebbe az elsd csoportba sorolhatjuk a
Thioridazinummal, Haloperidolummal és a Chlorpromazinummal kezelt 4llatokat. Ebben
a kezelési csoportban a kovetkezd napokban egyre inkabb megjelentek, az akut hatasra
emlékeztetd tiinetek és fokozatosan, egyre erdsebben érvényesiilt a motilitast csokkentd
hatds a 24 ora letelte utan is, (de fogalmazhatunk tgy is, hogy inkdbb megmaradnak a
gyogyszerek beadasat kovetd egy oran til is, tehat az akut tiinetek, bar csokkend
tendenciat mutattak, de fennmaradtak a tovabbiakban is). Ez a motilitas csokkento hatas a
nyolcadik napra mar eléri a 70-80 %-ot. A Thioridazinum ~80 %-kal a Haloperidolum
~75 %-kal és a Chlorpromazinum ~72 %-kal csokkenti a motilitast (28., 29. és 30. abrak).
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28. abra. Thioridazinum Kkezelés hatasa a motilitas frekvenciara

Vilagosan megfigyelhetdé a motilitds csokkenés, mar a kezelések kezdeti
id6szakaban is, ami szinte linedrisan csokken a nyolcadik napig. A Thioridazinum az
allatgydgyaszatban nem alkalmazott vegylilet. A hatasprofiljdn azonban ugy tlinik
hasonldan hatékony nyulakndl mint a mar bevalt gyogyszerek. A vizsgalt napok koziil
el6forduld legnagyobb aktivitdshoz képest az utols6 kezelési nap értéke 77%-o0s
aktivitascsokkenést mutatott, hasonléan a Chlorpromazinumhoz.
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29. abra. Haloperidolum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara
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A Haloperidolum gradudlis és folytonos csokkenést idézett el6 a nyolc nap
folyaman. Lathatéan nem kellett tobb napnak eltelnie a mérhetd aktivitascsokkenésig. A
hatékonysag az eltelt napokon folyamatosnak mutatkozott, kdzel linearisan. A vizsgalt
napok koziil eléforduld legnagyobb aktivitishoz képest a 8. kezelési napon 62%-os

aktivitascsokkenés figyelheté meg.
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30. abra. Chlorpromazinum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara

A Chlorpromazinum szignifikdns csokkenést idézett eld6 mar a masodik naptol
kezdddden. Ez a csokkenés folyamatosan megfigyelhetd volt az utolsé vizsgalati napig. A
grafikon nagyon hasonl6 a Haloperidolum okozta valtozashoz és az értékeiben sem
kiilonbozik jelentdsen. Pedig a két vegyiilet jelentdsen eltérd szerkezetli (dimetilamin és
butirofenon szarmazék). A vizsgalt napok koziil eléforduld legnagyobb aktivitidshoz

képest a 8. kezelési nap értéke 78%-os aktivitascsokkenést mutatott.

Ebben, az elsé 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 gylriin halogén szubsztituenst hordoz.

Erdekes az a megfigyelés, hogy a human terapids hatasokhoz hasonléan a
nyulaknal is csak par napos kezelés utan jelenik meg egy kb. 50%-os motilitas csokkenés
kifejlddése. Tehat az itt megfigyelt valtozdsok is arra utalnak, hogy a neuroleptikus

gyogyszerek hatasa fokozatosan kumuladlodik a kezelési napok sordn. Az elsé csoport
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allatainal talalt lasst, gradualisan megjelend mozgas frekvencia csokkenés, nagyon
hasonlit, sét jo egyezést mutat a Haloperidolummal, Chlorpromazinummal ¢és
Thioridazinummal kezelt psychotikus betegeknél a farmakoldgiai, antipszichotikus hatas
megjelenésével. Ezeknél a betegeknél is csak par napos kezelése utan manifesztalodik az
antipsychotikus hatasa a trankvillansoknak. Tovabba a gyogyszeres kezelés elhagyéasa
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 aktivitast. Ezzel magyarazhaté az egy oOra
elteltével kialakulé mozgas szegény allapot. Azutan a vegyiiletek a receptorrdl levalva,
vagy a receptorral egyiitt (internalizdcioval) a sejtekbe keriilnek. A sejten beliil viszont a
GST enzim altal katalizalt reakcioban a glutationnal konjugéaléodhatnak direkt mddon,
vagy pedig kozvetett Giton, az elsd fazist atalakitdsokon keresztiil, -CYP450 enzimek
altal katalizalt reakciokban keletkezett intermedierek— kapcsolddhatnak a GSH-hoz a
GTS éltal katalizalt reakcioban (szekunder metabolikus fazis). M4j esetében viszont nem
feltétlentil varhatd, hogy ezek a vegyiiletek a hepatocitdk plazma membranjan is
kifejtsenek hatast. A vegyliletek a parenchima sejtekbe bejutva a citoplazmaban
konjugalodhatnak direkt, vagy az eldbb emlitett indirekt utat bejarva GSH- vagy
glukorunoid-konjugadtum keletkezik a sejtekben. A Glukuronoid vagy Glutation-
trankvillains konjugatumokat a kiilonb6zd transzport mechanizmusok pl. az ABC-
transporterek,  Glutation-konjugatum  ATP-dependens transzport —mechanizmusok
tavolitjak el a sejtekbdl, szovetekbdl, pl. a maj sejtekbdl az epébe. Ezért koncentraciojuk
viszonylag gyorsan csokkenhet a vérben. Ez magyarazhatja azt, hogy a hatas
megkdozelitéleg egy nap alatt lecseng. Eppen ezért nem lathattunk erés mozgascsokkentd

hatést az els6 napokban a kezelések utani 24-ik o6réban.

Miért fokozodik akkor mégis a trankvillans hatias a késébbi napokon? Erre
tobb magyarazatot is adhato. El6szor az, hogy a gydgyszer adagolds soran az egyre
fokoz6dd glutation szintézis ellenére lecsokken a szabad glutation szint, ezért a
konjugéacio sem jatszodik le minden molekula esetében, tehat ndvekedhet a szabad
trankvillans koncentracié. Masrészt ha a konjugacid lejatszodik akkor a keletkezd

glutation-S-trankvillans konjugatumok koncentracidja is néhet, amelyekrdl feltételezziik,
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hogy szintén neuroaktiv vegyiiletek lehetnek. Ezt bizonyitja az is, hogy némely esetben,
maguk a glutation konjugatumok is hatasosan csdkkentik az allatok motilitasat (1asd. 46-
53. ébra). Az sem zarhat6 ki azonban, hogy a konjugatumok pl. a vesébe eljutva ott ujra
felszivodhatnak a kiilonb6z6 anion-, kation transzportaldé mechanizmusok révén, azaz a
vérkoncentracié huzamosabb ideig is fennmaradhat. Ezaltal a farmakologia hatds is

sokkal hosszabb ideig fennmaradhat.

A masik csoportba egy masféle hatas spektrum alapjan sorolhatjuk, a Tiapridum,
Risperidonum, Acepromazinum, Xylazin és a Diazepam gyogyszereket. Annak ellenére,
hogy az akut hatdsok igen hasonloak voltak mint az elsd csoport esetében, az ezekkel a
gyogyszerekkel kezelt nyulaknal, a kezelés els6 napjanak végén lényegesen alacsonyabb
volt a motilitds (30-70 %-kal), mint a kezelés el6tt (sajat kontrolljuk) a kontroll (nem
kezelt) vagy éppen a masik kezelési csoportba tartozo egyedek adataihoz hasonlitva (31. -
35. abrak). Azonban az elsé nap/napok utani szignifikans mozgéasszegényebb allapot utan
szinte kivétel nélkiil egyfajta mozgasfokozodas, aktivitds novekedés figyelheté meg. Ez a
fokozo6das tobbnyire egy csucsot ér el és azt kovetden csokkenés volt megfigyelhetd. A

nyolcadik napra pedig Gjra egy mozgésszegényebb allapot kdvetkezett be
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31. abra. Tiapridum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara

Az ,4j tipust” neuroleptikum, a Tiapridum kezelések hatdsara bifazisos motilitas
valtozast regisztraltunk. Az elsé két nap mozgasszegény dallapot utan egy markans

motilitds fokozodéas kovetkezett (cstics az 6tddik napon), majd folytonos csokkenés
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figyelheté meg. A vizsgalt napok koziil eléforduld legnagyobb aktivitdshoz képest a 8.
kezelési napon 93%-os aktivitadscsokkenést idézett eld a gyodgyszer, ami kivalo

eredménynek tekinthetd
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32. abra. Risperidonum Kezelés hatisa a motilitas frekvenciara

A szintén ,,méasodik generacids” benzioxazol-piperidin-piridopirimidin szarmazék
Risperidonum az elsé nap utani kezdeti aktivitasfokozodéas utan csak a hetedik naptol
idézett el6 szamottevé csokkenést a mozgas aktivitasban. Igy a gyogyszer hosszi tava
hatasa itt is csak kés6bbi napokon érvényesiilt, hasonléan mint a Tiapridum-nal. A
vizsgalt napok koziil eléforduld legnagyobb aktivitdshoz képest a 8. kezelési napon 64%-

os aktivitascsokkenést idézett el0.
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33. abra. Diazepam kezelés hatasa a motilitas frekvencidra
A Diazepam rendkiviil elterjedt mind human mind allatgydgyaszati teriileten. Az
els6 napon igen jelentds motilitds csokkenést tapasztaltunk, de a varakozasokkal
ellentétben a masodik naptdl kezdédden inkabb agitaciot okozott az allatoknal. Hatarozott
csOkkenést csak a hatodik naptdl kezdéddéen valtott ki, azt kdvetden pedig egyre csokkent
a mozgas. A vizsgalt napok koziil el6forduld legnagyobb aktivitashoz képest a nyolcadik
napon mar 74%-kal csokkent az aktivitas.
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34. abra. Xylazine kezelés hatdsa a motilitas frekvencidra

A Xylazin a vizualis megfigyelések alapjan is igen hatékonynak bizonyult akut

kisérletekben. Azonban a hatas viszonylag hamar elmult és 24 ora elteltével mar alig volt
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hatasa a vegyliletnek. A kovetkezd napokban is csak kisebb motilitds csokkenést okozott.
A vizsgélt napok koziil eléforduld legnagyobb aktivitashoz képest az utolsé kezelési nap

értéke mindossze 47%-o0s aktivitascsOkkenést mutatott.
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3S. abra. Acepromazinum Kezelés hatisa a motilitas frekvenciara

Az Acepromazinum hosszi tavi hatdsdban is viszonylag nagy variaciot
tapasztaltunk. Az elsd és masodik napi kismértékii csokkenés utan a harmadik napon mar
kisebb aktivitast, de azt kdvetéen az 6tddik napon wjra a kontrollhoz hasonld értéket
regisztraltunk. A hetedik és nyolcadik napon pedig szintén jelentds csokkenés volt
megfigyelhetd. A vizsgalt napok kozil eléforduld legnagyobb aktivitdshoz képest az

utols6 kezelési napon mintegy 67%-os aktivitas csokkenést mértiink

Ebbe —a masodik csoportba— dnkényesen besorolt vegyiiletek kémiai szerkezete,
farmakokinetikdja, gyogyszer mellékhatdsai, metabolikus Utjai, egymastél igen
kiilonboznek. A benzamid szarmazék Tiapridum a G-proteinhez kapcsolt D, receptor
szelektiv antagonistaja, azonban igen jo anxiolitikus hatassal is rendelkezik. Ugyanakkor
mellékhatasai kozott megemlitik, hogy gyakran okoz agitaciot is. Talan ezzel
magyarazhat6 az, hogy a masodik naptdl kezdédden ndvekszik és az 6todik kezelési nap
utan pedig lényeges kiugrast tapasztaltunk a nyulak motilitdssban. A benzioxazol-
piperidin Risperidonum mellékhatdsai kozott szintén megemlitik, hogy gyakran okoz
szorongast, nyugtalansagot, almatlansagot. Hasonl6t tapasztaltunk a nyulaknal is. A
kezdeti jelentdés motilitas csokkenés utdn egyre fokozodott és a kovetkezd napokban a

kontroll értéket is meghaladd mozgas aktivitast mértiink.
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Az egyik leggyakrabban alkalmazott anxiolitikummal a Diazepammal is hasonl6
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 agitaciét valtanak ki, vagy 1ddsebb
arteriosclerotikus betegeknél éppen zavartsdgot is okozhatnak. Ezeknek az adatoknak a
tiikrében, szintén némi hasonlosagot véltem felfedezni a nyulaknal és néha az embereknél
tapasztalt mellékhatasokkal. A nem vart aktivitds novekedés arra utalhat, hogy a nytl
idegrendszerében is hianyoznak olyan idegi kapcsolatok mint amelyek a leépiilé huméan
idegrendszerben tlinnek el a pathologids valtozasok soran..

Az Acepromazinum jol bevalt, nagy hatékonysagu neuroleptikum. Hatasat rovid
id6n 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
fenotiazin gylirlin nincs halogén szubsztitucid, viszont a hdrmas kondenzalt gyiir(i elsd
tagjan egy karboxil csoport taldlhatd. Ez a kiilonbség feltehetden hozzajarul ahhoz, hogy
a vegyiilet vizoldékonyabb ¢€s a vesén keresztiil liriilhet viszonylag rovid idon beliil. Tehat
feltehetd, hogy a 24 o6ra alatt a vegyiilet nagy része kiliriil a szervezetbdl, azaz nem
varhatd olyan mértékli felhalmozodds mint pl. a Chlorpromazinum esetében.
Figyelemremélto tehat az, hogy a Tiapridum, a Risperidonum, a Diazepam, a Xylazin és
az Acepromazinum a kezdeti aktivitds csokkenés utan az azt kovetd napokban inkabb
agitaciot okozott a kezelések kozotti idészakokban.

Ezek az adatok arra hivjak fel a figyelmet, hogy bizonyos gyogyszerek annak
ellenére, hogy jol bevalt szerekrdl van sz6, fajonként méas-mas hatdsokat produkalhatnak.
Ezért csak kelld eldvigyazatossaggal és megfontolassal alkalmazhatjuk a kiilonb6z6
allatfajokon nyert kisérleti eredményeket kdzvetleniil a huméan gyogyaszatban. Masrészt
mindenképpen figyelembe kell venni ezeknek a gyogyszereknek a hatasspektrumat,
mellékhatasait az allatok kezelése soran is. Nevezetesen azt, hogy rovid tava akut vagy
esetleg hosszabb ideig fennmaradd hatdsokat kivanunk elérni. Ezért fontos, a pontos
kezelési stratégia kidolgozéasa arra vonatkozdan, hogy mi a cél. A masodik csoportba
sorolt vegyiiletekkel nem biztos, hogy a legmegfelelébb nyugtato hatasokat érhetjiik el ha
a kivant hatast pl. hdrom négy napon beliil szeretnénk elérni. Ugyanakkor jelent6s
trankvillans hatast produkdlnak viszonylag rovid idén beliil, de hatasuk viszonylag hamar
meg is szinik. Ezeket a szereket inkdbb az akut pl. mitéti el6készitésre un.
premedikéciora alkalmazzak. Mas szerekkel kombinalva viszont kivaldéan alkalmasak az

allatok agykérgi, foleg fajdalom érzet kikapcsolasara is, igy alkalmazasukkal kisebb
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miitéti beavatkozasok elvégezhetéek az allatokon. Tovabba az agressziv allatok teljes
mértékben megszelidithetokké valnak ezekkel a gyogyszerekkel és viszonylag rovid idon

beliil kezelhetévé valhatnak.

4.4.2.1 Motilitas valtozas a kezelés végére a legaktivabb naphoz képest

Altalanossagban megfigyelhetd volt a kezelések sordn egy emelkedés az
aktivitasban. Ez a kornyezet (vagyis a méré doboz) fokozatos megszokasaval, az idegen
kornyezet okozta stressz csokkenésével magyarazhatd, habar a standard metodika szerint
a mérések eldtt hagytam 10 perc akklimatizacids id6t. Tovabbi magyarazatot adhat a
gyogyszerek hosszabb tavon kifejlodd, kronikus stresszoldd hatdsa is, amely segitségével
konnyebben feliilkerekedhetett a kivancsisag és a kornyezet felderitésére iranyuld
motivacio a késébbi napokon. Ezért jellemzden eléfordult egy mozgasi kiemelkedd csucs,
a legaktivabb nap. Ehhez képest minden kezelésnél az utols6 nap jelentds csokkenést
mutatott. Ennek kiilonbsége a kontrollal 6sszevetve j6 mérészamot adott a kezelés miatti
motilitas valtozas mértékének megallapitasahoz.

Ennél a kiértékelésnél (lasd lejjebb) figyelembe vettem a kontroll allatok
mozgasdnak csokkenését a kezelési napok eldrehaladtival. A vizsgalt napok koziil
eléforduld legnagyobb aktivitdshoz képest a 8. kezelési nap adata minddssze 26%-0s
aktivitascsokkenést mutatott a kontroll csoportnal. Ez tehat a kezelési id6 alatt a
megszokas okozta érdektelenség.

Tehat meghataroztam az el6forduld legaktivabb mérési adatot és kiilonbséget
képeztem a kezelés végén megfigyelhetd aktivitissal. Majd ezt az értéket a kontroll

ugyanezen valtozasahoz képest szdzalékos aranyban fejeztem ki.
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36. abra Motilitas csokkenésének aranya a kontroll valtozasahoz képest a kezelés végére

Lathat6, hogy mindegyik kezelés jelentdsen (191 % — 333 %) csokkentette a
motilitast a kontrollhoz képest. A leghatékonyabb vegyiiletnek ebben a kiértékelésben a
Diazepam bizonyult. A gybégyszert igen gyakran alkalmazzdk a human ¢és az
allatgydgyaszatban egyarant. Hatékonysagat az eredményeim is aldtdmasztjak. Meglepd
azonban hogy az allatgyogyaszatban rendkiviil elterjedt Xylazine és még inkébb az
Acepromazinum jelentOsen hattérbe szorult a hosszu tava hatékonysag szempontjabol a
vizsgalt vegyliletek kozott. Az allatgydgyaszat teriiletén egyaltalan nem alkalmazzak a
Thioridazinumot €s a Tiapridumot. Az elébbi ,,hagyomanyos” mig az utdbbi korszeriinek
tekinthetd ,,0j tipusu” neuroleptikum. A hézinyal esetében mindkét szer jo

hatékonysagtinak bizonyult.

Fontos eredménynek tartom azt is, hogy az daltalam tervezett és megépitett
motilitds detektalé rendszer hatékonynak bizonyult a laboratoriumi mérések soran és

megbizhat6 adatokat nyertiink az egyes gyogyszerek hatasvizsgalatdhoz.

4.4.3 A trankvillansok hatasa a fajdalomérzetre (Hot-plate teszt)

A Hot-plate teszttel a hd okozta fijdalomérzetet befolyasoldé gyogyszerek,
analgetikumok hatékonysaganak tesztelésére alkalmazzdk. Azonban szinte standard
eljarasként alkalmazzak a pszicofarmakonok hatékonysaganak vizsgalatdban is.
(MALMBERG and BANNON, 1999; MOGIL et al., 1999; WILSON and MOGIL, 2001).
A tesztben az allatot forrd lapra helyezziik, amit a hé okozta fajdalom a forrd lap

elhagyasara késztet. A forrd lapra vald helyezés és annak elhagyadsa kozott eltelt id6
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Osszefliggést mutat az analgézia és a szedacid mértékével, vagyis a gyogyszerek
hatékonysagaval. Mivel az egyedek fajdalomérzete, tolerancidja, vérmérséklete
kiilonboz6 lehet, ezért a tesztet a gyogyszeres kezelések elott €s utan egyarant elvégeztem
¢s a nyert adatokat sajat kontrollhoz (gyogyszeres kezelés eldtt) és kontroll csoport

adataihoz hasonlitva analizaltam.
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37. abra. A trankvillinsok hatidsa a fajdalomérzetre (Hot — Plate teszt).

Az Y tengelyen a %-os eltérést abrazoltam. Az értékek a kontroll csoport illetve
sajat kontroll (kezelések el6tti) adatokhoz viszonyitott iddintervallum ndvekedést jelentik
szazalékban kifejezve.

A mérések sordn ha az allatokat kezelés elott is a ,,hot plate-re” helyeztem és ezt a
tesztet megismételtem egy bizonyos id6 eltelte utan, akkor megfigyelhetd volt, hogy az
allatok hamarabb hagytdk el a forro feliiletet mint kordbban. Tehat ebben az esetben
mondhatnank ,megtanultdk” vagy emlékeztek a fajdalomra, amelyet elszenvedtek
kordbban. Ezért az abszolut kontroll csoportban mért adatokhoz hasonlitottam a
késObbiekben a kezelt allatoknal mért reakcioidét. Azonban valamennyi alkalmazott

gyogyszer igen szignifikans idéeltolodast okozott valamennyi kezelt allat esetén.

A Fajdalomérzetet leghatdsosabban a Thioridazinum és a Xylazin csokkentette,
majd azokat az Acepromazinum> Chlorpromazinum> Tiapridum> Diazepam>
Haloperidolum> Risperidonum kdvette. Ebben a tesztben az j tipust Risperidonum és a
hagyoményos neuroleptikum a Haloperidolum ndvelte meg legkevésbé a fajdalomérzet
kialakulasdhoz sziikséges iddintervallumot. Tehat ez a két gyodgyszer Onmagukban
alkalmazva feltehetden a legkevésbé alkalmasak a fajdalomérzet csokkentésére. Mindkét
vegyiiletet egyenlére csak human gyogyaszatban alkalmazzak. A Diazepam és a masik 6t

gyogyszer olyan mértékli fajdalomérzet csokkentést okozott, hogy azok mar tobbszordsen
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felilmultak a normadl reakcid id6t, (a 90 masodpercet), gyakorlatilag békésen pihentek az
allatok a forro feliileten. Itt azonban meg kell jegyezni hogy a Hot-Plate tesztnél az

analgézia mértékét a szedativ hatasok is jelentés mértékben befolyasoljak.

4.4.4 Trankvillansok hatasa a testhomérsékletre

Altalaban elmondhatd, hogy a vizsgalt gyogyszerek nem okoztak dramatikus
valtozast az éllatok testhdmérsékletében. (maghdmérséklet). A Risperidonum az elsd
harom napban fokozatosan csokkentette az allatok hémérsékletét, de a negyedik nap utdn
azok wjra elérték a kontroll szintet. A Haloperidolum kezelés hasonldéan a
Risperidonumhoz kezdetben csOkkentette késobb pedig fokozatosan ndvelte azt. A
legmagasabb testhdmérsékletet a Xylazin kezelések okoztak, ami az 6tddik nap utdn

meghaladta a 39,5 °C —ot.

40,0
—&— Tiapridum
39,5 —l— Risperidonum
< Haloperidolum
% 39,0 Chlorpromazinum
"EES —¥— Kontroll
% 38,5 § —@— Thioridazinum
L —+— Diazepam
38,0 - Xylazine
Acepromazinum
37,5

kezelési napok

38. abra. Testhomérséklet valtozas hazinyulnal a nyolc napos kezelés alatt

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a neuroleptikumok okozhatnak mind
hémérséklet csokkenést mind pedig un. ,neuroleptic malignant” szindromat,
hyperthermiat is. (KARAGIANIS et al., 1999). A hypothermia és hyperthermia
kialakuldsaért tobbnyire a gyodgyszerek tuladagolasidt vagy az egyes egyénekben a
gyogyszerek metabolizmuséaban fontos szerepet jatsz6 CYP450 izoenzimek hianyat teszik
felelossé. A megemelkedett trankvillins koncentracié mitokondrialis szétkapcsold
mechanizmusok réven fokozhatja a hotermelést ugyanakkor nem ndvekszik ennek
megfeleld mértékben a hoéleadas, tehat hyperthermia alakulhat ki A hypothermia
alakulhat ki akkor, ha a centralis hypothalamikus hékdzpontok szenzoros illetve az onnan

kiindulé motoros palydinak szabalyoz6 szerepét gatoljak meg a pszichofarmakonok.
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Normal szabélyozott koriilmények kozott a testhOmérséklet csokkenést, a szervezet a
harantcsikolt szkeletalis izmok reszketd mozgaséaval termelt hd produkcidjaval bizonyos
hatarok kozott tobbnyire jol kompenzalja. A neuroleptikumok az a-motoneuronokhoz, a
hypothalamikus régiobol leszallo aktivaldo palyakat gatolhatjdk meg hypothalamikus
szinten. Ezért ilyen irdny( mellékhatasai csak igen kismértékben érvényesiiltek a nyolc
napos kezelések soran, de mindenesetre tendenciozus valtozdsokat megfigyeltiink.
Elképzelhetd, hogy a hosszabb mint nyolc napos kezelések soran szignifikans hatasokat

figyelhettiink volna meg a nyulak esetében is.

4.4.5 Trankvillansok hatasa a testtomeg valtozasra

A testtomeg valtozas vizsgalata figyelemreméltd eredményt mutatott. Kivétel
nélkiil minden kezelés a sulygyarapodas elmaradasat idézte el6 a kontrollhoz képest.
Hérom gyogyszer pedig sulycsokkenést.

300
200

100

testtomeg valtozas (g)

39. abra. A hazinyulak testtomeg valtozasa a nyolc napos kezelés utan

A Risperidonum, amelyet széles korben alkalmaznak a humén terpidban, a
nyulaknal jelentds stlyveszteséget idézett eld. A fogyas mértéke meghaladta azt az
értéket is mint amennyivel ugyan ezen id6 alatt a kontroll csoport gyarapodott. Ezzel
szemben a human terapias tapasztalatok a kezelt betegek gyakori elhizdsarol szamolnak
be.

Szintén fogyést okozott a klasszikus neuroleptikum, a Thioridazinum és a
Chlorpromazinum is. Az 0 generacios Tiapridum csak kismértékii testtomeg gyarapodas

elmaradast okozott. Mivel nem mértem az elfogyasztott tdp mennyiségét, messzemend
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kovetkeztetéseket nem tudok levonni arra vonatkozdan, hogy a taplalék felvétel csokkent-
e vagy a taplalék hasznositdsa volt rosszabb az egyes csoportokban. Az Osszes kezelt
csoport taplalkozott, és nem figyeltiink meg 1ényeges kiilonbséget az elfogyasztott
takarmany mennyiségét illetden. A taplalékfelvétel tobbnyire csak a kezeléseket kovetd 1-
2 ordban az akut fazisban volt lathatoan kevesebb A felvett taplalék és folyadék

mennyiségének mérése tovabbi adatokat szolgéltathatna a hatas okénak elemzéséhez.

4.5 Trankvillansok GST indukciéja hazinyulban

A hazinyul GST enzim specifikus aktivitasa jelentésen (olykor két nagysagrenddel
1s) meghaladta a patkany szerveiben mért értékeket. Erre a pontos magyarazatot nem
tudunk adni. Azonban elképzelhetd, hogy az SPF Wistar patkdnyok, -amelyeket mar
hosszu évtizedeken keresztiil, nemzedékeken &t laboratoriumi koriilmények kozott
tenyésztenek-, talan lényegesen kevesebb xenobiotikummal taldlkoznak, kevesebb
toxikus illetve kornyezeti hatas éri, mint a hazinyulat. A patkanyoknak ennek megfeleléen
nincs oly mértekben sziiksége a detoxifikdcids mechanizmusokra, azaz pl. a GST enzim
aktivitas is emiatt lehet alacsonyabb ezekben az éallatokban. Masrészt az sem kizart, hogy
a nyulakban ez az enzim jatszik igen fontos, Kkitiintetett szerepet a xenobiotikumok
metabolizmuséaban.

Figyelembe véve, hogy a detoxifikdcids mechanizmusok legfontosabb szerve a

maj, ezért elsOként a nyul esetében is ebben a szervben vizsgaltuk a GST enzim aktivitast.

40. abra. Trankvillinsok hatisa a GST enzim aktivitasra hazinyal majban.
Kontroll: 20 909 Unit
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Az specifikus enzimaktivitasi grafikonok Y tengelyén a kontrolltél (alapvonal)

vald szazalékos eltérés lathatd az egyes kezelések hatdsara.

Hasonloan a patkanyok kezelése soran nyert adatokhoz a trankvillans gyogyszeres
kezelések hatasara a nyal mdjban is megndvekedett a GST specifikus enzim aktivitas.
Ettol eltérést csak a Risperidonum kezelés utan tapasztaltunk, ebben az esetben aktivits
csOkkenést (-14+2,2 %) figyeltiink meg. A Xylazin (62+4,8 %-kal), a Diazepam (55,6+2,8
%-kal), a Thioridazinum (54,3%3,8 %-kal), a Haloperidolum (46,8+2,9 %-kal), A
Tiapridum (23,4£3,4 %-kal), az Acepromazinum (14,9+1,6 %-kal), a Chlorpromazinum
(5,6+0,9 %-kal) novelte a kontrollhoz képest az aktivitast (100 %, IU: 20 909). Béar a
patkany esetében csak Ot gyogyszert vizsgaltam, de ha Osszevetjik az eredményeket
akkor azt latjuk, hogy a gyogyszerek enzim induktiv hatasanak a sorrendje mas a nyul-,
mint a patkdny majban. Ez utébbiban a Haloperidolum> Chlorpromazinum>
Thioridazinum> Tiapridum> Risperidonum, a. nyul majban pedig a Xylazin> Diazepam>
Thioridazinum> Haloperidolum>  Tiapridum> Acepromazinum> Chlorpromazinum
sorrend volt megfigyelhetd az enzim indukcids hatasban. A Haloperidolum mindkét allat
majaban kozel azonos mértékben (~47 és ~40 %-kal) novelte a GST spec. akt. -t,
ugyanakkor a masik klasszikus neuroleptikum a Chlorpromazinum a nyal majban sokkal
gyengébb induktor volt mint a patkany majban (5,6+0,9 illetve ~33 9%). Egyébként
mindkét vegylilet halogén klort €s a Haloperidolum plusz még egy Fluort is tartalmaz
szubsztituensként, tehat szubsztratja lehet a GST enzimnek. Erdekesség, hogy a Xylazin
¢s a Thioridazinum amelyek nem tartalmaznak halogén szubsztitliciot, mégis a
legnagyobb mérvii GST enzim aktivitas ndvekedést valtottak ki a nyulban. A két utobbi
vegylilet mellet a Tiapridum és az Acepromazinum sem tartalmaz halogént, a vegyiiletek
mégis jelentds GST enzim induktiv hatdssal birnak a nyul majban. Ezen vegyiiletek
esetében azt kell feltételeznlink, hogy a metabolizmusuk, a szervezetbdl torténd
eliminéaciojuk soran olyan intermedierek képzddnek amelyek a monomer- vagy éppen a
dimer- enzimhez kapcsolddva allosztérikus modulacioval fokozhatjak vagy csokkentik az
enzim aktivitdst. Azonban az sem kizart, hogy ezek az intermedierek kdlcsonhatasba
lépnek olyan citoplazmatikus fehérjékkel amelyek a GST enzim expressziojat regulaljak.
Tovabbi lehetdség az is, hogy a lényegesen Osszetettebb intracelluldris kaszkad
mechanizmusok modulélasa révén aktivaljak vagy éppen csokkentik (pl. Risperidonum a

majban) a GST enzim szintézisét. .
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A nyual vese homogenizatum GST specifikus enzim aktivitdsa szintén sokkal
magasabb volt mint a patkanyé (IU: 16 442 illetve 656). A gyogyszeres kezelések
hatdsara ebben a szervben is tobbnyire novekedett az enzim aktivitas (41.4bra). A
Haloperidolum (67,2 6,8 %-kal), a Thioridazinum (46,6+4,7 %-kal), a Risperidonum
(53,4+ 89 %-kal), a Xylazine (46,5+3,6 %-kal), a Diazepam (43,2+3,3 %-kal), az
Acepromazinum (24,1£2,3 %-kal) fokoztdk az enzim specifikus aktivitasat. A
Chlorpromazinum nem befolyasolta szamottevé mértékben, viszont a Tiapridum 27,6+2,6
%-kal csokkentette az aktivitast. Ez a negativ iranyl hatds még inkdbb szembetiind, ha
figyelembe vessziik azt, hogy a patkany vesében inkabb fokozta (~13%-kal) a GST enzim
aktivitast. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a két allatfajpan nem azonos modon
metabolizalodnak az egyes vegyiiletek, vagy maganak az anyavegyiiletnek a szervezeten
beliili megoszlasa, nem teljesen azonos a két allatfajban
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41. abra. Trankvillinsok hatdsa a GST enzim aktivitasra hazinyul vesében.
Kontroll : 16 442 Unit

Figyelemre méltd, hogy a hazinyal lépének homogenizitumdban mért GST
specifikus enzim aktivitas még a nyil majban talalt értékeket is meghaladta (IU: 29 585
illetve 20 909). Ebben a szervben a GST enzim aktivitds két nagysadgrenddel magasabb
volt mint a patkany Iépben (IU: 29 585 illetve 482). A nyul 1épben a Thioridazinum és a
Haloperidolum hataséra szignifikansan novekedett (20+ 4,2 illetve 16,3 £2,3 %-kal) mig
a Risperidonum ¢és a Tiapridum kezelések utan pedig jelentdsen csokkent a spec. aktivitas
(44+£5,1 illetve 42,6+4,8 %-kal, 42.4bra). Risperidonum a patkany 1ép enzim aktivitasat

nem befolyasolta szignifikansan, de a nyul Iépben erdsen csokkentette azt. Tovabbi
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érdekesség, hogy a nyul 1épben a Haloperidolum fokozta az aktivitast (16,3 £2,3 %-kal),
a patkany lépben viszont csokkentette azt (18,3+2,3 %-kal),
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42. abra. Trankvillinsok hatisa a GST enzim aktivitasra hazinyul lépben.
Kontroll : 29 585 Unit

Mivel ezek a vegyliletek mas-mas hatasokat valtanak ki a kiilonbozd allatfajok
hasonl6 szerveiben, ismételten arra utalnak, hogy az egyes vegyiiletek metabolizmusa

nem azonos médon jatszodik le a kiilonbozo allatfajokban.

A kontroll nyulak szervei koziil a szivizomzat homogenizatumban taldltuk a
legalacsonyabb GST enzim aktivitast (IU: 5413). A vizsgalt gyogyszerek koziil a
Diazepam kivételével valamennyi vegyiilet hatasdra megemelkedett az enzim aktivitas. A
legnagyobb aktivitds emelkedés az Acepromazinum hatasara kovetkezett be (290,41+23
%-kal) ¢és azt a Xylazin > Haloperidolum >, Thioridazinum> Risperidonum >
Chlorpromazinum < Tiapridum kovette (43.abra). Magas értéket mutatott a két, csak
allatgyogyaszatban alkalmazott szer a Xylazin és az Acepromazinum. A meglepd az volt,
hogy eddig egyetlen szervben sem tapasztaltunk ilyen mérvii aktivitdsnovekedést, mint a

szivizomzatban.
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43. abra. Trankvillinsok hatasa a GST enzim aktivitasra hazinyul szivben.
Kontroll : 5 413 Unit

Az Acepromazinum és Xylazin kezelések soran gyakran megfigyeltek cardio-
vasculdris mellékhatasokat. Pl. a Xylazinnal a kezelések elsd fazisdban vérnyomas
emelkedést, majd azt kovetden, vérnyomds csokkenést, bradycardidt és szivritmus
zavarokat regisztraltak. Az Acepromazinum szintén tachycardiat és hypotensiot idéz eld
egyes betegekben. Mindkét vegytilet (Xylazin és Acepromazinum) nagy affinitdst mutat a
szivizomhoz. Ezért feltételezhetd, hogy azok metabolizmusa is fokozottabb mértékben
jatszodik le a szivben mint mas szervekben. A gyliris vegyiiletek vizoldékonysaganak
fokozésa érdekében leginkdbb a citokrom P450 enzimek vesznek részt, az altaluk
katalizalt reakcidkban gyakran reaktiv intermedierek képzddhetnek amelyek oxidativ
stresszt valthatnak ki a sejtekben. Az oxidativ stressz pedig az ,,antioxidans” védekez6
mechanizmusok beinditasat indukalhatja igy az antioxidans fehérjék, enzimek szintézisét
fokozhatjak. Ebbe az antioxidans csoportba tartozik a GST enzimcsalad is.

A Xylazin kémiai szerkezete hasonlit a Clonidinéhez. Ezért az sem zarhato ki,
hogy a fent emlitett Xylazin farmakologiai mellékhatasai, az ap-adrenerg receptorokkal
valo kolcsonhatasban keresendd. A receptor funkcid modulacidja révén pedig az
intracellularis [Ca®"] befolyasolasaval, az intracellularis Ca-dependens folyamatokat

befolyasolva érvényesiilhet GST enzimszint fokoz6 hatasa.
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44. abra. Trankvillinsok hatisa a GST enzim aktivitasra hazinyil tiidében.
Kontroll : 10 108 Unit

A tid0 szovetben harom vegyiilet a Thioridazinum > Risperidonum > ¢€s
Diazepam fokozta a GST enzim aktivitast ebben a sorrendben. A tobbi szer csokkenést
idézett el a kontrollhoz képest A Haloperidolum amely szinte minden szervben inkabb
fokozta, a tliddben viszont jelentdsen (~40 %-kal) csokkentette a specifikus enzim

aktivitast.
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45. abra. Trankvillinsok hatisa a GST enzim aktivitasra hazinyul agytorzsben.
Kontroll : 15 260 Unit

Az Acepromazinum, a Tiapridum és a Risperidonum kivételével minden vizsgalt
vegyiilet GST enzim aktivitds novekedést idézett eld a nytl KIR agytorzsi régidjaban is.
A legerésebb aktivalast a klasszikus antipsychotikus terdpids gyodgyszer a

Chlorpromazinum kezelés valtotta ki (38,9£5,4 %). Az a tény, hogy a KIR-t alkotd
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sejtekben is jelen van a GST enzim, tovabba, hogy a vizsgalt szerek novelték a GST
specifikus aktvitast és mindezek mellett némely vegyiilet szubsztratja a GST enzimnek a
GST-konjugacids reakcidban, azt a feltevésiinket igazolja, hogy a KIR-ben képzddhetnek
ezeknek a gyogyszereknek vy-glutamil-konjugdtumai. Tehat a GSH konjugatumok
megjelenhetnek agyszovetben is. Ezek a y-glutamil-konjugatumok viszont a glutamaterg
neurotranszmisszios folyamatokat befolyasolhatjak, hasonldéan a tobbi szamos y-glutamil
peptidhez €s glutation analéghoz. (VARGA és mtsai, 1988; MCMOHAN et al., 2000). A
két 1) tipust  neuroleptikum —amelyeket egyenlére nem  alkalmaznak
allatgydgyaszatban—, pont az agytdrzsben nem befolyasolta a GST enzim specifikus
aktivitasat. Elképzelhetd, hogy a GSH konjugatumok felhalmozodéasénak hianya lehet az

egyik oka ezen szerek jelentdsen kevesebb mellékhatasanak.

4.6 Glutation konjugalt Trankvillansok hatékonysaga
hazinyualban
Az éllatokat a kezelés el6tt a motilitasmérd késziilékbe helyeztem. Az
akklimatizacids id6 utan 5 perces regisztracio tortént. Ezutan megkaptak a megszintetizalt

GSH + gyo6gyszer konjugatumot. A kovetkezd regisztracio a beadast kovetden 1 oraval

késziilt. Az abrakon a kétszer 5 perc atlagos konkrét megmozdulési frekvencidja lathato.

Az abrakon jol érzékelhetd a gyakorisag valtozasa.
Kezelés elott 76%-o0s csokkenés Kezelés utan

46. abra. Tiapridum GSH konjugatum kezelés hatisa a motilitas frekvenciara

Kezelés elott 46%-0s novekedés Kezelés utan
47. abra. Risperidonum GSH Konjugatum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara
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Kezelés elott 86 %-0s csokkenés Kezelés utan
48. abra. Haloperidolum GSH konjugatum kezelés hatiasa a motilitas frekvenciara
Kezelés elott 64%-o0s csokkenés Kezelés utan

49. abra. Chlorpromazinum GSH konjugatum kezelés hatisa a motilitas frekvenciara

Kezelés elott 95%-o0s csokkenés Kezelés utan
50. abra. Thioridazinum GSH konjugatum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara

Kezelés elott 89%-0s csokkenés Kezelés utan
51. abra. Diazepam GSH konjugatum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara

Kezelés elott 97%-o0s csokkenés Kezelés utan
52. abra. Xylazine GSH konjugatum kezelés hatasa a motilitas frekvenciara

Kezelés elott 64%-o0s csokkenés Kezelés utan
53. abra. Acepromazinum GSH Kkonjugatum kezelés hatiasa a motilitas frekvenciara
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Az egyes glutation konjugalt gyodgyszeres kezeléseknél jol lathatd a motilitasi
frekvencia csokkenése, illetve emelkedése —a GSH-Risperidonum esetében— valamint a

mozgas aranyanak idébeli eltolodasa. Ugy tiinik, hogy a GSH-Risperidonum komplex
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54. abra. Glutation konjugalt trankvillinsok hatisa a motilitas frekvenciara

Az elsO oszlop a kezelés eldtti a masodik a kezelés utani felvétel. A grafikon a
konjugatumok altal okozott motilitds valtozds szézalékos aranya szerint ndvekvo
sorrendbe van rendezve. Tehat az egyre nagyobb valtozast eldidézd konjugdtumok
helyezkednek el balrél jobbra emelkedve. Rendkiviil figyelemreméltd dsszefiiggés, hogy
ez a sorrend szinte teljesen megegyezik a majban mért GST indukcié mértékének
sorrendjével. Csak a Diazepam ¢és a Thioridazinum sorrendje fordult meg, de a ketté GST

indukcios kiilonbsége a majban nem jelentds.
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55. abra. Glutation konjugalt trankvillinsok hatdsa a motilitas frekvenciara, szazalékban.
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A fenti abran széazalékos ardnyban van abrazolva a motilitds valtozdsa a GSH

room

konjugatumokkal torténd kezelések utan.

A Hot-Plate teszt adatait a szimpla gyogyszeres kezeléshez hasonldéan minden

egyednél 6nmagadhoz képest mértem.
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56. abra. Hot-Plate teszt valtozasa GSH konjugalt trankvillansok hatasara

Az Acepromazinum, Risperidonum és a Diazepam kezelés hatasara a valtozas nem
volt mérhetd. Azaz az allatok nem reagéltak a meleg feliiletre. A két utobbi azonban GSH
konjugatumként jelentds hatékonysdg fokozodast mutatott a teszt szerint az
alapvegylilethez képest. Kiilondsen szembetiind a Risperidonum tekintetében. Aktivabb
trankvillans hatdsinak mutatkozott a Haloperidolum is konjugitumként. Az is
megfigyelhetd, hogy a Xylazin a Chlorpromazinum a Tiapridum és a Thioridazinum a
szimpla gyogyszeres kezeléshez képest itt mar mérhetd értékeket produkalt. A teszt
szerint tehat a GSH konjugatumaik hatékonyak, de kevésbé mint az alapvegytilet.

A testhOmérsékletet az Osszes vizsgalt trankvillans vegyiilet konjugituma

csokkentette.
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testhémérséklet valtozas

57. abra. Testhomérséklet csokkenése 1 6ra alatt trankvillinsok GSH konjugatumaval torténé kezelés
utan
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58. abra. Testhomérséklet csokkenése 1 ora alatt trankvillansokkal torténo kezelés utan

A testhdmérsékletre jelentdsen eltéréen hatottak a gyogyszerek mint azok
konjugatumai. A Chlorpromazinum, az Acepromazinum ¢és a Tiapridum GSH
konjugatuma jelentésen nagyobb hibernaciot okozott mint az alapvegyiilet (>1°C). A
Xylazin konjugatum kismértékben (0,2°C) volt hatékonyabb testhémérséklet csokkentd
mint a Xylazin. A tobbi vegyiilet GSH konjugadtuma azonban kisebb homérséklet

csokkenést idézett el a szimpla vegytiletnél.

4.7 Trankvillansok és GSH konjugatumainak hatékonysaga
ezlistkaraszban

Halak esetében egy pszichofarmakon hatékonysagat nem konnyl objektiven
mérni. Ertelemszertien a rezgésérzékelds motilitas mérés nem johetett szoba, de az infra

detektor sem volt képes a halak mozgasat regisztralni, feltehetéen azért, mert az allatok
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hémeérséklete nem kiilonbozott jelentdsen az akvarium vizétdl. Ezért a gydgyszerek és a
megszintetizalt konjugatumok hatékonysagat a viselkedés vizudlis megfigyelése és a
1égzésszam megvaltozasa alapjan rogzitettem. A 1égzésszam csdkkenése utal az allat
¢letfolyamatainak lassulasara, a csOkkent oxigén felvétel pedig minden bizonnyal segit

példaul a szallitasi stressz jobb toleralasaban is.

59. abra. Hatékonysag teszt. Megfigyelhet a ferde testtartas, mozdulatlansag, egyes estekben
azonban agitacid, hirtelen nagyon gyors ’cikaz6’ mozgassal

A 1égzésszdmot azonos koriilmények kozott tartott allatokon (hdmérséklet,
fényviszonyok, a viz oxigén telitettsége, akvarium mérete és a kiilsé kdrnyezeti latvany),
a korébban kikalkulalt ardnyos dozist kezelés utan mértem. A szamlalast az operculum

mozgasanak vizualis megfigyelésével, stopperoraval végeztem.

140% ™
120% A
100% -
80% -

60% -

40% A

20% -
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60. abra. Eziistkarasz 1égzésszama a kontrollhoz képest trankvillansok és GSH konjugatumaival
tortént kezelés hatasara

A grafikonon a kontroll a 100 % érték. Minden gyogyszer elsd oszlopa magaval a
vegyiilettel kezelt allatok 1égzésszdmat mutatja, a méasodik oszlop pedig a gydgyszer GSH

konjugatumaval torténd kezelés utani értéket. A grafikon a sima gyogyszeres kezelés
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soran nyert értékek emelkedd sorrendjébe van rendezve. Az alacsonyabb oszlop tehat a
1égzés erdteljesebb depresszidjara utal. Meglepd, hogy ekdzben a GSH konjugitumok
értékei szinte pontos Gauss gorbét eredményeztek. Kivételt a Diazepam okozott, ahol gy
tiinik a konjugatum nagyobb hatékonysagot mutatott az alapvegyiiletnél. Halak esetében
tehat altalanossagban elmondhato, hogy a konjugatumok hatékonyabbnak mutatkoztak
mint az alapvegytiletek.

Az alabbi tablazat az eziistkarasz viselkedésének szubjektiv megitélését irja le a

kezelések hatasara:

Alapvegyiilet GSH konjugatum
Lo . L Egyenetlen 1égzés, varatlan csapkodasok
Tiapridum Mozdulatlansag, lassu 1égzés azutén mozdulatlan ismét
Risperidonum Mozdulatlansag, lassu 1égzés Egyenetlen 1égzés, mozdulatlansag
. . i Légzés egyenletes, nem feliiletes,
Halop eridolum Mozgékony, agitalt nyugodt mozdulatlan
. . g Elénk mozgasok, egyenetlen
Chlorpromazinum Mozdulatlansag, lassu 1égzés légz6mozgisok
. . i Valtoz6 élénkség, ferde tartas vagy a
Thioridazinum Ferde tartas, nagyon lassu 1égzés fenckre fekszik
Diazepam Elénk mozgéasok Mérsékelten aktiv, élénk iszomozgasok
Xylazine Mozdulatlansag, lassu 1égzés Teljesen inaktiv, kézzel megfoghat
Acepromazginum Mozdulatlansag, lassu 1égzés Nagyobb légzomozgasok

A megfigyelések alapjan az  Acepromazinum, Thioridazinum ¢és a
Chlorpromazinum mutatkozott leginkabb hatékony nyugtatoszernek. A Thioridazinum
azonban a kezelési dozisban ugy tiint veszélyesen megzavarta az allatok viselkedését,
elképzelhetd hogy hosszabb tavon a kezelés letalissa is valt volna. A gyogyszerek GSH-
konjugatumai jelentdsen eltérd hatast mutattak. A Diazepam kivételével hatékonyabbnak
latszottak a konjugitumok mint az alapvegyiiletek. A Xylazin konjugatum latvanyosan
hatékonyabb volt. Az allatok kézzel torténd megfogasra sem reagaltak mozgassal. A
Tiapridum esetén megfigyelhetok voltak agitalt epizdédok, a szinte alig mérheté nyugtatd

hatas mellett.
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4.8 Trankvillansok GST indukcidja eziistkaraszban
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61. abra. Trankvillinsok hatasa a GST enzim aktivitasra eziistkarasz agyban.
Kontroll : 3 183 Unit

Az agy GST indukcidja nagyban hasonlit a nyul majban tapasztalt értékekhez. Az
eziistkarasz esetében azonban a Xylazin hatrébb mig az Acepromazinum elérébb keriilt a
sorrendben. A hal agyban sorrendben a Diazepamnak, Thioridazinumnak,
Acepromazinumnak és a Haloperidolumnak nagyobb az esélye hogy GSH — gyogyszer

konjugatumok alakuljanak ki.
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62. abra. Trankvillinsok hatasa a GST enzim aktivitasra eziistkarasz majban.
Kontroll : 255 Unit
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Meglepd, hogy amig a két emlds faj esetében jelentés GST aktivitas figyelhetd
meg a majban az agyhoz képest, a halnal ez megfordul és az agyban mutatott nagyobb
értéket. Az Acepromazinum igen jelentds indukciot valtott ki. Az aktivitasi értékek is igen

sz¢les tartomanyban helyezkedtek el.
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63. abra. Trankvillansok hatasa a GST enzim aktivitasra eziistkarasz izomban.
Kontroll : 802 Unit

A Risperidonum hasonloan sok korabbi eredményhez (nyul agy, méj, 1ép stb.) itt
minden mintdban negativ értéket mutatott. Az Acepromazinum a méjhoz hasonléan
rendkiviil magas értéket mutatott. A Diazepam azonban csak az agyban mutatott

emelkedést.

4.9 Fajspecifikus 6sszehasonlitasok

Az egyes fejezeteknél a grafikonok elemzése kapcsdn mar kitértem a
hasonlésagok ¢és kiilonbségek néhdny vonatkozasanak targyaldsara. Itt azonban néhany
Osszehasonlitast kivanok tenni mas szemszogbdl is. Az egyes szervek azonos szinnel

vannak jeldlve.
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64. abra. Tiapridum kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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65. abra Risperidonum kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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66. abra. Haloperidolum kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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67. abra. Chlorpromazinum kezelés hatisa a GST aktivitisra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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68. abra. Thioridazinum kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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69. abra. Diazepam kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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70. abra. Xylazin kezelés hatisa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben
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X

Hazinyul Eziistkarasz
71. abra. Acepromazinum kezelés hatasa a GST aktivitasra a vizsgalt fajok egyes szerveiben

A Tiapridum mindharom faj esetében erdsebb indukcidé novekedést idézett eld a
majban mint az agyban. Hasonldan a nyul és a hal esetében az izomszdvetekben (sziv és
harantcsikolt izomszovet) szintén nagyobb aktivitds mutatkozott mint az agyban. Hasonlo
a viselkedése a masik 1) tipusu neuroleptikumnak a Risperidonumnak is. Habar itt az
izom minkét fajnal megeldzte a m4dj aktivitdsat, ami igen elgondolkoztatd eredmény. Az
agyszoveti indukcid itt is alacsonyabb értéket mutat. A Tiapridum és a Risperidonum mint
uj generacios neuroleptikumok igen jo mellékhatas profillal rendelkeznek. Ez esetleg
kapcsolatban lehet a GSH konjugatumok csekélyebb képzddésével.

Erdekes a Haloperidolum agytorzsi indukcidja. Mig a hal és a nyul esetében alig
emelkedik, addig patkdnynal mintegy 40%-os emelkedéssel jelzi a konjugadtumok
fajnal. A nyulnal azonban tovabbi megterhelést ro a vesére és foként a szivre.

A Chlorpromazinum csak a két emlds fajnal okozott emelkedést az agytdrzsben, a
hal agyban inkabb némi csokkenést a kontrollhoz képest. A maj detoxifikacios
mechanizmusat azonban mindharomnal fokozta.

A Thioridazinum annak ellenére hogy jelentds mellékhatasokkal rendelkezd,
hagyomanyos neuroleptikum, az agyban egyik fajnal sem okozott jelentds aktivitas
fokozodast. A mdjat azonban mindhdromndl jol azonosithatd mértékben megterhelte.
Csaknem ugyanolyan emelkedést idézett el6 a patkany €s a nyul veséjében is.

A hazinyul szivizomzatanak detoxifikacids rendszerét a Diazepamon kiviil minden
vizsgalt vegyiilet jelentdsen megterhelte. A nyul méjadban fokozddast mig a hal majban
csokkenést idézett elé. Ugy tiinik halaknal eltérd metabolikus utvonalat jar be a vegyiilet.
Az agyi GSH konjugatumok megjelenésének azonban nagyobb lehetdsége van a hal
agyban, hiszen itt egyértelmii GST indukcié figyelhetd meg, mig a nyul esetében

deplécio.
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A Xylazin a nyalndl egyértelmiien fokozta a m4j aktivitdsat, mig a halnal igen
jelentésen csokkentette. A hal majra gyakorolt drasztikus hatds arra utalhat, hogy nem
GST utvonalon indult meg a metabolizacid, hanem maés méregtelenitési mechanizmusok
terhelték le a szervet. A vegylilet hatékonysagaban feltehetden nincs tilzott jelentdsége a
GSH konjugatumoknak, mivel az agyban nem tapasztaltam jelentds fokozodast.

Az Acepromazinum hasonléan, nem az agyban okozta a jelentdsebb indukciot.
Helyette extrém mértékben megterhelte a nyul szivizomzatat, és a hal izomzatan tul a

majat.

A héarom vizsgalt faj enzimaktivitdsa nagysagrendekkel kiilonbozott egymastol,
szervenként. A m4j tekintetében az eziistkarasz mutatta a leggyengébb aktivitast, de az

agyban magasabb értéket adott mint a patkanyéban.
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72. abra. GST aktivitas mértéke az egyes fajoknal a majban és az agyban

Erdekes megfigyelni a kezeletlen csoportokban a fajonként eltéré enzimaktivitast

az egyes szervekben.
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73. abra. Patkany szervek enzimaktivitisa a kontroll csoportban
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74. abra. Hazinyul szervek enzimaktivitasa a kontroll csoportban

Hepatopankreasz lzom Agy

75. abra. Eziistkarasz szervek enzimaktivitasa a kontroll csoportban

Osszefoglalva tehat, az agy teriiletén megfigyelhetd GST indukcié fokozodas a
GSH konjugatumok megjelenését feltételezi. A tiinetek mogott Osszetettebb receptor
kolcsonhatas huizédhat. fgy példaul a glutamat receptorok miikodésének befolyasolasa az
NMDA receptor antagonizmus kdvetkeztében tonusos dopamin felszabadulést indukalhat
amelynek tovabbi kovetkezményei lehetnek. Ez Gjabb vizsgalatok 1étjogosultsagat vetiti
eldre.

A mas szervekben torténd aktivitas fokozodas a glutation konjugalt detoxifikacios
rendszer aktivalodasara utal. Ez csokkentheti a redukalt glutation koncentracidjat,
intenziv génexpresszidra és aminosav felhasznalasra utal és ezaltal védtelenebbé teszi
mas artalmas hatdsokkal szemben az érintett szoveteket.

A jelentds GST indukcié csokkenés hasonloan rossz jel. Feltehetden nem érte
ezeket az allatokat kisebb xenobiotikum terhelés a kontroll csoporthoz képest (mivel
ugyanazon koriilmények ko6zott voltak), ami indokolnda a GSH konjugécids rendszer
tehermentesiilését. Azonban utalhat arra, hogy mas méregtelenitési mechanizmusok
terhelték meg az adott szOvetet olymértékben, ami elvonta a kapacitast a GST

indukciérol. Ami megint csak labilisabba teheti a homeosztéazist.
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Az idealis gyogyszer tehat kézzelfoghato hatékonysag mellett nem emelné de nem

is csokkentené jelentdsen a GST indukcidt egyetlen szovetben sem.

4.10 Analog Digital Neural Computer (ADNC)

Az irodalmi adatok szerint a trankvillansok megszakitjdk a kapcsolatot az
agytorzsben a kiilvilaggal. A RAS teriiletén, trankvillansok hatisdra az idegrostok
tiizelésében olyan mintazati valtozasok kovetkeznek be, amely kihat a kéreg aktivitasara
¢s létrehozza a gyodgyszer hatasat. Nem ismerjiik, hogy a RAS-ban felszallo impulzusok
miképpen befolyasoljak az agykérgi szinkronizalt aktivitast. Mivel a RAS ¢€breszti és éber
allapotban tartja az allatot, feltételezhetd, hogy a RAS-aktivitas inkdbb ndveli, mintsem
csokkenti az agykérgi neuronok ingerlékenységét. Feltételezhetd, hogy a RAS aktivitasa
bizonyos foku agykérgi gatlast okozva megsziinteti a kéreg véletlenszeri tiizelést.

A trankvillansok és mas pszichofarmakonok hatasat 10j aspektusbol lehetne
vizsgalni, ha a RAS tiizelési mintazatat minél szélesebb korben elemezni tudnank. A RAS
azonban rendkiviil Osszetett, poliszinaptikus palyarendszert alkot. A tiizelési
mintaelemzés akkor hatékony ha minél tobb idegsejt csoport parhuzamos, valés idoben
torténd monitorozasa valdosul meg. Még jobb lehetdséget biztosit ha az adatokat azonnal
fel lehet dolgozni és vissza lehet stimulalni az idegrendszert ugyan azon elektrodatoémbon
keresztiil. Jelenleg egy 128 egységbdl felépiild elektrodatomb igen nagy Osszetettséglinek
szamit, a kozlemények tobbsége ennél kisebb elemszdmu eszkozrél szdmol be. Ennek
egyik oka hogy az idegrendszer nagymennyiségli analog jele a hagyomanyos felépitésii
digitalis szamitogépekkel valos idében nem dolgozhatd fel hatékonyan. Erre a célra
alkalmasabbak az idegrendszer felszines analogidja szerint szervez6dd multiprocesszoros
neuronhalézatok. A nagy teljesitményii 6nallod processzorokbdl, ténylegesen megvalosuld
hardverek megalkotdsara a digitalis technika kdzelmultbeli robbandsszert fejlédése adta
meg a lehetdséget.

Ezért célul tliztem ki, hogy korszerti digitalis technika alkalmazasaval olyan
célorientdlt neuronhaldzatot fejlesztek, amely 128 elektrodaval képes a kozponti
idegrendszer egy célzott teriiletéhez kapcsolddni. Valos idében tiizelési mintatombdoket
képes detektalni, miiveleteket végrehajtani azokkal és visszastimuldlni. Ezaltal a
mesterséges neuronhdlozat kétiranyt kommunikaciot valosit meg az €16 idegrendszerrel,
amelyet ismeretlen kapcsolast részeként kezel. Uj elven kozeliti meg a mesterséges
neuronhalézatok és az €16 idegrendszer interakcidjat. Kozelebb vihet minket a
psziocofarmakonok hatésara a kdzponti idegrendszerben torténd valtozasok hatékonyabb

funkcionalis elemzéséhez.
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4.10.1 Altalanos felépités

Az ADNC két feliiletbdl épiil fel. A DS (Digital Surface) feladata a miikodési
algoritmusok megvalodsitasa, az AS (Analogue Surface) vezérlése és leolvasasa valamint a
computerrel (PC) vald kapcsolattartas. A DS els6 verzioja 6t, masodik verzidja mar 9
nagyteljesitményii mikrokontrollerbdl (Basic Stamp BS2 SX-IC, Parallax Inc.) épiil fel.

A DS —t alkotd neuronhaldzat rendhagyo felépitésii. Nem csak egyenértékii
egységek épitik fel, hanem egynek kitiintetett, server szerepe van. A rendszer csillag
topologiat alkot, igy a szerver minden kliens processzorhoz kozvetlenil eljut. A
kialakitast a befuto specialis adatok feldolgozasi modja indokolta. A szerver kapcsolatban
van a PC —vel, attdl veszi at az utasitasokat és oda kiildi az eredményeket. A szerver
processzor adja ki a parancsokat a kliens processzoroknak, fogadja azok adatait, kiértékeli
a tovabbi 1épéseket és utvonalat valaszt az adatfolyamnak. A kliens processzorok
végrehajtjak a kapott parancsokat, kapcsolatban allnak az AS —el és vezérlik azt, valamint
fogadjék annak adatfolyamat.

Az AS kozvetleniil, 128 egységes MA-n (Mikroelectrode Array) keresztiil
kapcsolodik a kisérleti allat idegrendszeréhez. A (jelen vizsgalatban az agytorzsbol)
befutd elektrodak elsdédlegesen kétiranyd, analdg kapcsold (switch) rendszerbe futnak.
Korabban (az els6 ADNC verzioban) CD4066BC (Fairchild Semiconductor Corp.) IC-t
alkalmaztam. Mivel az 5 processzorbol 4 vezérelte Oket ezért kiilon, 4 vezérldbites
demultiplexereken (HEF4514B, Philips Semiconductors) keresztiil kellett a kapcsold IC-
ket meghajtani. A BS-2 SX processzorok ugyanis csak 16 I/O pin —nel rendelkeznek és
adatvonalakat kell fenntartani a tobbi processzorral vald kommunikéciora is. Az Uj
integralt daramkorok megjelenésével a DG506A (Maxim) keriilt beépitésre amely nem
csak 16 csatornas kétiranyt analég switch funkciot 14t el, hanem demultiplexal is. gy a
masodik verzioju ADNC 9 processzorabol 8 kliensnek csak egy-egy analdg IC-t kell
vezérelnie 4 cimldbon keresztill (4°=16). Ez nagy mértékii sebességnovekedést és az
adatfeldolgozas egyszerlsitését okozta. A switcheken keresztiil analdég stimulator és
rekorder éri el a mikroelektrodokat.

Az ADNC harmadik feliiletének magat az €16 idegrendszert tekinthetjiik, hiszen
szervesen kapcsolodik az AS —hez. Jeleket fogad attol €s a természetes struktirdjabol
adodo ,feldolgozas” utdn modositott adatfolyamot ,kiild” vissza, akcidspotencial
mintdzat formajaban az AS felé. Tehat két iranyban kommunikalni képes azzal. Jelen

értekezés alapjaul szolgald kisérletekben csak a detektalas funkciot alkalmaztam.
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76. abra. Az analég és digitalis jel utja. A feliiletek kapcsolédasa a PC t6l a mikroelektrédakkal
megcélzott é16 idegrendszeri teriiletig
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77. abra. Az ADNC sematikus felépitése. A vilagoskékkel jelzett IC-k (switch - demultiplexerek), az
AS-t a sotétkék IC-k (mikrokontrollerek) a DS-t alkotjak
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78. abra. Az ADNC AS és DS, teljes rendszer
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79. abra. Az ADNC funkcionalis felépitése
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4.10.2 Analédg jelfeldolgozas

Az ADNC AS multielektréd tombhoz kapcsolodd switch és demultiplexer 1C
tombbdl, erdsitébdl és stimulatorbol épiil fel. A rendszer legérzékenyebb pontja az
erésitd. Az idegsejtek ionaramaibol keletkez6 rendkiviil gyenge potencidl utjaba all a
vékony elektrodak és a switchek ellenallasa is. Ezutan jut a jel az erdsitobe amelynek csak
milliszekundum nagysagrendii ideje marad a jel stabil detektdlasdra. Az ADNC — AS
erdsitdje ezért egyedi felépitést kovetel meg.

A kozeledo akcids potencial eloszor kezdeti depolarizaciot okoz. Ennek értéke 15
mV, melynek kialakulasa utan egyre nagyobb sebességgel nd a depolarizacido mértéke. Ez
a kiiszobpotencial vagy tiizelési szint, amely folott az akciospotencial kialakuldsa mar
visszafordithatatlan. A jel gyorsan eléri, majd tullépi a zErd potencialt, egészen atlagosan
+35 mV-ig, ez az un. tallovés (overshoot). Az idegi impulzusok mindent vagy semmit

torvény alapjan miikodnek.
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80. abra. Intracellularis akcios potencial id6beli lefutiasa

A MEA-n keresztiil extracellularis mezdépotencial jeleket detektaltam, amelyek
aplituidoja gyakran csak néhany 100 pV nagysagrendiinek bizonyultak. Az akcids
potencial analog jelformajanak szamunkra nincs informativ jelentésége. Az erdsitd
kimenetére A/D konverter illesztése ezért felesleges volna. Helyette egy komparator
(LM339) fogadja az erdsitett jelet, amely egy beallitott kiiszobszint fliggvényében TTL
logikai 1 vagy TTL logikai O jelet generdl. Az idegsejt kommunikécidja ezutan binaris,
digitalis jelként értelmezhetd. A kiiszobszint meghatarozasat digitalis uton a szerver

processzor végzi. Ezaltal egy érzékenységhez hasonlithatd bedllitasi lehetdséget kapunk.
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A bementi fokozat egy az erre a célra gyartott differencial erdsit6 AD620 IC-n
alapul. Az erdsitd mar a bemeneten csillapitja a zajt, hogy a nem hasznos jelek erdsitését
elkeriilje. Az idegek tiizelési mintdzatanak erdsitéséhez kis zaju, FET bemeneti miiveleti
erdsitOket hasznaltunk. Pl. precizids INA115 erdsité (Texas Instruments) OPA 2134

szurékkel.

Foldelt erdsité

Hasznos jel | Zajos kimenet

Zavard jel

Differencial erésité

>——( Alacsony zaju kimenet

Hasznos jel

Zavard jel

81. abra. Foldelt és differencial bekotésii erosités

A differencial erdsit6 mindkét bemeneti vonala az idegszovetbe agyazott
elektrodakhoz kapcsolddik a switcheken keresztiil, nem foldeléshez. Idealis esetben az
elektroddk minél nagyobb szdmban a maguk altal elmetszett axonok citoplazméjaval
keriilnek kontaktusba, mig az 6sszes (128) elektroda kozos ellenpdlusa az intersticialis

térbe agyazott. Az ADNC-AS erdsitdje sziirt, differencial miiveleti erdsitésen alapul.
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82. abra. Az ADNC-AS sziirt differencial erdsitéjének sematikus rajza

A szlird rész feladata, hogy az alacsony és magas frekvencidkon érkezd zajokat
kiszlirje. A vagasi frekvenciak intervallumat dinamikusan korrigalni lehet. A differencial
erdsitd utan kovetkezd két miiveleti erdsité csak felsd és alsd hatarfrekvenciat hataroz
meg, feszilltség kovetd kapcsolasban van kotve, vagyis erdsitése egyszeres. A
fennmarado erdsitést az utolsé erdsitd végzi. Mértékét egyetlen ellendllés hatarozza meg.
A rendszer kiépitése célorientalt. Az elsé fokozat, azaz a differencial erdsitd az érzékelési
ponthoz kozel helyezkedik el. Rovid vezetékekkel és elektrodakkal, hogy a zajfelvételt
minimalizalja. A rendszert foldelt Faraday kalitka védi a kdrnyezeti elektromos zajtol. Az
erdsitd tapellatasa szintén minimalis zajforrasa, de egyes méréseknél mégis inkabb elem
hasznalata indokolt.

Tovabbi vizsgalataimhoz célul tiiztem ki, hogy a membranpotencial analog értékét
is értékelni kivanom majd. Ezért az AS —t alkalmassa tettem a jel erdsitésen tul a pontos
A/D konverziéra is. Igy két miikodési allapota van. Az egyik az egy bites binaris
atbillenés komparatorral, a masik a tobb bites kvantalas A/D konverterrel. Az egy bites
felvétel értelemszertien joval gyorsabb hiszen csak hatarérték atbillenést kell érzékelni.
Jelen méréseknél ez az egyszeriibb modszer volt a feldolgozasi cél, mikdzben igen nagy

mennyiségli adatot szolgaltatott.
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A switchek val6sitjadk meg az elektrodatomb Osszekottetését a stimulatorral és az
erdsitdvel. Mivel ezek nem késziiltek minden elektrodédhoz kiilon-kiilon, ezért multiplex
funkcidt is megvalositanak. Vezérlését a DS végzi csakugy mint a stimuldtorét és az

erositojét.
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83. abra. Az AS kapcsolata a mikroelektrod tombbel és a DS —el az 5 processzoros (Ver.: 1)
architektiira esetében
A 9 processzoros rendszerben értelemszeriien a demultiplexerek és a switchek helyét 8 darab integralt IC

vette at.

Az idegrendszer akciospotencialjai millivoltos nagysagrendiiek. Ez a fesziiltség jut
at a switcheken keresztiil az erdsitObe €s a stimulatorokbdl a mikroelektrédakon keresztiil
vissza az idegrendszerbe. Az er6sit6 komparatora utdn a TTL jelek A DS-be keriilnek
pontosabban az adott kliens processzorban keriil rogzitésre. A stimulator egy digitalisan
beallitott frekvencian folyamatosan jeleket generdl. Ez csak a kliensprocesszor parancsara
keriilhet ki a switchek altal megcimzett elektrodara. Ezzel egyidoben pedig az erdsitd
bemenete lezarasra keriil, a védelme érdekében és azért hogy a stimulalt jelet ne olvassa
vissza. Az AS gyorsasagara jellemz0, hogy a switchek kapcsolasi sebessége 25 ns mig a
demultiplexerek elektrodcimzése 65 ns kortili. Tehat teljes sebességgel az AS mind a 128
elektrodat mintegy 11,5 ps alatt képes megcimezni és egyesével az erdsitdhdz vagy a

stimulatorhoz kapcsolni. Ez a frekvencia természetesen joval felette van a sziikségesnek.

4.10.3 Digitalis felulet

A kozponti helyzeti server processzor egy PC-n futd, sajat fejlesztésii célorientalt
intepreter (ADNC-LI , ANDC-Language Interpreter) parancsait veszi at. A sebesség itt
mar nem jatszik fontos szerepet. A PC-n kiadott utasitast a szerver feldolgozza ¢€s a kliens

processzoroknak kiosztja a feladatot. A processzorok kozott szinkronjeles soros
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adatkommunikaciét valdsitottam meg. A 2. verzioji, 9 processzoros architektiraban a
szerver korilil nyolc kliens processzor helyezkedik el. Ezek mindegyike egy-egy 16
csatornds switch/demultiplexer aramkort vezérel 4 cimvonalon keresztiil. Két PIN —nel a
szerverhez kapcsolodik és egy — egy PIN —nel a stimuldtorhoz és az erdsitohoz. Egy
kliensprocesszor tehat 16 mikroelektrod teljes feliigyeletét latja el, a nyolc

kliensprocesszor pedig egyiittesen 128 elektrodaét.
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84. abra. A neuronhalézat szerver processzoranak kapcsolasi rajza
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85. abra. A neuronhalézat kliens processzorainak kapcsolasi rajza

A kliens processzorokon elhelyezkedé LED-ek a miikodési allapotrol nytjtanak
informdciot (85.4bra). A mikrokontroller sebessége esszencidlis fontossagu a rendszer
mikodoképességéhez. A valasztads tobbek kozott azért is esett a dragabb BS2-SX —re,
mert sebessége a 10 000 muveletet is eléri masodpercenként. Az ADNC minden
processzora Onalléan, parhuzamosan milkddik, igy sebessége megkdzeliti a 90 000

miivelet/masodperc értéket is.
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4.11Tiizelési mintaelemzés ADNC segitsegével

A trankvillansok és GSH konjugatumainak RAS tiizelési mintazatara gyakorolt
hatasa foként a benne elhelyezkedd szinapszisok milkddésének modositdsa utjan
valosulhat meg. A MEA egyes elektrédjaival lefedett idegsejt csoportjai kozott
szamunkra ismeretlen Osszetettségli poliszinaptikus kapcsolat rejtézik.

Eloszor a kezeletlen kisérleti allatba iiltetett MEA-bol kell tiizelési tomboket
felvenni. Ezek valds idejii mintavételezései a (Z) id6tengely mentén haromdimenzids

tiizelési matrixot alkotnak.

Tlzelési matrix

7/

(Z) 1d6 tengely

4

X,Y (8x16)
A multielektréda tdmb 128 egysége

86. abra. A MEA-n keresztiil beérkezo tiizelési mintazat matrixokat alkot.

A kliens processzorok egyiittmiikddése segitségével ekkor mar megtalalhatoak a
szignifikansan egyiitt tiizeld sejtcsoportokat lefedd mikroelektrodok. Ezek elhelyezkedése
tavol is eshet egymastol, a processzorokhoz rendelt elektrod egységek pozicidja nincs
egymastol tavol esd elektrodakbol is érkeztek. Ezért a processzorok a felvett tiizelési
mintazatokat kozlik egymassal. Igy megindul egy igen gyors adatfolyam a
neuronhéldzaton beliil. Iranyat a mikroelektrédokkal lefedett €16 idegrendszer természetes
struktirdja ¢és funkcionalitdsa hatdrozza meg. Az algoritmusok szerint a szerver
processzor a beérkez0 matrixok mintdja alapjan hatdrozza meg, hogy mely kliens
processzorokkal vezérelt mikroelektrodok alatt 1évé idegsejt csoportok allhatnak
funkcionalis kapcsolatban egyméssal. Az adatfolyamot e szerint iranyitja. Igy a
mesterséges neuronhalozat €s az idegrendszer egy rovid idore szorosan egylittmikodo
egységet alkot. Az ADNC-LI egyes utasitasaira a tiizelési matrixok algoritmikus miiveleti

eredménye visszajuttathatd az idegrendszerbe a MEA-n keresztiil, stimulus formajaban.
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Természetesen figyelembe kell venni, hogy bar az axon vezetése antidromos is lehet
mesterséges stimulalds hatdsara, a szinapszisok azonban diddaként egyiranyusitjak az
adatforgalmat. Mivel az elektrodak altalaban idegsejtek csoportjat fedik le, igy a
kétiranyu kapcsolat altaldban mitkodoképes. A multielektroda tomb nagyszamu egysége
biztositja hogy legtobb esetben értékelhetd szamu elektroda mutat kétirdnyu

kommunikacids aktivitast.

Kovetkezd 1épésként a MEA helybenhagyasa mellett beinjicialjuk a vizsgalni
kivant pszichofarmakont a kisérleti allatba. Az agytorzs struktirdjanak Osszetettsége
olyan nagyfoku, hogy a legpontosabb mikromanipuldtoros sztereotaxias célzas sem tudna
megismételni ugyan azt a sejtcsoport lefedettséget a MEA alatt. Igy a kontroll és a kezelt
allat ugyan az marad, elmozditas nélkiili MEA beiiltetéssel. Az ezutan felvett matrix —
esetleg ugyan azon stimuldlds utan— Osszehasonlitasa a kezeletlen matrixszal értékes
informéciot hordoz. FElsésorban a gydgyszer szinapszisokra gyakorolt hatasat

vizsgalhatjuk altala.

87. abra. ANDC a stereotaxias célzoberendezéssel és a nyulba beiiltetett mikroelektréd tombbel
Foto: Sajat felvétel

A  MEA sztereotaxids bejuttatisa nem mindig sikeriil pontosan. Az
idegpalyarendszer bonyolultsaga miatt olyan teriiletekre is keriilhet, amelyben nem
tapasztalhatdak a vizsgalni kivant szinkronizacids jelenségek. Az ADNC rendkiviili
gyorsasaga ¢€s konnyli alkalmazhatosdga miatt rovid idén beliil eredményt produkal. A

kisérlet ezért nagy hatékonysaggal megismételhetd 0j lokalizacidval.
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A mérés — kezelés — Gjramérés mindossze par percet vesz igénybe. A mérés utan
az allatot tulaltatjuk. A szerver processzor a tiizelési matrixokat visszajuttatja a PC —be,

ahol sajat szoftver segit a tovabbi kiértékelésben.

4111 A DS néhany fontosabb algoritmusa

A DS a tiizelési matrixokat digitalis, logikai jelként dolgozza fel haromdimenzios
tombmiiveletekben. Szdmos algoritmust dolgoztam ki a mintdk elemzéséhez, melynek
részletes targyaldsa meghaladna a dolgozat célkitiizéseit €s terjedelmi korlatait. Ezért az

alabbiakban csak néhany fontosabb elemzd algoritmus formalis leirasat targyalom.

4.11.1.1 Inaktiv egység kisziirés

A beérkezd jelek a 128 elektrodarol egy 16x8 kétdimenzids tombbe keriilnek egy
bites jelekként. Az ideg akcios potencidlja ugyanis ha atlép egy kiiszobértéket akkor a
»mindent vagy semmit” torvénye alapjan teljes depolarizacioba keriil (akcios potencial).
Ezt tekintjiik 1 ’true’ mig a nyugalmi membranpotencialt O ’false’ értéknek.

in[x,y]

Az egymast kovetd tlizelési mintatombok a harmadik dimenzidt hozzék létre a
matrixban, ez az id6tényez6 vagyis a Z tengely.

int[x,y,z]

Az elektrédak egy része nem érintkezik idegsejtekkel, a sejt kozotti matrixba,
erekbe vagy mas inaktiv teriiletre keriil. Ezekbdl az elektroddkbol nem érkezik
értékelhetd jel. Az inaktiv egységek kiszliréséhez definidlunk egy széazalékos tlizelési
limitet (lim). Ezutan atvizsgéljuk a beérkezett tomboket a mérés végéig (t). Az inaktiv
elemeket feljegyzi egy eredménytombbe (inact).

For x=1 to 16 do
For y=1to 8 do

{
For z=1 to t do if int[x,y,z] then Inc(sum);
if sum /t <lim then inact[x,y] := True
else inact[x,y] := False;
}
Ahol (sum) segédvaltozdban Osszegezziik egy x,y elektrédahoz tartozo tiizelések

szamat a mintavételezés végéig (t).
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4.11.1.2 Kapcsolat keresés
Azok az elektréddk amelyekbdl konzekvensen egyidoben érkeznek jelek,
valoszintiileg szinaptikus kapcsolatban 1évé sejtcsoportokat fednek le. Az is lehet hogy
atfedésben helyezkedik el a két elektroda (tehat rovidzarlat van) és ugyan azon
akciospotencidlt detektdljak, de ennek kiszlirése mas algoritmus feladata. Az ilyen
matrixpontoknal a gyogyszerek beadédsa utdn sem fog megvaltozni a szinkrontiizelés. Az

alabbi algoritmus x,y egység viszonyat keresi x1,yl egységhez ha egyszerre pontosabban

rovid idOintervallumon belil tiizelnek.

Forz=1totdo
if int[x,y,z] = int[x1,y1,z] then Inc(sync)
if sync = t then ’szinkrontlzel6 szubrutin futtatasa’ (x,y,x1,y1);

A periodikus hulldmokban egyiitttiizel6 egységek aranya mutatja a szinkronizacios
jelenséget. A kiszamitott eredménytombét visszastimulalhatjuk az idegrendszerbe. Igy
stimulalhatjuk azokat a sejtcsoportokat amelyek egymassal feltehet6leg szinaptikus
kapcsolatban vannak. Az ezutan felvett Gjabb tiizelési matrix a feldolgozasi lehetdségek

egész sorat nyujtja.

4.11.1.3 Tiizelési gyakorisag
A tiizelési gyakorisag megvaltozasat szazalékos aranyban lehet szemléletesen
kifejezni. Egy matrixban a *True’ értékii egységek szamdnak valtozasa fontos informécio

a pszichoaktiv drogok hatékonysagarol.

For x=1 to 16 do
For y=1to 8 do

{

For z=1 to t do if int[x,y,z] then Inc(sum);
Frix,y] := sum/t;

}

Ahol (Fr) tomb az (x,y) elektr6dak tiizelési gyakorisagat tarolja szazalékban
kifejezve.
4.11.1.4 Teszt algoritmusok.
Uj elektrod csatlakoztatasakor tesztalgoritmusokkal kell vizsgalni az elemi
elektrodaszalak helyes miikodését. A szigetelés sértetlensége zarlat vizsgalattal

ellendrizhetd. Ekkor a MEA nem érintkezhet semmivel, tehat a levegdben 16g.
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For x1=1to 16 do
For y1=1to 8 do
For x2=1to 16 do
For y2=y1to 8 do

{
"Stimulator Be’ (x1,y1);
If 'Beolvasas’ (x2,y2) then 'Zarlat’ (x1,y1,x2,y2);

}

Ha x1,yl egységen stimulator jelet kiild és ez az x2,y2 egységen visszaolvashato
akkor a két egység kozott rovidzar van. Az algoritmus eredményeként a *Zarlat’ szubrutin
paraméterként megkapja az egymassal rovidzarlatot képzo elektrodék koordinatajat.

Az elektroda behelyezése eldtt vezetési ellendrzést végez a rendszer. Ekkor
elektrolit oldatba (telitett NaCl vagy KCl) meritjilk az elektréda hegyét. A stimulator
kimenetét az elektrolitba vezetjiik és az elektrodatombon teljes beolvasast végeziink.

Minden egységen meg kell jelennie a stimulator jelének.

4.11.1.5 Osszetett algoritmusok.

A fenti alapalgoritmusokbol kombindlhaté szdmos 0jabb lehetdség. Példaul a
bejovo matrix alapjan meghatarozhatéak a gyakran egyiitt tlizeld egységek. Ezek adott
szazalékat visszastimulalva kivonhat6 az ujraolvasott matrixb6él hogy a stimulacio
kovetkeztében hany szazalékat késztette szimultan tiizelésre. Azaz mennyivel emelhetd a
szinkron tlizelések szama.

A bejové matrix elemzése alapjan stimuldlhatéak a szimultan tiizelok, ezek
negaltja, a leggyakrabban tlizelok vagy negaltjuk, a legritkdbban tiizelok vagy negalt
tombjiik, ezek barmilyen aranya, valamilyen eloszlas vagy minta maszk binaris miiveleti
eredménye (AND, OR , XOR) stb. Csak a kutat6éi fantdzia szab hatart a kiértékelési

lehetdségek sokasaganak ¢s kombinalasanak.

4.12 Agytoérzsi mintavételezés és feldolgozas ADNC-vel

Agytorzsi tiizelési mintavételezést a hazinyulnal és az eziistkdrasznal végeztem.
jeleket alapvetéen meghatdrozza a célszovet anatomiai struktardja. Mivel ez egy eddig
még nem alkalmazott technologia ¢és metodus, ezért mikroszkopi technikéval
Osszevetettem a szoveti mintakat az elektrodak finomszerkezetével. Figyelembe kellett
venni a sejtek eloszlasat, slriiségét, a bioelektromos szempontbol aktiv és inaktiv

komponensek aranyat.
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Kliiver — Barrera festés

50 um
Streptavidin-peroxidaz konjugalt immunhisztokémia + hematoxilin-eozin festés
88. abra. Hazinyul agytorzs (RAS) mikroszképi képe

A hazinyul agytorzsének fels6 magcesoportjai szintjénél készilt metszetekbol
lathato, hogy a sejtmagok kis, egymastdl elszeparalt, stirli csoportokban helyezkednek el.
A csoportok 10 — 50 um tavolsagban taldlhatok a metszési sikban. A Kliiver-Barrera
festés nem mutat fluorescensz aktivitast ezért atesé fényben vizsgaltam az igy festett
metszeteket. A velShiively a sejtmagok és a Nissl allomany festédott markansan. A
felvételeken jol azonosithato a vérerek helyzete is. A koztiik 1évé nem festdd6 matrixot itt
az axonok surti halézata adja. A tlizelési tombok detektalasakor varhatéoan ezek
szamitanak aktiv teriiletnek.

Az eozin gerjeszthetd igy a megvilagitds sordn a kompartmenek fényt emittalnak.
A sejtmag ¢€s a citoplazma is jol azonosithatd. Az immunhisztokémiai reakciéban human
streptavidin-peroxidaz antitest keriilt felhasznalasra, de a tapasztalat szerint mas fajoknal
is van bizonyos mértékli kotddés. Ez a hazinyul és az eziistkardsz esetében is
megfigyelhetd volt. Az immunhisztokémiai reakci6 részletgazdagabba tette a mikroszkopi

képet. A sejtcsoportok helyzete jol lathato.
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Kliiver — Barrera festés

50 um
Streptavidin-peroxidaz konjugalt immunhisztokémia + hematoxilin-eozin festés
89. abra. Eziistkarasz agytorzs (RAS) mikroszkopos képe

Az eziistkarasz agyszovete lagy, kocsonyas szerkezetli. Ritka de slri
sejtcsoportok figyelhetok meg benne. Kozottik jelentds, sejtmag mentes tér lathato.
Varhatoéan az elektroddk nagyobb szézaléka keriil inaktiv teriiletre. A sejtsiirliség joval
alacsonyabb az eml6sok hasonld metszeteinél.

A beiiltetett MEA bizonyos mértékig elroncsolja a célzott teriilet agysejtjeinek
strukturédjat. Elvagja az axonok ¢és sejttestek stirli halozatat és kontaktus alakul ki a fém ¢és
a sejtek citoplazmaja kozott. Az ideghaldzat traumdja minden bizonnyal kihat a tiizelési
minta jellegére. Azonban a kezeletlen és a kezelt mintafelvétel kozott nincs ijabb fizikai
behatds, a MEA kontaktus pedig rovid idejii (<1 perc). Igy a két eredmény kozotti
kiilonbség minden bizonnyal a beadott pszichofarmakon tényeges hatésa.

Az aldbbiakban néhany sajat fejlesztésit MEA nagyitott képe lathato:
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90. 4bra. 128 db, 100 pm Atmérdjii egységbdl felépiilé 45°-0s hegyes MEA, foto optikaval nagyitva
Foto: Sajat felvétel

91. abra. 128 db, 50 pm atmérdji egységbol felépiilo, tompa hegyii elektrédatomb anyagvizsgalé mikroszkopos képe
Foto: Sajat felvétel

A tesztalgoritmusok lefuttatdsa utan az elektréda bejuttatdsa altatott allaton
torténik. (N,O 80 tf% + Aether ad narcosim). A koponyacsont feltdrdsa utan vagy
furassal, vagy a csont egy részének eltavolitasaval jutunk az agyszovethez. A furas kisebb

traumat okoz az agymikddésében.

136



Koponyacsont részleges eltavolitasaval Furt nyilason keresztiil

92. abra. Elektrod beiiltetés stereotaxias célzoberendezés segitségével
Foto: Sajat felvételek

93. abra. A teljes rendszer miikodés kézben
Foto: Sajat felvétel

Az elektrod bejuttatdsa utan a narkédzismélységet csOkkentjiik fenntartd szintre.
Kozben a tiizelési matrixot folyamatosan rogzitjiik és megjelenitjiikk a monitoron. Amikor

a tiizelési matrix eléri a standard mintazatra jellemzd ardnyt (ez egy tapasztalati érték
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amely az adott narkézismélységre jellemz0), felvételre keriil a kontroll matrix. Ezutan az
allat kozvetlenll a véraramba injicidlva kapja meg a gyogyszerkezelést. Néhany

masodperc mulva a hatds mar észlelheto a tiizelési matrixon.
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Server processor : Present. Ok, 1 BS25X 20
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da 3 A "
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B CE L B O M ™ s conpuee

94, abra. Az ADNC PC oldali kezel6 feliilete

A PC oldali kezeld feliiletrdl a neuronhélozat teljes miikodése feliigyelhetd (sajat
fejlesztésii szoftver). Bedllithatd a komparator kiiszobszintje amely alapjan ’true’ vagy
“false’ érték képzodik az akcids potencial analdg jelgorbéjének adott szakaszabol.
Beallithatd tovabba a mintavételezés €s az ingerld frekvencia. Valamint a tiizelési

matrixokkal valé miiveletek, algoritmusok deklaralhatdak a konzolon.

Az ADNC egy fejlesztés alatt 1évd teljesen 1) metdduson alapuld,
mikroelektronikai csticstechnologiat alkalmazo, neuronhaldzatos mérési rendszer. gy a
tiizelési matrixok értékelésének eredményeire egyenlére még nem dolgoztam ki a
nyomtatott publikdciokban is szemléletes abrazoldasi modszert. Ezért jobb hijan
hagyoményos grafikonokon igyekeztem abrazolni a tiizelési matrixban bekovetkezd
valtozasok szazalékos aranyait. Lévén rendkiviil nagy mennyiségli adat prezentdlasara
volna sziikség. Egy perces 200Hz-es mintavételezés eredménye kb. 1,5 Mbit. Ez szabad

szemmel atlathatatlan adatmennyiség lenne.
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95. abra. 0,16 masodperc tiizelési matrix nyil agytorzsbol
(32% inaktiv elem, 46% gyakorisag)

4121 Hazinyul

Az alapvegyiiletekkel tortént kezelés soran az adatok kismértékii de értékelhetd

eltérést mutatnak a hazinyul agytdrzs RAS teriiletérdl gytjtott tiizelési matrixokon. A

valtozast minden esetben dnmagukhoz képest hataroztam meg.
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96. abra. Alapvegyiilet kezelés utan bekovetkezé  97. Abra. Szinkron tiizel6 egységek aranyanak
tiizelési gyakorisag csokkenése valtozasa kezelés hatasara

A tiizelési gyakorisag csokkenése jol azonosithatdé modon korrelalt a szinkronban
tiizeld egységek szamanak emelkedésével. Amellett a két adatsor kozott jelentds
nagysagrendbeli kiilonbség tapasztalhatd. A gydgyszerek a célzott teriilet bioelektromos

tonusanak csokkenése mellett tehat fokoztak annak szinkron aktivitasat. Az adatok
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szignifikans 0sszefliggést mutatnak a motilitds csoportonkénti csokkenésének ardnyéval.

Csekély eltérés csupan a Thioridazinum €s a Chlorpromazinum esetében figyelhetd meg.
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98. abra. Motilitas csokkenés aranya kezelés hatasara 6nmagukhoz képest

A gyogyszerek megszintetizalt GSH konjugatumainak tesztje soran tovabbi
Osszefliggéseket figyelhettiink meg. A Chlorpromazinum — Tiapridum — Diazepam —
Thioridazinum négyes ismét a hatékonyabb kategoridban helyezkedett el. A
Risperidonum konjugdtum azonban nem mutatott értékelhetd valtozast, tehat

hatastalannak mutatkozott.
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99. abra. GSH konjugatum kezelés utan 100. abra. Szinkron tiizel6 egységek aranyanak
bekovetkezo tiizelési gyakorisag csokkenése valtozasa kezelés hatasara

A tiizelési mintadzatra gyakorolt hatasuk tekintetében jelentdsen eltéré sorrend
alakult ki, mint az alapvegyiiletekkel tortént kezelés soran. Azonban a gydgyszerrel és
konjugatumaval tortént kezelés soran kapott kiilonbség szoros korrelaciot mutatott a

motilitas kiilonbségében mutatkoz6 valtozassal.
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101. abra. A gyégyszerek GSH 102. abra. Tiizelési gyakorisag valtozas a
konjugatumainak hatékonysiaga a motilitasra az gyogyszer konjugatumaival torténo kezelés
alapvegyiiletekhez képest hatasara az alapvegyiilettel valo kezeléshez
képest

4.12.2 Eziistkarasz

A mintavételezés a hal esetében a vartnal is nehezebbnek és koriilményesebbnek
bizonyult. Szdmos alkalommal értékelhetetlen eredményt adott vagy egyaltalan nem
detektalt a rendszer tiizelési mintat. Ezért sok mérésismétlésre volt sziikség.

A rendelkezésre all6 hagyomanyos stereotaxias késziilék nem volt alkalmas a
halak rogzitésére, ezért erre a célra egy sajat berendezést konstrualtam. A méréseket
szarazon végeztem, az akvariumon kiviil. A hypoxiés stressz feltehetden nem lehetett
jelentds, vagy legalabbis ugyan olyan mértékli volt, mint a kontroll csoportnal. A vizbol
torténd kiemeléstol a mérés végéig minden egyednél azonos kb. 2-3 perc ido telt el a
rutinosan begyakorolt vizsgalatok soran. A kontroll csoportot megegyezd koriilmények

kozott vizsgaltam.
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103. abra. Kezelés utan bekovetkezo tiizelési 104. abra. Szinkron tiizel6 egységek aranyanak
gyakorisag csokkenése valtozasa kezelés hatasara

A tiizelési gyakorisdg csokkenése a hal estében is szoros korrelaciot mutatott a
szinkronban tiizel6 egységek szdmanak emelkedésével. Sorrendjiikben sok kozds vonas

fedezheté fel a 1égzés depresszidjanak mértékével (Id.: ,, Trankvillansok és GSH
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konjugatumainak hatékonysaga eziistkdardszban” c. fejezet). Mindharom grafikonon a
Thioridazinum és az Acepromazinum mutatkozott a leghatékonyabbnak. A tiizelési
mintazatra gyakorolt hatdsaban elérébb keriilt a Tiapridum mint a 1€égzés vizsgalat
grafikonjan, de a Chlorpromazinummal egylitt minden mérés tekintetében nagy
hatasfoktiak kozé sorolhatok az eziistkardsz esetében. A Xylazin nagyobb mértékben
csOkkentette a 1€gzésszamot, mint az agytorzs tiizelését. Ezért jelentdésen elmozdult az
oszlopa a két vizsgalat eredményei kozott. Tovabbi levonhaté kovetkeztetés, hogy a
Diazepam a Risperidonum ¢&és —meglepetésre— a Haloperidolum a legcsekélyebb
hatasfoktiaknak bizonyultak mindkét kisérletsorozatban.

A GSH konjugéatumok koziil az Acepromazinum csokkentette legmarkansabban a
tiizelési gyakorisagot. A Thioridazinummal egyiitt, hasonldéan az alapvegyiilettel tortént

kezelés eredményeihez, az els6 helyeket foglaljak el. Kitlinik, hogy a Risperidonum GSH

konjugatuma hatékonyabban csokkentette a tiizelési gyakorisdgot, mint az alapvegyiilete.
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105. abra. GSH konjugatum kezelés utan 106. abra. Szinkron tiizel6 egységek aranyianak
bekovetkez6 tiizelési gyakorisag csokkenése valtozasa kezelés hatasara

A tiizelési gyakorisdg valtozdsdnak az alapvegyiilet és konjugadtuma kozotti
aranyat ismét Osszevetettem egy fizikalis hatékonysag vizsgalati teszt eredményeivel
(jelen esetben a légzésszam valtozas aranyaval ugyanezen kezelések kovetkeztében). A

két grafikonrol jol azonosithato a szoros 0sszefiiggés.
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107. abra. A gyégyszerek GSH konjugatumainak 108. abra. Tiizelési gyakorisag valtozas a
légzésszam csokkenése az alapvegyiiletekhez gyogyszer konjugatumaival torténo kezelés
képest hatdsara az alapvegyiilettel valé kezeléshez

képest

Megalapozottnak tlinik az a feltételezés, hogy a trankvillans vegyiiletek, hasonldéan
a narkotikumokhoz a RAS-ban a vezetés depresszidja révén fejtik ki hatasukat. A RAS-
aktivitas tiszta hatdsa a ,jel/zaj viszony” aranyanak megvaltozdsa lehet, az abszolut
ingerlékenység valamelyes csokkenése aran. A tiizelési rata csokkenése mellett ugyanis
bizonyos mértékig novekedett a rendezett tiizelési aktivitds. Vizsgalataim raviladgitanak
arra is, hogy a pszichofarmakonok hatdsdnak kozponti idegrendszeri tlizelési matrix
elemzésében még rendkiviil széleskort, 0j lehetdségek rejlenek. Tovabb kellene vizsgalni
a szinkron tiizelés természetét €s viszonyat a tlizelési aktivitassal. Meg lehetne vizsgalni
az ingerlésre adott valaszmintazatok jellegét, 6sszehasonlitva az egyes kezelések hatasat.
Valamint szamos szempontbdl és 1) algoritmussal lehetne elemezni a mintdzatokat, amely
kozelebb vihet minket a kdzponti idegrendszerre gyakorolt hatasuk jobb megértéséhez.
Sajnos jelen értekezés terjedelmi korldtai ezt nem teszik lehetévé, igy ez tovabbi

célkitlizéseimként szerepel.
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5 Az értekezés uj és ujszerii eredményei

Vizsgalataim soran eredményeimmel tobb tudomanyteriiletet érintettem. Az

alabbiakban a diszciplinak jellege szerint foglalom 6ssze az eredményeimet.

Nagyszdmu minta hatékonyabb GST enzimkinetikai analiziséhez ujszert,
mikrokontroller alapu hardver és algoritmusainak kidolgozasat végeztem el. A hibatiird
rendszer segitségével nagyobb pontossaggal detektalhatd és elemezhetd a trankvilldnsok

hatasa a GST indukciora.

Bizonyitottam, hogy az Acepromazinum, Chlorpromazinum, Diazepam, Haloperidolum,
Risperidonum, Thioridazinum, Tiapridum és Xylazine trankvillans hatdsu gyogyszerek
mindegyike kiilonb6zé mértékben, gatolja a CDNB-GSH konjugatumok GST indukalt in
vitro kialakulasat. A Haloperidolum ¢és a Chlorpromazinum halogén szubsztitualt
neuroleptikumok szubsztratjai lehetnek in vivo koriilmények kozott is a GST enzimnek,
azaz lejatszodhat a glutation-S-konjugécidja, illetve ezen intermedierek képzddhetnek in

vivo az allati szervezetben is.

A fenti vegyiiletek tekintetében a hazinyul €s eziistkarasz fajoknal hatékonysagi
sorrendeket allapitottam meg, motilitas, hot-plate, testhomérséklet és testtomeg illetve

légzésszam paraméterek értékelésével.

Kimutattam ¢és 6sszehasonlitottam, hogy az Acepromazinum, Chlorpromazinum,
Diazepam, Haloperidolum, Risperidonum, Thioridazinum, Tiapridum ¢&s Xylazine
vegyiiletek a laboratoriumi patkany, a hazinyul és az eziistkardsz egyes szerveiben (m4j,
agy, vese, 1ép, tiidd, sziv, harantcsikolt izom) kiilonb6zé mértékii GST enzimaktivités

valtozast okoztak.
Megallapitottam €és Gsszehasonlitottam a fenti vegyiiletek GSH konjugatumainak
hatékonyséagat a hazinyul és eziistkarasz fajoknal a motilitas, hot-plate, testhdmérséklet és

testtomeg illetve 1égzésszam paraméterek fliggvényében.

Olyan 1) elvii, analog és digitalis tulajdonsdgokat egyesité multiprocesszoros

mesterséges neuronhalozatot fejlesztettem és algoritmusait dolgoztam ki, amellyel 128
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elemii mikroelektrodatombon keresztiil kétiranyt kommunikéacid valdsithatdé meg az €16
idegrendszer egy célzott teriiletével. A rendszer Gjszeriien kozeliti meg a neuronhalozat és
az idegrendszer interakcidjat, azt ismeretlen kapcsolasi analdg részeként kezeli.
Segitségével —jelen vizsgalataimban— pszichofarmakonok kozponti idegrendszeri

hatékonyséaga és hatdsmechanizmusa tanulmanyozhato.

Megallapitottam és fizikalis hatékonysagi teszt eredményeivel 6sszehasonlitottam
a vizsgalt gyogyszerek hatasat az agytorzs tiizelési mintdzatira a hazinyul és az

ezustkarasz esetében.

Megallapitottam és fizikalis hatékonysagi teszt eredményeivel 6sszehasonlitottam
a vizsgalt gyogyszerek megszintetizalt GSH konjugatumainak hatasat az agytorzs tiizelési

mintazatara a hazinyul és az eziistkarasz esetében.

Megallapitottam, hogy megalapozott az a feltételezés, miszerint a trankvillans

vegyiiletek a tlizelési mintazat jel/zaj aranydnak megvaltozasat okozzak az agytorzs felsd

crer

aktivitas.
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6 A gyakorlatnak atadhaté eredmények

Az Acepromazinum, Chlorpromazinum, Diazepam, Haloperidolum,
Risperidonum, Thioridazinum, Tiapridum és Xylazine vegyiiletek mindegyike fajonként -
és az egyes szervekben eltérd mértékben modositotta a GST enzim aktivitasat.
Figyelembe véve hogy mas y-glutamil peptidek és glutation analdogok csakiigy mint a
glutation konjugdlt trankvillinsok befolydsolhatjak a glutamdaterg neurotranszmissziot,
indokolt lenne ezen vegyliletek konjugatumainak tovabbi hatésait részletesen vizsgélni a

mellékhatasok csokkenthetdségének reményében.

Eredményeim tiikrében indokolt lenne megvizsgdlni egyes, dallatoknal nem
alkalmazott vegyiiletek bevezethetOségét az allatgydgyéaszati és allattenyésztési
gyakorlatba. A jo hatékonysag ¢és kevesebb mellékhatas tekintetében elsdsorban a
masodik generacios Tiapridum és Risperidonum gyodgyszerek johetnek szoba. Figyelembe
vehetd, a munkam soran feltart, glutation konjugalt méregtelenitési rendszer megterhelése
az egyes gyogyszerek és szervek estében. A modellallatként alkalmazott hazinyul
eredményeibdl kiindulva mas allatfajok esetében is indokolt lenne az Gsszehasonlitd
vizsgalat. Az Uj tipusu neuroleptikumokon tul a hazinyul esetében elsdsorban a
Thioridazinum ¢és a Haloperidolum, ezlistkdrdsz esetében az Acepromazinum,

Thioridazinum és a Chlorpromazinum tovabbi lehetdségeinek vizsgalatat javaslom.

A mikrokontrolleres enzimkinetikai analizal6 rendszer architekturdja ¢és
algoritmusai  felhasznalasdval  tovabbfejleszthetdek a  jelenlegi  laboratoriumi

mérérendszerek.

A neuronhaldzat hardver architekturaja €s alap algoritmusai alapjan hasonlo elvii
neuronhalézatok épitheték, mas idegrendszeri tevékenységek vizsgalatira is. Az
architektira alapjan javaslom a neuronhalézat tovabbfejlesztését, a processzorok
szamanak jelent6s emelésével. Eredményeim alapjan célszerinek tinik a hardveres

neuronhaldzatokat nagyteljesitményli mikrokontrollerek felhasznalasaval fejleszteni.
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7 Osszefoglalas

A human gyogyészati, az allatkisérleti, az allatorvosi valamint az allattenyésztési
gyakorlatban egyarant nagy jelent0sséggel birnak a gerincesek (vertebrata) kozponti
idegrendszerére erds gatlo hatdst kifejtd, stresszoldd, agresszivitast csokkentd
trankvillansok, szorongést oldo anxiolitikumok, szedativumok. Azonban a trankvillansok
—kiilonosen a neuroleptikumok— jelentdés szamt kellemetlen és olykor veszélyes
mellékhatassal rendelkeznek (dyskinesidk, parkinsonismus, akatizia, agresszivitas,
endokrin-, cardiovascularis-, antikolinerg-, haematologiai mellékhatasok, stb.). Ezek oka
¢s mechanizmusa nem teljesen tisztazott.

A kivant bioldgia hatds eléréséhez bejuttatott gyogyszerek, —igy az altalam
vizsgalt vegyiiletek 1is—, testidegen anyagok (xenobiotikumok), amelyeknek a
szervezetbdl valo eltavolitasara specifikus metabolizald enzimek és transzportalod
mechanizmusok alakultak ki a filogenézis sordn. A fokozott metabolizacio kiilonb6zd
mértékben megterheli az egyes szervek detoxifikacids mechanizmusait. Ezaltal kevesebb
kapacitas jut az egyéb artalmas tényezOk elleni védekezésre. Csokkenti az allatok
immunvédekezési teljesitményét ami kihathat a hasznos produkcié mindségére és
mennyiségére egyarant.

Feltételeztem, hogy a fenti gydgyszerek némelyike glutation-S-transzferdz enzim
(GST) segitségével, a glutation-S konjugéacido utjan is metabolizalodhatnak, illetve
kitiriilhetnek ki a szervezetb6l. Amennyiben ez bekdvetkezik, akkor azt is
feltételezhetjiikk, hogy a vegyliletek maguk 1is indukciés hatdssal birhatnak a
metabolizmusukban szerepet jatszo enzimek szintézisére. Tehat a GST enzim szintézise is
fokozodhat, ezaltal fokozott mértékben képzddhetnek az egyes szervekben a trankvillans
vegyiiletek glutation konjugatumai, igy pl. az agyszdovetben is. Feltételezhetd az is, hogy a
glutation konjugatumok is kolcsonhathatnak a kdzponti idegrendszerben a trankvillansok
hatdsmechanizmusdban szerepet jatszd fehérjékkel, receptorokkal. Masrészt a glutation-
konjugadtumok, mas y-glutamil peptidekhez és glutation analégokhoz hasonlodan,
befolyasolhatjak a kozponti idegrendszeri glutaméaterg neurotranszmisszié folyamatait is.

A trankvillansok egyik f0 tamadaspontja az agytorzsi formatio reticularis és
els@sorban a retikularis aktivalo rendszer (RAS) Osszetett palyarendszereinek idegsejtjei.
A gyogyszerek jellegzetes szinkrontiizelési jelenséget valtanak ki a kéregben, ami

feltételezhetden kapcsolatban all a kozponti idegrendszerre gyakorolt nyugtato hatassal.
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A tlizelési mintazat értékelése akkor lehet hatékony, ha egy idében minél tobb
elektrédaval tudunk valds id6ben regisztralni (jelen méréseim soran 128 elemii elektroda
tombbel). Tovabbi vizsgalati lehetdségek sokasagat nyujtja ha egyben stimuldciora is
képes egy ilyen rendszer, tehat kétiranyt kommunikaciot képes megvaldsitani a kozponti
idegrendszer egy célzott teriiletével. Ilyen nagy mennyiségli adatfolyam feldolgozasara
mesterséges neuronhdlozat lehet alkalmas, amely feliiletes analogiat mutat a hozza

kapcsolt €16 idegrendszer strukturajahoz.

A disszertdiciomban néhany a human- ¢és allatgydgydszatban (csak részben)
alkalmazott trankvillans gyodgyszerek hatdsat vizsgéltam a GST indukcidjara, harom
allatfaj kiilonbozé szerveiben. A GSH-gyogyszer konjugatumok képzdodésének
lehetOségét ¢és azok bioldgiai hatdsat teszteltem. Bioinformatikai modszereket
alkalmaztam és dolgoztam ki a GST enzim aktivitis mérésére. Ujszerii, analog és digitalis
jellemzoket  integraldo, mikrokontroller alapu, multiprocesszoros mesterséges
neuronhaldzatot ¢és algoritmusait fejlesztettem, mellyel a gydgyszerek ¢és
konjugatumainak hatdsat vizsgaltam az agytorzs tlizelési mintazatara. Vizsgalataim

eredményei interdiszciplinaris jellegiiek, a neurobioldgia és neuroinformatika teriileteirdl.

A gyogyszervalasztasi szempont a heterogén kémiai szerkezet hasonld hatasprofil
mellett, a hagyomanyos ¢€s 1j generacios besorolas, valamint a human, allat és
mindketténél torténd gyakorlati alkalmazas elterjedtsége. Vizsgaltam a szedativumok
kozil a Xylazint, az anxiolyticumok koziil a Diazepamot, a masodik generaciods
neuroleptikumok koziil a Tiapridumot és a Risperidonumot valamint a hagyomanyos
neuroleptikumok koziil a Chlorpromazinumot, Acepromazinumot, Thioridazinumot és a

Haloperidolumot.

A kisérleti fajok koziil els6 korben laboratériumi patkdnyon vizsgéaltam, csak a
human gyogyészatban alkalmazott neuroleptikumokat. A  patkdny kisérletek
sikerességének tiikkrében késobb gazdasagi haszonallatok modelljeként, kiterjesztett

kisérleteket végeztem hazinyulon és eziistkaraszon.

A GST enzim egyik szubsztratja a CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzén). A GSH-val
torténd konjugaciéo kovetkeztében szines komplex képzddik. A standard koriilmények
kozott képzodott termék mennyisége egyenes aranyban all a GST enzim aktivitasaval,

ami fotometrids uton mérhetd. A harom faj egyedei nyolc napon keresztiil kaptak kezelést
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a gyogyszerekbdl, az irodalmi adatok —illetve annak hidnydban— kalkulalt, testtomeg
aranyos dozisban.

A kezelés ideje alatt a fizikalis paraméterek, mint a testhdmérséklet, testtomeg,
valamint szedacios és analgézia tesztek mint a hot-plate teszt és a motilitds mérés,
folyamatos regisztralasra keriiltek. A méréseket a megszintetizalt GSH-gyogyszer
konjugatumokkal is elvégeztem.

Az enzimkinetikai mérésekhez az allatok felaldozésa utan a szerveikbdl standard
eljaras szerint homogenizatumot készitettem ¢s GSH valamint CDNB hozzéadasaval a
GST enzimaktivitast mértem.

A nagyszamu minta (t0bb mint 5 ezer enzimkinetikai mérés, ugyan ennyi fehérje
tartalom meghatarozas, azaz tobb mint 110 ezer adatsor) komplex enzimkinetikai
analizis¢hez mikrokontroller alapu feldolgozd rendszert fejlesztettem és algoritmusait
dolgoztam ki. A 14 valamint a masodik verzi6 24 bites soros A/D konvertere jelentdsen
megnovelt pontossaggal kvantalta a detektor analdg jeleit. Az enzimkinetikai méréseknél
gyakori pontatlansagot okoz6 hibak kikiiszobolésére hibajavitod algoritmust dolgoztam ki,
teszteltem és alkalmaztam. A kinetikai gorbék analizisére a linearis szakaszkeresését és a
legnagyobb nettdé termékképzOdési szakaszkeresd algoritmust dolgoztam ki BS2/SX

mikrokontrollerre. A rendszer a nagyszamu adatfeldolgozas soran sikeresen bizonyitott.

A vizsgalt gyogyszerek in vitro koriilmények kozott mind kompetitiven gatoltak
GST jelenlétében a CDNB — GSH konjugatumok létrejottét. Mindegyik vegytilet,
kiilonboz6 affinitissal az enzim szubsztratjanak bizonyult. gy valésziniisitheté a GSH-
gyogyszer komplex képzodésének lehetdsége. Kezelési dozisban a Thioridazinum mutatta
a legjelentésebb gatlast, majd a Tiapridum, a Xylazin etc. A szervezetben hasonld aranya
kezdeti koncentraci6 alakulhat ki a kezelések soran is.

A laboratoriumi patkdny valamennyi kezelt csoportjdban megndvekedett a ma;j
GST aktivitdsa. Hasonld tendenciat tapasztaltam az agytdrzsi homogenizdtumban is, bar
ott a GST aktivitdsa 20-30-ada volt mint a majban. A tobb mellékhatassal rendelkezo
hagyomanyos neuroleptikumok altaldban kisebb GST indukcidt okoztak, mint a kevesebb
mellékhatast okozoé 1) tipusu gyogyszerek. Az agyban a Haloperidolum és a
Chlorpromazinum okozta a legnagyobb GST indukciét. Igy ezek konjugatumainak
megjelenése a legvaloszintibb.

Az enzimaktivitds novekedése a GSH detoxifikacids rendszer aktivalodasat jelzi.

Minél nagyobb mértékii, anndl inkdbb megterheli a szer az adott szerv sejtjeinek
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védekezd kapacitdsat. A negativ érték azt jelezheti, hogy a vegyiilet maga kapcsolodhat
az enzimhez, vagy a vegyiilet metabolizmusa soran keletkez6 intermedierek
allosztérikusan gatolhatjdk az enzimet, vagy az intermedierek befolyasoljak az enzim
expressziojat. Az sem kizart, hogy mas detoxifikacios mechanizmusok keriilhettek
elétérbe az adott szervben, tehdt a GST gén expresszidja csokkenhetett, amelyre
feltételezhetden ezekben az esetekben nem volt olyan mértékben sziikség.

A hazinyul motilitas valtozasat a kezelések hatasara tobb szempontbol értékeltem.
A legaktivabb mérés és az utolsd kezelési nap differencidja alapjan a Diazepam a
Thioridazinum és a Tiapridum bizonyult a leghatékonyabbnak. A Tiapridum mint csekély
mellékhatasu 0 tipusti neuroleptikum a patkdny agyban sem okozott jelentds GST
indukci6t ellentétben a Thioridazinummal.

A Hot-Plate teszten csak a Risperidonum a Haloperidolum ¢és a Diazepam
szerepelt gyengébben. A kezelések altaldban a 3.-4. napon okoztak hibernacidt, amelyet a
szervezet a tovabbi napokon minden esetben kompenzalt. A testtomeg gyarapodas
elmaradasa mindegyik kezelés soran megfigyelheté volt. A  Risperidonum a
Thioridazinum és a Chlorpromazinum esetében pedig fogyas volt tapasztalhatd. A
Thioridazinum és a Chlorpromazinum nagy hatasfoki hagyomdanyos neuroleptikumok,
amelyeknél az eredmény nem meglepd. A Risperidonum azonban masodik generacios,
amelynél elvarhatd lenne a pozitivabb mellékhatas profil (humén vonatkozasban ez
tapasztalhatd). A Tiapridum és a Haloperidolum okozta a legkisebb tomeggyarapodas
elmaradast.

Az egyes szervekben altaldban a Haloperidolum és a Thioridazinum mutatta a
legnagyobb GST indukcidt és a Tiapridum az alacsonyabbakat. A mdj mint a
detoxifikacios mechanizmusok legfontosabb helyszine, a Risperidonum kivételével
minden kezelésre jelentds GST indukcidval reagalt. A vese, hasonléan a majhoz ¢és a
szivhez jelentés GST indukciot mutatott, a Tiapridum illetve a szivnél a Diazepam
kivételével. Ez a szer csak a majban valtott ki jelentdsebb emelkedést.

Az egyes szervek detoxifikdcios terhelésén kiviil kiilon figyelmet érdemel az agy,
ahol a glutation konjugatumok befolyasolhatjdk a neurotranszmisszié folyamatat. Az
agytorzsi mintdkban az Acepromazinum, a Tiapridum és a Risperidonum kivételével
minden vizsgalt vegyiilet GST indukciot idézett eld, ami GSH konjugatumainak
megjelenését okozhatta az agyszOovetben. Ez befolyasolhatja a glutamaterg
neurotranszmisszid folyamatat, ahogyan azt szamos y-glutamil peptidnél és glutation

analognal leirtdk. A két 0j tipusu neuroleptikum —amelyeket egyenlére nem alkalmaznak
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allatgydgyaszatban—, nem emelte a GST indukcidjat. Elképzelhetd, hogy a GSH
konjugatumok felhalmozodasanak hidnya lehet az egyik oka ezen szerek jelentdsen
kevesebb mellékhatasanak. A hazinyul agytorzsben a Chlorpromazinum és a Xylazin
okozta a legnagyobb GST indukciot.

A gyogyszerek megszintetizalt glutation konjugitumaival is elvégeztem
ugyanazon hatékonysagi vizsgéalatokat mint az alapvegyiiletekkel. A konjugatumok koziil
a Risperidonum és a Chlorpromazinum bizonyult a leggyengébb mig a Thioridazinum és
a Xylazin a legerésebb hatasunak. A sorrend szinte teljesen megegyezik a majban mért
GST indukcié mértékének sorrendjével. A hot-plate teszten azonban a Xylazin a
Chlorpromazinum ¢és a Tiapridum mutatott kisebb értéket. Ez azonban az analgézia
kisebb mértékével is Osszefliggésbe hozhatd, mert a teszt fajdalom ingeren alapul. A
testhdmérsékletet a kezelés utan egy oraval a Chlorpromazinum és az Acepromazinum
csokkentette a legjelentdsebben. Mig az alapvegyiileteknél a Haloperidolum ¢és a
Diazepam. Az 1j tipusu szerek kozll a Risperidonum konjugatuma csekélyebb a
Tiparidumé jelentdsebb hibernaciot idézett eld az alapvegyiiletnél.

A hazinyal GST aktivitasa jelentésen nagyobbnak mutatkozott mint a
laboratoriumi patkanyé. Ez feltételezhetéen annak tudhat6 be, hogy az SPF Wistar
patkany vonalat nemzedékek sora o6ta laboratoriumi koriilmények kozott tenyésztik, joval
kisebb kérnyezeti terhelés éri, mint a hazinyulat. Igy a detoxifikacios rendszere sem olyan
aktiv.

Az eziistkarasz esetében a 1égzésszamot az Acepromazinum és a Thioridazinum
csOkkentette a legjelentésebben és a GSH konjugtumai is hasonldéan hatdsosak voltak. A
Risperidonum és a Haloperidolum nem csokkentette a 1égzésszamot de a glutation
konjugatumai jelentdsen, tehdt a konjugatumok hatékonyabbnak mutatkoztak. A
Diazepam konjugatum azonban emelte a 1€égzésszamot az alapvegyiilethez képest. A GST
indukcidt altaldban az Acepromazinum valtotta ki jelentdsen. Az agyban emellett a
Diazepam ¢és a Thioridazinum. Az 10j tipusi neuroleptikumok alacsony indukcidt
mutattak, a Risperidonum pedig jellemzOen negativ értéket. Feltehetden az
ezilistkaraszban nem a GSH a f6 metabolikus utvonal els6 1épcsdje.

A GST indukciéos  adatokat  vegyliletenkénti  csoportositasban s
Osszehasonlitottam.

Vizsgaltam tovabba a gyodgyszerek ¢és glutation konjugdtumainak hatdsat az
agytorzs bioelektromos tevékenységre. Ehhez egy olyan 0j elvii, analdég és digitalis

tulajdonsdgokat egyesitd multiprocesszoros mesterséges neuronhalozatot (ADNC
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Analog Digital Neural Computer) fejlesztettem és algoritmusait dolgoztam ki, amellyel
128 egységes mikroelektrodatombon keresztiil kétiranyt kommunikaciét valosithattam
meg az ¢l6 idegrendszer egy célzott teriiletével. A rendszer Ujszerlien kozeliti meg a
neuronhdlézat ¢€s az idegrendszer interakcidjat, azt ismeretlen kapcsolasti analog
részeként kezeli. Az ADNC analog és digitalis feliilete a legkorszeriibb mikroelektronikai
hardvereket integral. A digitalis feliilet 9 nagyteljesitményli BS2/SX mikrokontrollerbdl
épiil fel. A tiizelési matrixok detektalasan kiviil algoritmusok alapjan miiveleteket képes
végezni azokon €s eredményeit visszastimulalva kommunikalni képes az idegrendszerrel.

A kezelések hatdsdra a tiizelési gyakorisdg csokkenésével novekedett a
szinkrontiizelés aranya, tehat mérséklodott de egyben rendezettebbé valt az agytorzs
bioelektromos tonusa. Az egyes gyogyszerek tiizelési rata csokkentése, azaz az
alapvegytilet és GSH konjugadtuma kozotti arany szoros Osszefiiggést mutatott a
hatékonysagtesztekkel, nyal esetében a motilitdsi eredményekkel, hal esetében pedig a
1égzésdepresszid mértékével.

Megalapozottnak tiinik az a feltételezés, hogy a trankvillans vegyiiletek, hasonl6an
a narkotikumokhoz a RAS-ban a vezetés depresszidja révén okozhatjdk a
hatékonysagukat. A RAS-aktivitds tiszta hatdsa a ,jel/zaj viszony” ardnyanak
megvaltozasa lehet, az abszolut ingerlékenység valamelyes csokkenése aran. A tiizelési
rata csokkenése mellett ugyanis bizonyos mértékig novekedett a rendezett tiizelési
aktivitds. Vizsgalataim ravilagitanak arra is, hogy a pszichofarmakonok hatdsanak
kozponti idegrendszeri tlizelési matrix elemzésében még rendkiviil széleskorli, )
lehetdségek rejlenek. Tovabb lehetne vizsgalni a szinkron tiizelés természetét és viszonyat
a tlizelési aktivitassal. Célszerti lenne vizsgdlni az ingerlésre adott valaszmintazatok
jellegét, 0sszehasonlitva az egyes kezelések hatasat. Valamint szamos szempontbol és 1j
algoritmussal lehetne elemezni a mintdzatokat, amely kozelebb vihet minket a
trankvillansok kozponti idegrendszerre gyakorolt hatasanak jobb megértéséhez. Sajnos
jelen értekezés terjedelmi korlatai ezt nem teszik lehetévé, igy ez tovabbi

célkitlizéseimként szerepel.

Eredményeim arra utalnak, hogy a vizsgalt pszichoaktiv vegyiiletek GST-
enziminduktiv hatdssal is rendelkeznek. Mindamellett az agyszoveti GST aktivitas révén
a vegyiiletek glutation konjugatumai képzodhetnek az agyszdvetben és mas szervekben

egyarant. A glutation konjugatumok, mas y-glutamil peptidhez és glutation analdégokhoz
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hasonloan, befolyasolhatjdk a kozponti idegrendszeri glutamaterg neurotranszmissziot,
igy hozzéjarulhatnak egyes mellékhatasok kialakuldséhoz is.

Egyes pszichofarmakonok a GST gatlasat idézték eld. Ebben feltehetéleg mas
metabolikus mechanizmusok jatszanak szerepet. A gyogyszerek altal eldidézett specitkus
szoveti hatasokért feltehetden az egyes szervekben taldlhat6 izoenzimek tehetdk feleldssé.

Az eredményekben sorra megmutatkozik a kiilonbség az 1j tipusu és a
hagyoményos vegyliletek kozott. Az ismert mellékhatasok feltételezhetéen szoros
Osszefiiggésben allnak a képzddott glutation komplexek megjelenésével is.

Az eredményeim tiikrében célszerli lenne egyes, a human gyogyaszatban mar
hosszabb ideje bevalt gyogyszerek bevezethetdségét tovabb vizsgalni az allatgyogyaszat
egyes teriiletein. Az 01j generacids neuroleptikumok joval kedvezébb mellékhatas profil
mellett kevésbé terhelik meg a szervezetet. Mérsékeltebbek lehetnek a kronikus kezelések
negativ hatdsai az értékmérd tulajdonsagokra az éllattenyésztés teriiletén is. Mikdzben
hatékonysaguk nem marad el jelentdsen a hagyomanyosan bevalt szerekétol.

Indokolt lehet tehat, a jelentés GST indukciot kivalto gyogyszerek GSH
konjugatumainak tovabbi vizsgalata, a konjugdtumok hatékonysaganak részletesebb
elemzése, szerepének vizsgdlata a mellékhatasok kialakulasaban egyes szervek szintjén és

esetleges interakcidinak felderitése a glutamaterg neurotranszmisszid folyamataval is.

153



8 Uj célkitlizések

Az eddigi vizsgéalataim eredményei felbatoritottak a multiprocesszoros
neuronhalézatok és a kdzponti idegrendszer interakcidjdnak tovabbi kutatasara. A pozitiv
visszajelzések és tobb kutatdintézet érdeklédése tovabb inspiral.

Terveim kozott szerepel egy 128 késdbb 256 processzorbol felépiild neuronhaldzat
kiépitése és algoritmusainak kidolgozasa, amelyben minden egyes elektrédatomb elemet
egy-egy 0nalld processzor feliigyel. Igy nem csak a kommunikacié minéségén lehet
javitani, hanem Osszetettebb algoritmusok is elvégezhetévé valnanak. Meggy6zddésem,
hogy a neuronhdlézat architektirajanak minél inkabb konvergalnia kell az ¢16
idegrendszer struktirdjahoz. Switch rendszer kiépitésével hardver szinten szeretném
emuldlni az idegrendszeri plaszticitas jelenségét.

Az elektrodatomb tovabbfejlesztésével minél tobb idegsejt tiizelésének valos ideji
feldolgozasat szeretném megoldani minél kisebb fizikai beavatkozassal. Meg kivdnom
vizsgalni annak lehetdségét, hogy fizikai kontaktus nélkiil, nagyfrekvencias
elektromagneses impulzusokkal hogyan oldhato meg a kétirdnyu kommunikacié az
idegsejtekkel.

Folyamatosan jelennek meg az ujabb FET bemeneti CMOS differencial erdsitd
IC-k amelyek egyre jobb karakterisztikat mutatnak. Igy az ADNC analog feliiletébe

integralva torekedni kivanok a még precizebb analédg jelfeldolgozasra.

Legujabb, beépitésre még nem Keriilt analog jelfeldolgozo az ADNC-AS —hez.

A neuroleptikumokon kiviil egyéb pszichofarmakonok, mas agytorzsi teriileteken
(pl. kéreg) indukalt valtozasainak regisztralasdra is alkalmassd kivdnom tenni a
neuronhéldzatot. Tanulési algoritmusok kidolgozéasaval a mesterséges neuronhalozat €s az
¢l6 idegrendszer egy magasabb szintli kétirdanyd kommunikacidjanak lehetdségeit

kivanom tanulmanyozni.
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9 Summary

9.1 Introduction

Tranquilizers that have a strong blocking effect on the central nervous system of
vertebrata, reduce stress and aggression, anxiolytics and sedatives that decrease anxiety
have a very significant role in human therapeutics, veterinary practice, animal
experiments as well as in stock-raising. They are the most important medicines used for
the treatment of schizophrenia in human therapeutics. The anxiety and excitement of
psychotic patients decrease, hallucinations and delusions remit or cease as the effect of
the treatment with neuroleptic (antipsychotic) medicine.

The application of a small dose sedates wild and aggressive animals and makes
them treatable. It turns off the natural or artificially evoked anger reactions and fighting,
aggressive behavior. Therefore, they are used in the case of laboratory animals (rodents,
rabbits, monkeys, etc.) in order to be able to perform various operations.

They are also widely used in both veterinary science and breeding. In the case of
smaller, pain-free but unpleasant surgery it makes animals treatable, or — combined with
analgetics — even painful operations can be carried out (neurolepanalgesia). With their
use, the application of the more dangerous hypnotics or narcotics can be avoided.

In the case of livestock breeding they are used mainly to reduce the negative
effects of transportation stress, to protect valuable animals and as a tool in medical
taming. Stress can have a serious negative effect on homeostasis, therefore on
reproduction, growth, capability of resistance and various other breeding parameters.
Therefore, tranquilizers have economic significance and a raison d’étre in the field of
livestock breeding as well.

At the same time, tranquilizers — and neuroleptics in particular- have a significant
number of, sometimes dangerous, side effects (dyskinesia, Parkinsonism, akatisia,
aggressiveness, endocrine-, cardiovascular-, anticholinergic- or haematologic side effects,
etc.). On the long run, this can result in the alteration of the fat and muscle ratio, may
cause behavioral problems, may decrease the index of reproduction, etc. Their application
is also limited because the quantity of chemical agents remaining in livestock is strictly
controlled by the considerations of consumer protection. Statutes of the Ministry of

Health (2/1999. (I1.5) EiM.) and the European Parliament and Council (2377/90/EGK)
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regulate the maximum quantity of animal medicament remains in food, including that of
tranquilizers.

The applied medicaments used to achieve various biological effects — including
the compounds that I have examined — are xenobiotics (are not present in the body
normally.) For their removal from the organism special metabolism enzymes and
transporting mechanisms developed during phylogenesis. Increased metabolism
encumbers the detoxification mechanisms of particular organs to a varying degree. As a
result of this, there is a decreased capacity for protection against other harmful
phenomena. It reduces the immune protection performance of animals which may
influence the quality and quantity of useful production.

A significant number of metabolites of antipsychotic and tranquilizing
medicaments have been identified. However, not all the intermediers are known and it is
not known either what kind of biological effect they have or whether they play a role in
the almost always observable development of side effects or in the evolution of individual
capacity for endurance and toxic effects (DAHL and STRANDJORD, 1977; DOLLERY,
1991; YEUNG et al., 1993; JAVAID, 1994).

I have supposed that some of the above mentioned medicaments (primarily
halogen substituent compounds) with the help of Glutathione-S-Transferase enzyme
(GST), through Glutathione S- Conjugation can metabolize, or rather can be removed
from the organism. If this happens, we can also suppose that the compounds themselves
can have an induction effect on the synthesis of enzymes that are involved in their
metabolism. Therefore, the synthesis of the GST enzyme can also intensify. This way the
glutathione conjugates of tranquillant compounds can be generated in an increased degree
(e.g. in the brain tissue as well). It may also be supposed that the glutathione conjugates
can interact in the central nervous system with proteins and receptors that have a role in
the effect mechanism of tranquilizers. At the same time, glutathione conjugates, similarly
to other y-glutamine peptides and glutathione analogues, can influence the glutamatergic
neurotransmission of the central nervous system. (VARGA et al., 1988; MCMOHAN et
al., 2000; JANAKYet al., 2000; HERMANN et al., 2004). Thus, these compounds can
take effect in the central nervous system in another route, through the blocking of the
stimulating mechanism as well. This way they can also influence the development of side
effects.

One of the main targets of tranquilizers is the formatio reticularis of the brain stem

and the neurons of the reticular activating system (RAS). Based mainly on EEG
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(Electroencephalography) examinations it seems that tranquilizers evoke a typical
synchronous firing phenomenon in the cortex which is probably related to the sedative
effect on the central nervous system. The mechanism for the development of the
synchronization is not known, but we know that the RAS has a crucial role in its
regulation. The EEG examination provides rather indirect information about the operation
of the nervous system, therefore the investigation of various regions of the central
nervous system and the neurons having a role in it is absolutely necessary. To carry this
out we need neuroinformatic methods of investigation. With the help of this the firing of
particular neurons - that is their depolarization frequency -, the alteration of field potential
(developed as a result of the activity of neurons) or the registration or analysis of action
potentials can be examined. Little is known about the nature of firing patterns and their
relation with tranquilizers and their glutathione conjugates’ efficiency, the effect
mechanism of certain compounds. It is not known what kind of firing pattern changes do
these compounds cause in the formatio reticularis.

The evaluation of the firing pattern can be efficient if we can register with as many
electrodes as possible in real time (with an array of 128 electrodes in my investigations.)
It provides a number of other possibilities for examination, if a system like this is also
capable of stimulation, i.e. it is capable of establishing two directional communication
with a targeted part of the central nervous system. An artificial neural network, that shows
a surface analogy with the structure of the living nervous system connected to it, can be
capable of processing such a large amount of data. The amazing development of digital
technology made the practical, neurobiological use of high performance microcontrollers
possible, however, up to the present only very few such applications were created. There
is no bibliographical data that would show that a microcontroller based artificial neural
network would be able to establish two-directional communication through a
multielectrode array with the central nervous system connected to it. Therefore, I aimed at
developing a neuroinformatic system based on new principles and at writing its
algorithms. With the help of this system we can examine the firing patterns in the brain
stem, the operation of the nervous system, the communication of particular areas with
other, distant regions and the effects of tranquilizers and their metabolites on the
electronic activity of the brain stem’s formatio reticularis.

Intensive research is being carried out in order to reduce the significant number of
side effects and to synthesize new, more efficient compounds; therefore the medicaments

are changing from time to time in the medicaments register. It is an important task to
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understand the metabolism of this chemically diverse group of medicaments and its
elimination in animals. The more precise knowledge of the bioelectric activity of the
nervous system and the analysis of the tranquillizer effects on it can help us understand
their effect mechanism better. My investigations can help in testing the new and more
efficient compounds, and in the examination of their biological effects. Experiments on
various animals can provide data regarding which medicaments can be used trustworthily
with which animals and can largely contribute to the exploration of biometabolic ways.

In my dissertation I have examined the effects of some of the tranquilizers (only
partially) used in human and animal therapeutics on GST induction, in different organs of
three animal species. I have tested the possibility of formation of GSH-medicine
conjugates and their biological effects. I have used and developed bioinformatic methods
for measuring GST enzyme activity. | have developed an original, microcontroller based
multiprocessor artificial neural network that integrates both digital and analog
characteristics, as well as its algorithms with which I have examined the effect of
medicaments and their metabolites on the firing pattern of the brain stem. The results of
my investigation are interdisciplinary, from the area of neurobiology and

neuroinformatics.

9.2 Objectives

I examine certain significant medicaments from the compounds with tranquilizing
effect. The selection is based on heterogeneous chemical structure with a similar effect-
profile, on the traditional and new generational classification, and the extent of practical
use in human and animal therapeutics (or in both.)

In my dissertation I am looking for answers and have developed solutions for the

following questions:

1.  The development of a new, microcontroller-based measuring system, its hardware
and software that enables the fast and precise measurement of the enzyme activity
of a large number of biological samples, alongside with the monitoring, analyzing
and evaluating data gained during enzyme kinetic measurements.

2. Are the examined compounds in vitro substrates of GST enzymes? The 1-chloro-2,
4-dinitrobenzene (CDNB) as a toxic xenobiotic is the substrate of the GST enzyme
and the enzyme activity can be measured photometrically by it. Do the examined

medicaments block competitively the development of GSH-CDNB conjugates?
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In which organs and to what extent do some compounds with a tranquilizing effect
generate GST enzyme induction, i.e. the protein synthesis of the new enzyme, gene
expression?

Is there a difference between the GST induction in particular organs Whatof
laboratory rats (Rattus Norvegicus) widely used in laboratory practice; in rabbits
(Orictolagus Cuniculus) that are used as the model for mammal farm animals and in
the case of fish, silver crucian (Carassius Auratus) that holds significance in animal
breeding?

What is the efficiency and applicability of certain medicaments on farm animals
(using rabbits and the silver crucian as models) compared to widespread compounds
used in human and animal therapeutics? Special emphasis is put on the role of first-
and second-generation neuroleptics.

Are the GSH conjugates effective in the case of the above mentioned species? Can
they have a role in the appearance of side effects?

Developing and working out an original multi-electrode diversion system, a multi-
electrode array and an amplifier system based on the newest technology that enables
the examination of the effect of various compounds on the firing pattern of the
neurons in the brain stem.

The development of a new multiprocessor artificial neural network (and related
algorithms) that is able to process in real time the multi-electrode firing sample
matrixes and to establish two-directional communication with the nervous system.
Using the above described system, do the examined tranquilizing compounds cause
firing pattern changes -and if yes, what kind — in the brain stem’s formatio
reticularis? Is there a difference in the case of the firing pattern changes caused by

the GSH conjugates of the same compounds?

Between 1998 and 2007 I have worked in the following institutions
(in chronological order):
University of Debrecen Medical School, Institute of Physiology
Kossuth Lajos University, Faculty of Sciences, Department of Animal Anatomy and
Physiology
University of Debrecen, Faculty of Engineering, Department of Electrical

Engineering
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. University of Debrecen, Centre of Agricultural Sciences, Faculty of Engineering,
Department of Environmental- and Chemical Engineering. Laboratory of

Electrophysiology and Bioinformatics.

9.3 Results

For the complex enzyme kinetic analysis of the huge amount of data (more than
5,000 enzyme kinetic measurements, the same amount of protein content determinations,
that is more than 110,000 data lines) I have developed a microcontroller based processing
system with its algorithms. The 14 (or in the 2nd version 24 bit) A/D converter quantized
the detector’s analog signals with an increased precision. In order to correct the problems
causing inaccuracy I have developed a correcting algorithm, I have tested it and applied
it. For the analysis of kinetic curves I have developed various algorithms (linear section
search, biggest netto product formation section search) for the BS2/SX microcontroller.
The system proved to be successful during processing the great amount of data and during
comparative examinations.

Under In Vitro circumstances all the examined drugs competitively hindered the
formation of the CDNB-GSH conjugates in the presence of GST. All compounds proved
to be the substrates of the enzyme with different affinity and catalyzed the formation of
the GSH drug complex. Thioridazinum showed the most significant blocking in treatment
dose, followed by Tiapridum, Xylazin, etc. During the treatment, a concentration of
similar ratio develops in the organism, which implies the possibility of the formation of
the conjugates.

In all the treated groups of the laboratory rats the GST activity in the liver
increased. The same tendency was observable in the brain stem’s homogenizate as well,
although GST activity was only one-20th or one-30th of that of in the liver. Traditional
neuroleptics — with more side effects — caused less GST induction in general, than new
generational medicaments — causing fewer side effects. In the brain, Haloperidolum and
Chlorpromazinume caused the biggest GST induction. Therefore, the appearance of their

conjugates is the most likely.
The compounds, except for the new generational Risperidonume, caused

significant increase in the kidney as well. In the spleen, GST activity typically decreased

compared to the control. The increase of enzyme activity signals activation of the GSH
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detoxification system. The larger scale it is, the more the substance burdens the defense
capacity of the cells in the given organ. The negative value may show that other
detoxification mechanisms came to the foreground, which distracted the capacity from the
GST gene expression, for which there was no need to a large scale in these cases.

For the decrease of motility in rabbits the Diazepam, the Thioridazinume, and
Tiapridum were the most effective. The Tiapridum, as a new generational neuroleptic
with few side effects did not cause significant GST induction in brains of rats either (as
opposed to Thioridazinum.)

In the case of Hot Plate Tests, only Risperidonum, Haloperidolum and Diazepam
performed badly. The treatments caused hibernation usually on the 3rd or 4th day; for
these the body compensated the following days. There was no body weight gain
observable during treatments. In the case of Risperidonum, Thioridazinum and
Chlorpromazinume weight loss was observed. Thioridazinum and Chlorpromazinume are
high efficiency, traditional neuroleptics, so in these cases this result is not surprising.
However, Risperidonum is second generational, so a more positive side effect profile
would be expected (this is the case regarding humans.) Tiapridum and Haloperidolum
caused the least body weight gain leeway.

Usually, Haloperidolum and Thioridazinum caused the biggest GST induction in
organs and Tiapridum the lowest. The liver, as the most important place of detoxification
mechanisms, reacted with significant GST induction in the case of all treatment, except
for Risperidonum. The kidney, similarly to the liver and heart showed strong GST
induction, except for Tiapridum, or in the case of the heart for Diazepam. This substance
caused significant increase only in the liver.

Apart from the organs’ detoxification load, the brain deserves special attention,

where glutathione conjugates can influence neurotransmission the most.

In the brain stem samples all examined compounds with the exception of
Acepromazinum, Tiapridum and Risperidonum caused GST induction, which could cause
the appearance of GSH conjugates in the brain tissue. This can influence the process of
glutamatergic neurotransmission, as it has been seen in the case of various y-glutamine
peptides and glutathione analogs (VARGA et al., 1988; MCMOHAN et al., 2000). The
two new generational neuroleptics- that are not used in animal therapeutics so far — did

not increase GST induction. It is possible that the lack of accumulation of GSH
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conjugates can be one of the reasons for the fewer side effects of these substances. In the
brain stem of rabbits chloropromazine and Xylazin caused the biggest GST induction.

I have carried out the same efficiency tests on the synthesized glutathione
conjugates of the medicaments as well. From among the conjugates Risperidonum and
Chlorpromazinume proved to have the weakest, while Xylazin and Thioridazinum the
strongest effect. The order is almost the same as in the case of the scale of GST induction
in the liver. In the hot plate test, however, Xylazin, Chlorpromazinume and Tiapridum
showed smaller values. This, however, can be connected to the smaller degree of
analgesia as the test is based on pain stimulus. Body temperature one hour after the
treatment was decreased most significantly by Chlorpromazinume and Acepromazinum.
While in the case of base compounds it was the Haloperidolum and Diazepam. From the
new type of substances, the conjugate of Risperidonum caused less, that of tiparidum
more significant hibernation than the base compound.

It is interesting that the GST activity of rabbits was significantly (sometimes 10
times) larger than that of laboratory rats. This is probably the result of the fact that SPF
Wistar rats have been bred in laboratory circumstances for several generations; therefore
they are less affected by the environment than rabbits are. Therefore, their detoxification

system is less active too.

In the case of silver crucian carp breathing was slowed down most significantly by
Acepromazinum and Thioridazinum and their GSH conjugates were similarly effective.
Risperidonum and Haloperidolum did not slow down breathing but their glutathione
conjugates did so significantly. The Diazepam conjugate increased breathing compared to
the based compound. GST induction was evoked significantly by Acepromazinume; in the
brain also by Diazepam and Thioridazinum. New type neuroleptics showed low induction,
and Risperidonum a negative value. Supposedly in the case of silver crucian carp it is not

the GSH that is the main metabolic path’s first step.

GST induction data have been compared in compound grouping as well.

I also examined the effect of medicaments and their glutathione conjugates on the
bioelectric activity of the brain stem. To achieve this I have developed an original
multiprocessor artificial neural network incorporating analog and digital features (ADNC:
Analog Digital Neural Computer) and its related algorithms, with the help of which we

can establish two-directional communication with a targeted section of the living nervous
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system through a 128 multi electrode array (MEA). The system offers a new approach
towards the interaction of the neural network and the nervous system; it treats it as its

analog part connected to it in an unknown way.

The analog and digital surface of the ADNC integrates microelectronic hardware
of the newest technology. The digital surface consists of 9 high performance BS2/SX
microcontrollers. Apart from detecting firing matrixes it can also perform algorithmic
operations on them and by re-stimulating its result it can communicate with the nervous
system.

As a result of treatments, with the decrease of firing frequency, the ratio of
synchronous firing grew; therefore the bioelectric tone of the brain stem moderated and
became more ordered at the same time. The decrease of the firing rate by certain
medicaments, that is the ratio between the base compound and its GSH conjugate
revealed a close connection with efficiency tests, in the case of rabbits with motility

results, and in the case of fish with the scale of breathing depression.

It seems valid that tranquilizing compounds, similarly to narcotics may be
effective in the RAS as a result of the depression of conduction. The RAS activity’s effect
can be the change of the ratio of the “sign-noise relation”, with the decrease of absolute
irritability. Next to the decrease in the firing rate, the ordered firing activity increased to a
certain degree. My investigations also show that the effects of psychopharmacons in the
central nervous system’s firing matrix still provide new possibilities for analysis. The
nature of synchronous firing and its relation with firing activity should be examined in
more detail. The nature of response patterns for stimulation could be investigated,
comparing the effects of various treatments. Patterns could be analyzed from numerous,
new point-of-views and with new algorithms that would bring us closer to the better
understanding of the effect of tranquilizers on the central nervous system. Unfortunately,

the length of this publication does not allow this so it is part of my future objectives.

My findings show that the examined psychoactive compounds have GST enzyme
inductive effect as well. At the same time, as a result of GST activity in the brain stem the
glutathione conjugates of the compounds can be formulated in the brain tissue or in other
organs as well. The glutathione conjugates, similarly to other y-glutamine peptides and

glutathione analogs can influence the central nervous system’s glutamatergic
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neurotransmission, this way contributing to the development of symptoms of certain side
effects, like that of pseudo parkinsonism.

Certain psychopharmacons caused the blocking of GST. Probably other metabolic
mechanisms play a role in this. Probably the izoenzymes found in the organs are
responsible for the specific tissue effects caused by medicaments.

The results show the differences between the traditional and new compounds. The
known side effects are in a supposedly close relation with the appearance of the formed
glutathione complexes.

Based on my findings, it seems that it would be useful to examine the applicability
of medicaments used successfully in human therapeutics in the case of certain animal
species. The new generational neuroleptics have better side effect profiles and do not
burden the organism so much. The negative effects of chronic treatment could be more
moderate in the case of animal breeding as well. At the same time, their efficiency is not
worse than that of traditional medicaments.

The continued examination of GSH conjugates of those medicaments that cause
significant GST induction may be necessary. The efficiency of conjugates and their role
in the development of side effects on the level of particular organs and the examination of

their possible interaction with the process of glutamatergic neurotransmission.

9.4 The new and original findings of the dissertation

1. During my investigations I have touched upon various fields of study with my
results. In the following, I will summarize my findings according to the nature of the
various disciplines.

2. I have developed a novel microcontroller based hardware and its connected
algorithms for a more effective GST enzyme kinetic analysis of a great amount of
samples. With the help of the system the effect of tranquilizers on GST induction
can be detected and analyzed more precisely.

3. I have proven that Acepromazinum, chloropromazin, Diazepam, Haloperidolum,
Risperidonum, Thioridazinum, Tiapridum and Xylazine medicines with a
tranquilizing effect, all — to a different degree- competitively block the in vitro
development of GST induced CDNB-GSH conjugates. All compounds are
substrates of the GST enzyme and catalyze the formation of medicine-GSH

conjugates.
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As regards the above mentioned compounds in the case of rabbits and silver crucian
carp I established an efficiency order considering the parameters of motility, hot-
plate, body temperature, body weight and breathing.

I showed that Acepromazinum, Chlorpromazinume, Diazepam, Haloperidolum,
Risperidonum, Thioridazinum, Tiapridum and Xylazine compounds resulted in a
different scale of GST enzyme induction effect in the case of particular organs
(liver, brain, kidney, spleen, lungs, heart) of laboratory rats, rabbits and silver
crucian carp.

I showed and compared the efficiency of GSH conjugates of the above mentioned
compounds in the case of rabbits and silver crucian carp (regarding motility, hot-
plate, body temperature, body weight and breathing)

I have developed an original multiprocessor artificial neural network incorporating
analog and digital features and its connected algorithms that can establish two-
directional communication with a targeted section of the living nervous system
through a 128 multi electrode array. The system offers a new approach towards the
interaction of the neural network and the nervous system; it treats it as its analog
part connected to it in an unknown way. With its help — in my present investigations
— the efficiency and effect mechanism of psychopharmacons in the central nervous
system can be examined.

I have found out and compared with the results of an efficiency test the effect of the
synthesized GSH conjugates of the examined drugs on the brain stem’s firing
pattern in the case of rabbits and silver carp.

I have found out that the presumption that the tranquilizing compounds cause the
alteration of the signal/noise ratio of the firing pattern in the upper part of the brain
stem is adequate. Alongside the decrease of the firing rate the synchronized activity

increases proportionately.
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. Alapvegyiilet kezelés utan bekovetkezo tiizelési gyakorisag csékkenése
. Szinkron tiizeld egységek aranyanak valtozdsa kezelés hatasara
. Motilitas csokkenés aranya kezelés hatasara onmagukhoz képest
. GSH konjugdatum kezelés utan bekévetkezo tiizelési gyakorisag csokkenése
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101. abra. A gyogyszerek GSH konjugdtumainak hatékonysdaga a motilitasra az alapvegyiiletekhez képest

102. abra. Tiizelési gyakorisag valtozas a gyogyszer konjugatumaival térténd kezelés hatasara az

alapvegyiilettel valo kezeléshez képest
103. dbra. Kezelés utan bekévetkezo tiizelési gyakorisdag csokkenése
104. abra. Szinkron tiizelé egységek aranyanak valtozasa kezelés hatdsara

105. abra. GSH konjugatum kezelés utin bekovetkezd tiizelési gyakorisag csékkenése

106. dbra. Szinkron tiizelé egységek aranyanak valtozasa kezelés hatdasara

107. abra. A gyogyszerek GSH konjugdatumainak légzésszam csdkkenése az alapvegyiiletekhez képest
108. abra. Tiizelési gyakorisag valtozas a gyogyszer konjugatumaival térténd kezelés hatasara az

alapvegyiilettel valo kezeléshez képest
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Tablazatjegyzék

1. Tablazat. Elterjedten alkalmazott nyugtato - szorongasoldo - altato és antipszichotikus
vegyiiletcsoportok

. Tablazat. Az R és X szubsztituensek a fenotiazin vazon az egyes hatékony vegyiileteknél

. Tablazat. A kisérletek soran vizsgalt neuroleptikumok besoroldsa és kémiai szerkezete

. Tablazat. A vizsgalt vegyiiletek gyogyszerkonyvi elnevezése, dozisa és az alkalmazasi fajok
. Tabldzat. Laboratoriumi patkany kezelési dozisai

. Tabldazat. Hazinyul kezelésénél alkalmazott, korrigalt dozisok.

. Tablazat. Eziistkaradsz kezeléeséenél alkalmazott dozisok.

. Tablazat. Fehérje quantitativ meghatdrozasok szama

O o NN Wi

. Tablazat. Molaris ekvivalencia szamitas kompetitiv gatlas vizsgalathoz

10. Tablazat. GSH egyenérték szamitas a konjugdatum szintézishez

11. Tablazat. Enzimkinetikai mérések szama.
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