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Szerves higanyvegyiilet szubkronikus oralis adagolasaval kivaltott
magasabb idegrendszeri valtozasok vizsgalata patkany kisérletes modellben

HORVATH EDINA, VEZER TUNDE
SZTE Altalanos Orvostudomanyi Kar Népegészségtani Intézet, Szeged

Osszefoglalas: Az ember évezredek oOta ismeri és hasznalja a fémeket mindennapi tevékenysége soran.
Ugyanakkor szamos irodalmi adat all rendelkezéstinkre példaul az élelmiszerlancon keresztiil a szervezetbe jutd
és ott kumulalédo toxikus nehézfémek (higany, 6lom, kadmium stb.) egészségkarositdé hatasairol. A fémek
alkalmazésa elkeriilhetetlen, ezért a pathofiziologias elvaltozasok mechanizmusanak tanulmanyozasa és korai
felismerése, tovabba az altaluk kivaltott toxikus effektusok hatékony megel6zése, gyakorlati szempontbol
nélkiilozhetetlen.

Jelen kisérletiinkben fiatal feln6tt, him Wistar patkanyokat (n=12 patkany/csoport) kezeltiink gyomorszondan
keresztiil 0,50 mg/ttkg és 0,05 mg/ttkg metil-higany kloriddal (MeHg-Cl) 5 héten at. A kisérlet hatodik hetében
az allatok magasabb rendli idegrendszeri valtozasait (spontan motoros aktivitds, pszichomotoros és
szenzorimotoros gatlas teljesitmény, rovid-tavi munkamemoria teljesitmény, motoros koordinacid) vizsgaltuk
komplex magatartas-toxikologiai modszerekkel. Az eredmények azt mutatjak, hogy a kis MeHg-Cl doézissal
kezelt allatok spontan lokomotoros aktivitisa és a nagy dozissal kezelt allatok motoros koordinacioja
szignifikansan csokkent. A szenzorimotoros gatlas teljesitmények mindkét kezelt csoportban szignifikdns
csokkenést mutattak. A kezelt allatok — kontroll csoporttal dsszevetett — pszichomotor, szenzorimotor gatlas és
lokomotor aktivitas-valtozasa valdszinlsiti a MeHg-Cl expozicid kivaltotta tobb kéreg alatti régio (bazalis
ganglion, kisagy) érintettségét. A szubkortikalis kdzpontok koéros miikddését jelzd, megvaltozott funkcionalis
tevékenységek korai detektalasara a kisérletben alkalmazott komplex vizsgalati moédszer megfeleld
érzékenységlinek bizonyult.
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Bevezetés

Régota ismert, hogy a higany (Hg)
kiilonféle kémiai formainak (elemi,
szervetlen és szerves) magas
koncentracioja toxikus hatdst gyakorol a
novényi, allati és emberi szervezetekre.
Egyes tanulményok szerint évente mintegy
5000-7000 tonna higany keriil a Fold also
légkorébe, melybdl 3400-4500 tonna az
emberi tevékenységekbdl szarmazik (1, 2).
Természetes eredetli Hg-szennyezd forrds a
vulkanizmus; az asvanyi iledékekbdl, a
természetes vizekbdl €és a talajbol torténd
gazkiparolgas; az erddtiizek és a higany
tartalmt talaj er6zidja, melyek jelentds
mértékben hozzajarulnak a kornyezetiink
hattérszennyezettségéhez.

A természetes Uton emittalt higany —
ellentétben az emberi tevékenységekbdl
szarmaz6 higany-szennyezéssel — nagy
kiterjedésii foldrajzi teriileteken
detektalhato, s egyenletes eloszlast mutat.
A kommunalis eredetli és a gyogyaszati
tevékenységbol szarmazé hulladék égetése;

az (afrikai, dél-amerikai, azsiai)
aranykitermelés; a klor-alkali ipar; a
mezOgazdasagban hasznalt egyes

novényveédo- és gombadld szerek; a papir-,
festék-, cementipar; a szdrazelemek, a
kapcsolok, a mérdeszkdzok gyartasa; a
gyogyszer- ¢és  kozmetikai ipar; a
széntiizelési  hdéerdmilivek  azok az
antropogén eredetli higanyforrasok,
melyek hozzajarulnak egy ,.globalis
higanykészlet” 1étrehozasahoz (3, 4).

A korabbi kibocsatasokbdl szarmazo
higanykészlet folyamatosan valtozik, foto-
¢s geokémiai reakcidk soran atalakul,
lerakodik, ¢és ismét mobilizalodik (5).
Fontos megjegyezni, hogy az 6ceanok ¢és a
vizfolyasok a higany kritikus lerakodasi
helyei. A leiilepedést kovetéen a higany
gyorsan bekeriil a taplaléklancba oly
moddon, hogy a vizben ¢€l6 baktériumok
felveszik ¢és metil-higannya (MeHg)

alakitjak, mely az alacsonyabb rendii vizi
szervezeteket fogyasztd kisebb-nagyobb
ragadoz6 allatok (capa, tonhal, kardhal)
izomzatdban egyre jobban felhalmozddik
(6, 7).

A FAO és WHO Elelmiszer-adalékok
Ko6zos  Szakértdi  Bizottsaga  (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, JECFA) 2003-ban 1,6 ng/ttkg
un. Idélegesen Elfogadhaté Heti Felvétel
értéket  (Provisional Tolerable Weekly
Intake, PTWI) Aallapitott meg a metil-

higanyra vonatkozoan, melynek
értelmében egy atlagos, 70 kg-os ember
esetében — egészségkarosodas nélkiill —

hetente 112 pg MeHg  bevitel
»engedélyezett” (8). Néhany halfaj (capa,
kardhal) szervezete az egységnyi tomegre
szamitott egy milliomod résznyi higanyt is
tartalmazhat, igy 200 grammnyi halhtisban
akar 200 pg higany is eléfordulhat (9, 10).
A human expozicid potencidlis MeHg
forrasai a kontaminalt élelmiszerek (hal,
kagylo, hal-készitmények, buza), melyeket
az 1950-es években Japanban, és az 1970-
es években Irakban tortént ,,jarvanyszeri”
Hg intoxikaciok igazoltak (11).

A taplalékkal bekeriilt MeHg 90%-a
abszorbedlodik a  gasztrointesztinalis
traktusbol, majd atlépve a biologiai
membran barriereket (vékonybél mukoéza,
kapillaris-membran, vér-agy gat, placenta)
bejut a véraramba(12). A keringésbe jutott
MeHg a kozponti idegrendszer egyes
régidiban (agykéreg, hipokampusz,
stridtum,  kisagy), a  parenchymas
szervekben (mdj, vese), valamint a
csontokban ¢€s az izmokban akkumulalédik
(13). A MeHg els6sorban a kozponti
idegrendszer (KIR) karosodasat okozza. A
Japanban ¢és Irakban lezajlott, tobb ezer
felndttet és gyereket érintd dramai MeHg
mérgezések érdemi informaciokat
nyUjtottak az expozicidval Osszefliggd
korképek klinikai lefolyasarol.

A szubkronikus MeHg mérgezések
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soran a feln6tt betegekben bevezetd
tinetként az  ajkak, wujjak, karok
paresztéziaja, dizesztézidja jelentkezett,
melyhez a betegség manifesztacidjat
kovetoen latotér besziikiilés, cerebellaris
ataxia, izomgyengeség, dizarthria, tremor,
tovabba mentalis hanyatlas, a személyiség

megvaltozasa és memoriazavar tarsult (11).

Szovettani  vizsgalatok igazoltdk a
MeHg okozta neuropathologiai
valtozasokat, melyek szerint 12-20 pg/g
higany koncentracié strukturalis karosodast
okoz a kortex, bazalis ganglionok,
cerebellum és a diencephalon
citoarchitekturajaban (14). A Japanban leirt
mérgezések soran végzett MRI vizsgélatok
kiilonb6z6 mértékli atrofiat mutattak a
cerebellumban és a kortex vizudlis pre- €s
posztcentralis teriiletén. A cerebellum post
mortem szovettani vizsgalatai a granularis
¢s molekularis rétegek vastagsaganak, és a
Purkinje sejtek szamanak csokkenését
mutattdk, melyeken kiviil a periférian
neuronalis degeneracid, demielinizacid
jelei voltak megfigyelhetéek [15].

A fotalis idegrendszer fokozott
érzékenységét jelzi, hogy mig az exponalt
anya nem mutatta a MeHg mérgezés
markans neurologiai tiineteit, addig az
ujsziilottben sulyos cerebralis bénulasok,
siiketség, vaksag, mentdlis retardacid, a
jards, a beszéd fejlodésének lassulasa
jelentkezett (16, 17). Ezen eredmények
megerdsitették azt a feltételezést, hogy a
lipofil MeHg atjut a placentan,
kivalasztodik az anyatejjel és karositja a
fejlddo idegrendszert.

A MeHg komplexeket képez a fehérjék
tiol-csoportjaval, igy megvaltoztatja a
térszerkezetiiket, s ezéltal a sejtek
membran-permeabilitasat (18) Az
intracellularis penetraciot kovetden
hatdssal van a neuronok bioelektromos
tevékenységére, a szinaptikus
transzmissziora. A MeHg neurotoxikus
hatdsa a sejtszerkezetet karositdo hatdson
kiviil a kézponti idegrendszer dopaminerg,

kolinerg, GABAerg, szerotoninerg,
tovabba glutamaterg neurotranszmitter
rendszerekben torténd gatlé hatasaval is
magyarazhat6 (20 21, 22).

Sajat vizsgalataink célja fiatal felndtt
Wistar patkanyokban a szubkronikus
MeHg oralis expozicio okozta funkcionalis
idegrendszeri valtozasok korai detektalasa
volt, kelld  érzékenységli  komplex
magatartds-toxikologiai rendszer
alkalmazaséaval. Azokat a relative alacsony
dozisokat kerestik — a LOAEL (lovest
observed adverse effect level)
tartomanyokon beliill — amelyek a
szubkronikus per os adagolasi séma mellett
az idegrendszer magasabb szintli (tanulds,
memoéria,  koordinacid)  muikodésében
valtozésokat okozhatnak.

A komplex magatartas-toxikologiai
vizsgalatok soran, az ¢érintett teriiletek
funkcionalis valtozasainak detektalasahoz,
az allatok spontan késztetés aktivitasat,
jjesztési reflex reakcidjat, szenzorimotor
gatlasat, motoros koordinaciojat és rovid-
tava memoria teljesitményét mértiik.

Anyag és modszer

Allatok és kezelés

A magatartas-kisérletekhez fiatal, felndtt
(10 hetes, 160+20 g induld testtomegii)
him Wistar patkdnyokat hasznaltunk,
melyeket kontrollalt allathazi koriilmények
kozott (12-12 oréds fény-sotét ciklus, 22+2
°C hoémérséklet, 60+10 % paratartalom)
tartottunk. A hét hétig tartd vizsgalati id6
soran a patkanyok az ivovizhez korlatlanul,
a normal ragcsalotaphoz — a 6 hetes
jutalom-stratégian alapul6 térbeli memoria
tesztek alatt — azonban csak a vizsgalatot
kovetden, naponta maximum 60 perces
id6tartamra férhettek hozza. Az allatok két
csoportjat  (12-12 patkdny) a térbeli
memoria vizsgalat 8. napjatol kezdddden, 5
héten at, heti 5 alkalommal kezeltiik
napraforgd olajban oldott, 0,05 mg/ttkg
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illetve 0,50 mg/ttkg metil-higany klorid
(MeHg-Cl) doézisokkal, mig a harmadik
(kontroll) csoport (12 patkany) napraforgd
olajat (1,0 ml/ttkg) kapott gyomorszondan
keresztiil. Az allatok testtomegét — a
magatartds  vizsgalatokat kovetéen —
naponta mértiik.

Magatartas-toxikologiai vizsgalatok

Tanulas és rovid-tavu térbeli memoria
vizsgalata 8-karu sugaras utvesztoben

A térbeli memoria vizsgalatokat allando
berendezést, kb. 30 lux megvilagitasa
szobaban elhelyezett 8-karu  sugaras
utvesztében (Columbus Instrument, USA)
végeztiik 6 héten at, melyre a szoktatas €s a
bevésés iddszakaban heti 6 napon at, a
tovabbi fazisokban heti 5 napig 8.00 és
14.00 o6ra kozott keriilt sor. A vizsgalat
masodik  hetétél  dokumentiltuk a
késziilékbe  helyezett  allatok  futdsa
kezdetének ¢és végének az idejét, a karokba
valaszok szadmat, valamint a forgasok
iranyat. A kapott adatokbol
tovabbszamoltuk a futasok idOtartamat; az
Osszes, a helyes és a hibés, valaszok
szamat; a naponkénti ¢és hetenkénti, az
egyéni, valamint déziscsoport
teljesitményt. A térbeli memoria vizsgalat
elsé — kezelés nélkiili — hetének 6 napos
szoktatasi ideje alatt az  allatokat
tobbesével, majd egyesével — a csoportokat
a novekvd kezelési dozisoknak megfeleld
sorrendben —, napi 2 alkalommal 10-10
percig az TUtvesztdbe tettiik, melynek
centralis ¢s  oktogonalis elrendezésii
karjaiba el6zdleg — egyenletesen elosztva —
kisméreti jutalomfalatokat helyeztiink el.
A szoktatés alatt fokozatosan
csokkentettik az egyszerre késziilékbe
helyezett allatok szamat és a ,,jutalom
falat” mennyiségét gy, hogy az utolsod
napon mar csak 1-1 falat keriilt a karok
legtavolabbi pontjadba és az allatok is

egyesével lettek a késziilékbe téve. A
vizsgalat addig tartott, mig egy allat
valamennyi kar legtavolabbi pontjaba
egyszer be nem futott. A karok végében
megtalalt és elfogyasztott ételdarabkakat
az adott allat vizsgalata alatt nem potoltuk,
igy a szoktatds végére valamennyi patkany
megtanulta a ,jutalom” elérésének

crer

A memoéria vizsgalat maésodik — a
kezelés els6 — hetében végzett 6 napos
bevésés soran az allatoknak a napi
egyszeri, maximum 10 perces vizsgalat
alatt a késziilék valamennyi karjanak
legtdvolabbi ~ pontjaba  kellett  egy
alkalommal befutniuk. A bevésés fazisdban
napi/heti, egyéni/csoport teljesitményeket
szamoltunk.

A magatartds vizsgalatok harmadik,
tovabba o6todik és hatodik heteiben
végeztiik el a 2, 3 és 4 6rés térbeli munka-
memoria teszteket. Ebben a fazisban az
allatok napi két alkalommal futottak. A
patkanyoknak az elsd futtatast kovetd 2, 3,
illetve 4 6ra mulva annak a négy karnak a
legtavolabbi  pontjdba  kellett elfutni,
melyekben az elsé futas soran még nem
jartak. A kordbban mar latogatott karba
torténd visszatérések hibanak szamitottak.
Az allatok teljesitményét a korabbi hetihez
hasonl6an szdmoltuk.

A magatartds vizsgalatok negyedik — a
kezelés harmadik — hetében napi egyszer
teszteltiik a patkdnyok referencia memoria
teljesitményét. Ebben a fazisban az
allatoknak csak abba a négy karba kellett
egyszer befutniuk, amelyeket a korabbi
vizsgalati fazisok soran (bevésés, 2 Oras
munka memoria) eldnyben részesitettek,
azaz elsOként latogattak meg.

Motoros koordindacio vizsgalat rotarod
késziilékben

A patkanyok motoros koordinéciojat
egyenletesen gyorsuld, 2-10 rpm sebességli
rotarod késziilékkel (ROTA-ROD for rats
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47700, Ugo Basile, Italy) teszteltiik; ennek
Iényege, hogy az allatoknak egy vizszintes
tengely koriil egyenletesen gyorsulva forgd
dob tetején — folyamatosan Iépkedve,
illetve futva — kellett fennmaradniuk. A
szoktatdst hat héten 4&t, heti egy
alkalommal (ugyanazon napokon)
végeztikk, a térbeli memoria vizsgalatot
kovetden. A hetedik héten, az 5 perces
vizsgéalati id6 alatt a  patkdnyok
fennmaradési id6tartamat és
mozgasmintazatat regisztraltuk, valamint a
motoros koordinacid teljesitményét is
kiszamoltuk.

Spontan lokomotoros aktivitas vizsgalat
open field kesziilékben

A memoria teszteket kdvetden, a vizsgalat
hetedik hetének elsd napjan — csupan egy
alkalommal — 8.00 ¢és 14.00 o6ra kozott a
patkanyok spontan késztetés aktivitasat
mértiik open field késziilékben (open field
box CONDUCTA, Experiment, Hungary).
Az éllatokat — akklimatizacié céljabol — a
kisérlet megkezdése elétt 20-30 perccel a
kb. 30 lux megvilagitasu teszthelyiségbe
vittiik, ahol egyesével helyeztilkk 6ket a
miiszer centrdlis részébe. Az open field
késziilékhez tartozd szoftver segitségével
10 percig regisztraltuk az 4allatok altal
megtett Ut hosszat, a helyvaltoztatd
mozgassal toltott i1d6t, az elinduldsok,
illetve nekiiramodasok szamat, a
helyzetvaltoztatd mozgéssal toltott idot és
idészakok szamat, az agaskodasra, illetve
felegyenesedésre forditott iddt, valamint e
szakaszok szamat, tovabba az aktiv
mozgas nélkiil t6ltott idészakok szdmat és
hosszat.

Pszichomotoros reakcio és
szenzorimotoros gatlas vizsgalata ijesztési
reflex késziilékben

Az akusztikus ijesztési reflex egy hirtelen,
nagy intenzitasi hangingerre adott, teljes
testizomzat Osszehuzodassal jaro

valaszreakcio([24).

A vizsgalat hetedik hetének elsd napjan
— egy alkalommal - a patkdnyok

akusztikus jesztési reflexét egy
hangszigetelt, 16x28%x18cm méretli
plexidoboz aljan elhelyezett

piezoelektromos erdmérd (Responder X
System, Columbus Instruments, USA)
segitségével vizsgaltuk. Az allatokat
kozvetleniil a rotarod teszt utin egyesével
helyeztiik be a reflexkésziilékbe. A 10
perces akklimatizaciot kovetden, tiz
alkalommal egymas utan, 15 sec-ként, 200
ms-ig tartd, 110 dB intenzitasu, 5 kHz
frekvenciaji hangingerrel valtottuk ki az
jjesztési reflex reakciot (acoustic startle
reaction, ASR). Azokat az izom-
kontrakciokat  tekintettik ,,zaj-pozitiv
valasz”’-nak, melyek az 50 g tomeg altal
kifejtett stlyerdnél nagyobb erét hoztak
létre. A szoftver a ,,zaj pozitiv valaszok”
latencidjat,  csucsamplitidojat és a
csucsamplitudd eléréséhez sziikséges 1dot
automatikusan regisztralta. A hangingerlést
kovetd 10 perces nyugalmi szakaszt
kovetden a vizsgalatot megismételtiik ugy,
hogy az ijesztési reflexet kivaltd (fent leirt
paraméterekkel rendelkezd) 6 akusztikus
ingert 200 ms-mal megeldzte egy 73 dB-
es, 1 kHz-es, 500 ms-ig tart6, un.
figyelmeztetd — pre-pulse gatlast kivalo —
sipsz6. Az igy kivaltott zaj-pozitiv
reakciok jellemz0 paramétereit ismét
dokumentéltuk. Az adatokbdl pre-pulse
gatlas teljesitményt (pre-pulse inhibition;
PPI %) szamoltunk [25].

Statisztikai értékelés

Az eredmények statisztikai értékelése
SPSS 9.0 for Windows programmal tortént.
Az egyes vizsgalatok adatainak eloszlasat
Kolmogorov-Szmirnov teszttel vizsgaltuk.
Azokndl a  vizsgalatoknal,  melyek
eredményei normal eloszlast mutattak, az
adatanalizishez egytényez6s variancia-
analizist alkalmaztunk; igy az open field,
rotarod, akusztikus ijesztési reflex és pre-
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pulse  gatlas  kisérleti  eredmények
kiértekelését ANOVA-val végeztiik, majd
post hoc Scheffe-tesztet hasznaltunk. A
térbeli memoria vizsgalat nem-normal
eloszlast ~mutatdé  eredményeit non-
parametrikus ~ Kruskal-Wallis  teszttel
elemeztiik. Az eltéréseket valamennyi
esetben p<0,05-t6]1 kezdddden tekintettiik
szignifikansnak. A vizsgéalatot a Szegedi
Tudoményegyetem Szent-Gyorgyi Albert
Orvos- és Gyogyszerésztudomanyi
Centrum Regionalis Human
Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsaga
engedélyezte.
Eredmények

A kognitiv funkciovaltozasok (térbeli
memoria, tanulds)

Az Othetes kezelési periddus alatt végzett
kognitiv magatartas vizsgalatok soran a
kezelt csoportok memoria teljesitménye
nem valtozott meg jelentésen a kontroll
csoportéhoz képest (1., II. tablazat). A 0,50
mg/ttkg MeHg-Cl doézissal kezelt allatok
memoria teljesitménye a bevésés, a
referencia- €és a 2 6Ords munkamemoria
vizsgalati periodusokban csokkend
tendenciat mutatott mind a kontroll, mind a
0,05 mg/ttkg dozissal kezelt allatokhoz
képest. Az allatok kognitiv vizsgalatanak
kiilonboz6 fazisai soran lejegyzett futdsi
idok alakuldasdban nem tapasztaltunk
markans kiilonbségeket a kezelt csoportok
kozott a szubkronikus kezelést kovetden
(L., 1. tablazat).

I TABLAZAT: A kezelési csoportok (n=allatszaim/csoport) térbeli memoéria teljesitmény (%) heti
atlaganak alakulasa (atlagtSD) az egyes kognitiv magatartas vizsgalati fazisokban.

TABLE I.: Development of the animals’ (n=number of animals/group) spatial memory
performance (%; mean*SD) during the periods of the spatial memory experiment

Vizsgalati MeHg-Cl Kognitiv magatartas A kezelési csoportok heti atlagteljesitménye (%)
hetek kezelési vizsgalati fazisok (atlag+SD) a vizsgalati fazisokban
hetek (Weekly memory performance (%) during the periods of
. the behavioral experiment; mean+SD)
(Experi- | (Weeks of , y Kontroll 0,05 mg/ttkg 0,50 mg/ttkg
mental | the MeHg-Cl |  (The periods of the cognitive (Control) (0.05 mglkg b.w) | (0.50 mglkg b.w.)
weeks) treatment) behavioral experiment) (n=12) (n=12) (n=12)
1. - Szoktatas - - -
(1% (Adaptation)
2. 1. Bevésés 0,75+0,24 0,84 £0,12 0,73 £ 0,06
(2™) (1% (Acquisition)
3. 2. 2 oras térbeli munka memoria 0,38 £ 0,07 0,35+0,12 0,34 £ 0,12
(39 (2™) (Working memory 2 hr)
4. 3. Referencia memoria 0,41 £0,21 0,40+0,19 0,24 £ 0,01
(4™ (39 (Reference memory)
5. 4. 3 oras térbeli munka memoria 0,28 +0,11 0,37 + 0,07 0,36 +0,11
(5™ (4™ (Working memory 3 hr)
6. 5. 4 oras térbeli munka memoria 0,45+0,11 0,32 + 0,06 0,42 +0,13
(6™ (5™ (Working memory 4 hr)




II. TABLAZAT: A kezelési csoportok (n=sllatszam/csoport) heti atlag futisidejének (sec)
alakulasa (atlagtSD) a kognitiv magatartas vizsgalati fazisokban.
TABLE II.: Change of rats’ (n=number of animals/group) running time (sec) during the

periods of the spatial memory experiment (mean+SD).

Vizsgalati MeHg-CI Kognitiv magatartas A kezelési csoportok heti atlag futasideje (sec)
hetek kezelési vizsgalati fazisok (atlag+SD) a vizsgalati fazisokban
hetek (Weekly running time (sec) during the periods of the
. behavioral experiment; mean+SD)
(EXP‘:"I' (Weeks of e periods of the coani Kontroll 0,05mglttkg | 0,50 mglttkg
mental | the MeHg-CI (The periods of the cognitive (Control) (0.05 mg/kg b.w.) | (0.50 mg/kg b.w.)
weeks) treatment) behavioral experiment) (n=12) (n=12) (n=12)
1. - Szoktatas - - -
(1% (Adaptation)
2. 1. Bevésés 108,39 + 28,04 | 97,33 +30,66 | 90,72 + 90,72
(2™) (1% (Acquisition)
3. 2. 2 oras térbeli munka memoria 59,10 = 7,38 97,00 £49,79 | 63,40 £ 63,40
(39) (2™) (Working memory 2 hr)
4, 3. Referencia memoria 65,87 £25,06 | 67,50 £16,01 57,10+ 57,10
(4™ (39) (Reference memory)
5. 4, 3 oras térbeli munka memoria 101,40 £45,17 | 135,43£106,25 | 62,03 £ 62,03
(5™ (4™ (Working memory 3 hr)
6. 5. 4 oras térbeli munka memoria 54,43 +£17,17 | 93,43 +£55,13 | 45,33 £45.33
(6™ (5™ (Working memory 4 hr)
A motoros koordinacio rotarod  teljesitménye  szignifikdnsan

A vizsgalat hetedik hetében végzett
motoros koordinacids vizsgalat eredményei
azt mutattak, hogy a 0,50 mg/ttkg dozisu
MeHg-Cl-dal kezelt csoport 5 perces

csokkent a kontroll és a 0,05 mg/ttkg
dozissal kezelt csoportokhoz képest. A 0,05
mg/ttkg dozissal kezelt allatok rotarod
teljesitményében a MeHg-Cl expozicid
nem okozott jelentds csokkenést (1. abra).

dézisok(mg/ttkg)
(doses mg/kg b.w.)

0,5

0,05

kontroll
(control)

(sec)

0

50

100 150

200

250

300

350

1. Abra: 4 kezelési csoportok 5 percig mért rotarod teljesitményének alakulasa (atlag+SD).

Ordinata: kezelési csoportok; Abszcissza: az allatok fennmaradasi ideje a rotarodon (sec)
*p<0,05 a kontroll csoporthoz; # p<0,05 a 0,05 mg/ttkg MeHg-Cl kezelt csoporthoz viszonyitva

Fig. 1.: The rats’ rotarod performance measured in five minutes (mean=SD).
Ordinate: treatment groups; Abscissa: time of stay at the top of the rotating rod (sec)
* p<0.05 vs. the control group; # p<0.05 vs. the 0.05 mg/kg b.w. MeHg-Cl treated group



A spontan lokomotoros aktivitas

Az open field teszt eredményei azt
mutattak, hogy a 0,05 mg/ttkg MeHg-Cl
dozissal kezelt csoport 10 perces teljes
spontan explorativ aktivitasa
szignifikansan csokkent a kontroll és a
0,50 mg/ttkg dozissal kezelt csoportokhoz
képest. A kis dozissal kezelt csoport

elsésorban a vertikalis irdnya (agaskodas)
mozgéaskomponens jelentds csokkenése
eredményezte. A 0,05 mg/ttkg dozissal
kezelt csoportban emellett az aktiv mozgas
nélkiil (mozdulatlanul) t61t6tt id6, valamint
a lokalis helyzetvaltoztatd (mosakodas
aktivitasi) id6 szignifikans emelkedése is
¢szlelhetd volt. Ezek a kiilonbségek a 0,50
mg/ttkg dozissal kezelt csoportokhoz

késztetés  aktivitdsanak — mérséklodését viszonyitva szintén szignifikdnsnak
mutatkoztak (2A, 2B ébra).
doézisok(mg/ttkg)
(doses mg/kg b.w.
05 -
0,05 { *
kontroll .
(control) | | | | | | (sec)
510,00 520,00 530,00 540,00 550,00 560,00 570,00 580,00 590,00 600,00

2/A abra: A kezelési csoportok 10 perces spontdan lokomotoros aktivitasanak alakuldsa

(atlag+SD).

Ordinata: kezelési csoportok; Abszcissza: a kezelési csoportok aktiv mozgassal tolt6tt ideje (sec)
*p<0,05 a kontroll csoporthoz; # p<0,05 a 0,05 mg/ttkg MeHg-Cl kezelt csoporthoz viszonyitva

Fig. 2/A: The rats’ spontaneous locomotor activity during 10 minute session (mean+SD).
Ordinate: treatment groups; Abscissa: duration of the total locomotor activity of the treatment groups (sec)
*p<0.05 vs. the control group; # p<0.05 vs. the 0.05 mg/kg b.w. MeHg-Cl treated group



Kontroll 0,05 mg/ttkg
(Control) (mg/kg b.w.)

21,91%
33,03%

44,04%
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3,83%
19,11% 27,76%

0,5 mg/ttkg
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2/B abra: A teljes spontdan lokomotoros aktivitas négy f6 mozgastipus komponensének ardanya
(%) a kezelési csoportokban.
* p<0,05; ** p<0,01 a kontroll csoporthoz; # p<0,05; ## p<0,01 a 0,05 mg/ttkg MeHg-Cl kezelt csoporthoz
viszonyitva

Fig. 2/B: Distribution (%) of the time spent with the main components of the spontaneous
locomotor activity.
* p<0.05; ** p<0.01 vs. the control group; # p<0.05; ## p<0.01 vs. the 0.05 mg/kg b.w. MeHg-Cl treated group

Az ijesztési reflex reakcio és a
szenzorimotoros gatlds

A vizsgélat hetedik hetében végzett ASR ¢és
PPI eredmények a patkdnyok csokkent
pszichomotor miikodését jelezték. Mindkét
MeHg-Cl doézissal kezelt csoportban a pre-
pulse gatlas mértéke jelentds és dozistiiggod
csokkend tendenciat mutatott a kontroll
csoporthoz viszonyitva.

Valamennyi kezelt éllat ,,zaj-pozitiv’ ASR
valaszainak latencidja, cslcs- és atlag
amplitaddja, és a csucsamplitddd elérési
ideje  mérsékelt csokkend tendenciat

mutatott a kontroll allatokhoz képest. A
kezelt allatok pre-pulse gatlast kovetd ASR
valaszai, a latencia és a csucsamplitudd
elérési idejének értékei a kontroll allatok
valaszaihoz képest lecsokkentek.

A 0,50 mg/ttkg dozissal kezelt patkanyok
csucsamplituddja  szignifikdnsan ndve-
kedett a 0,05 mg/ttkg dozissal kezelt
csoporthoz viszonyitva, illetve az atlag
amplitidok nagysaga jelentds emelkedést
mutatott a kontroll csoporthoz képest (3.
abra, III. tdblazat)



dozisok(mg/ttkg)
(doses mg/kg b.w.)

0,5 | #
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3. abra: A kezelési csoportok szenzorimotor gatlds teljesitményének (PPI %) alakuldsa
(atlag2SD).
Ordinata: a kezelési csoportok; Abszcissza: a PPI teljesitmények (%);
* p<0,05 a kontroll csoporthoz; # p<0,05 a 0,05 mg/ttkg MeHg-Cl kezelt csoporthoz viszonyitva

Fig. 3.: Senzorimotor performance of the treatment groups (PP1%) (mean+SD).
Ordinate: treatment groups; Abscissa: the PPI performance (%);
*p<0.05 vs. the control group; # p<0.05 vs. the 0.05 mg/kg b.w. MeHg-Cl treated group

III. TABLAZAT: A kezelési csoportok ASR és pre-pulse gatlast koveté ,,zaj-pozitiv” valaszainak
paraméterei (atlagtSD).
* p<0,05 a kontroll csoporthoz; # p<0,05 a 0,050 mg/ttkg MeHg-Cl kezelt csoporthoz viszonyitva
TABLE III.: Parameters of noise-positive acoustic startle responses (ASR) without and with

pre-pulse stimulus (PPI) of control and treated animals (MeantSD).
*p<0.05 vs. the control group; # p<0.05 vs. the 0.05 mg/kg b.w. MeHg-Cl treated group

Vizsgalat Kezelési Az ASR és PPI vizsgalatok mért paraméterei a kezelési csoportokban
csoportok (Measured parameters of the noise positive responses int he ASR and PPI tests of the control
(mglttkg) and treated groups)
Latencia id6 Csucs amplitadé Csucs ampl. Atlag PPI %
(ms) elérési idé amplitado (%)
(Senzori- (9) (ms) (9) (Performance of

motor (Groups; (Onset (Peak amplitude; g) (Peak time; (Average the pre-pulse

tests) mglkg b.w.) | latency; ms) ms) amplitude; g) inhibition; %)
kontroll 18,16£1,86 388,90+128,82 27,524+2,77 86,72+33,26 -
(control)

ASR 0,05 17,09+4,55 297,38+131,84 24,74+6,52 68,31+30,36 -
mg/ttkg
0,50 16,74+4,86 314,85+£197,77 24,38+6,76 75,40+49,84 -
mg/ttkg
kontroll 19,1542,69 220,96+117,53 26,77+6,14 44,77+£22,72 51,06+27,11
(control)

PP 0,05 17,10+1,30 168,97+7,089 24,16+2,06 48,01+12,72 12,18+10,99 *

mglttkg
0,50 17,61+3,62 333,01£129,24 # | 24,67+4,02 74,39+23,71 * | 4,20423,74 #
mglttkg




Megbeszélés
Kisérletlinkben szubkronikus MeHg-Cl
expoziciot modelleztiik fiatal, feln6tt
Wistar patkanyok per os 5 hetes
kezelésével. A dozisvalasztast a NOEL-
értékbol kiindulva 0,50 mg/ttkg és 0,05
mg/ttkg-ban hataroztuk meg.

A kognitiv magatartas vizsgalatok
eredményei és az intézetiinkben korabban
5 hétig gyomorszondaval adagolt MeHg-Cl
0,50 mg/ttkg dozissal végzett kisérletekben

tortént szoveti (vér, agykéreg,
hipokampusz, femur) Hg-tartalom
meghatarozasok adatai alapjan

valoszintsithetd, hogy az 5 hétig per os
adagolt MeHg-Cl mindkét kezelési csoport
allatainak emészt6 traktusabol felszivodott,
¢s a fiziolégids membran barriereket
atlépve bejutott a kdzponti idegrendszerbe
(25).

A MeHg moduldlja a centralis
neuronalis koroket és/vagy neurokémiai
rendszereket, mely a transzmitterek
szintézise, kibocsatasa, felvétele, vagy a
depolarizacidos  fesziiltség  csokkentése
révén valosul meg (16, 26).

A striatalis dopaminerg rendszer felelds
a lokomotoros aktivitds, a figyelem, az
explorativ viselkedés, a motivacio és a
jutalmazas  kialakitdsédért. A dopamin
rendszer ¢és a MeHg kolcsonhatasara
iranyuld vizsgalatokbol kideriilt, hogy a
MeHg noveli az extracellularis
dopaminszintet a patkdnyok striatalis
szoveteiben [27]. A mezolimbikus ¢és
nigrostriatalis dopaminerg palyak sériilései
pedig az extrapiramidalis mozgasvezérlés
és a szenzorimotoros integracidé zavarat
okozzk.

Az oOthetes kezelést kovetden elvégzett
open field tesztben a 0,05 mg/ttkg MeHg-
Cl dozissal kezelt csoport 10 perces teljes
lokomotoros aktivitasa  szignifikans
csokkenést mutatott, melyet elsésorban a
vertikdlis (4gaskodas) iranyu aktivitas
redukcioja eredményezett. Emellett a nagy
dozissal kezelt allatok markans

koordinacids teljesitmény-csokkenése
utalhat még a fent emlitett régiok
érintettségére.

A PPI% a szenzorimotoros gatlas
mértékét jellemzi. A PPl esszencialis
folyamat, amely a szenzoros bemenetre
adott automatikus motoros valaszt jelenti.
A skizofrénia és mas  kognitiv
abnormalitasokkal jaréd neurologiai
betegségekben  is  tapasztalhato a
szenzorimotoros gatlas csokkenése (28). A
gatlas (PPI) folyamatat a kortiko-striato-
pallido-pontin palyaval (ASR) Osszefiiggd
kortiko-striato-pallido-talamikus palya
szabalyozza. Human ¢és allatkisérletes
pszichofarmakologiai vizsgalatokkal
igazolt, hogy egyes neurotoxikus agensek
(alkohol, dopamin agonistak) hatasara a
PPI paraméterek alakulasa a reguldcioban
résztvevo neurokémiai anyagok
valtozésainak  tudhaté be (glutamat,
acetilkolin, dopamin) (29).

A mindkét kezelési  csoportban
szignifikdns eltérést mutatd pre-pulse
gatlds a szenzorimotoros €és a motoros
apparatus egyideji funkcionalis
karosodasara utal.

Vizsgalati modellrendszertinkkel kapott
eltérésekbdl kovetkeztethetliink arra, hogy
melyek azok a paraméterek ¢és célzott
vizsgalatok, melyek fokozottan érzékenyek
a relative alacsony doézisti szubkronikus
MeHg-Cl  oradlis  adagolds  okozta
neurologiai elvaltozasok korai
detektalasara (open field aktivitas, PPI %
teljesitmény), és melyek azok a tesztek
(rotarod, 8-kart sugaras utvesztd), amelyek
pedig a magasabb koncentracié okozta
magatartasvaltozasok regisztralasara
hasznalhatok.

Jelen kisérletiink eredményei alapjan
megallapithatjuk, hogy a  komplex
magatartas-toxikologiai vizsgalati modell-
rendszeriinkkel, mar a 0,05 mg/ttkg dozisu
MeHg-Cl szubkronikus ordlis expoziciot
kovetden regisztraltunk magasabb renda
idegrendszeri  eltéréseket, melyek a



neuronalis miikodés hatterében allo egyes
agyrégiok érintettségére utalnak.

fgy igazolttd véalt a komplex magatartas
tesztek alkalmazhatdsaga a neurotoxikus
xenobiotikumok okozta effektusok korai

detektalasara, illetve a mérgezések nyomon
kovetésére. Ezen komplex magatartés
vizsgalati metodika segitségével lehetdség
nyilhat mas neurotoxinként viselkedd
xenobiotikumok  okozta  idegrendszeri
valtozéasok vizsgalatara is.
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Examination of higher neurological functional changes in rats elicited by
the dosage of an organic mercury compound

Abstract: Metals have been known and used by mankind long since. An ample body of literature data is
available about adverse effects of heavy metals like mercury, lead, or cadmium. In spite of their toxic effects, the
usage of metals is inevitable, which finally results in continuous exposure of the population. Consequently, the
examination of the toxic effects of metals and their underlying mechanisms is essential in practical aspect. In the
present experiment, low dose subchronic exposure was modelled. Young adult male Wistar rats were treated with
methyl-mercury chloride (MeHg-Cl), per os by gavage (n=12 rats/group) with doses of 0.50 mg/kg b.w. and 0.05
mg/kg b.w., for 5 weeks (5 times a week). The effects of MeHg-Cl on higher order functions of the brain were
investigated by a complex behavioral-toxicological approach (spontaneous locomotor activity, psychomotor
performance, sensomotor inhibition, short term memory performance, motor coordination). Significant decrease
of the spontaneous locomotor activity was found in the low dose group, and of the motor coordination in the
high dose group. Pre-pulse inhibition performance (PPI %) indicated significant diminution in both treated
groups. The simultaneous changes of psychomotor, sensomotor gating and locomotor activity detected refer to
the dysfunction of certain subcortical regions (basal ganglia and cerebellum). Accordingly, the applied complex
methodology enables early recognition of the neurological dysfunctions caused by MeHg-Cl.

Keywords: methyl-mercury chloride, spatial memory, spontaneous locomotor activity, motor coordination,

senzorimotor performance
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