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PER 0% MN-EXPOZICIA MOPELLEZESE ES FUNKCIONALIS IDEGRENPSZERI
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Osszefoglalas: A mangan (Mn) az ember szamara nélkiilozhetetlen nyomelem, ugyanakkor nagyobb
mennyiségben a szervezetbe keriilve karositja az idegrendszert. A hegesztés, banyaszat, és a Mn-tartalmu
novényvédo szerek jelentdsek, mint foglalkozasi expozicids forrasok. A lakossag benzin-adalékanyag (USA),
tovabba szennyezett élelmiszer (Japan, Torokorszag) vagy ivoviz (Gordgorszag, Ausztralia) altal exponalodhat.
Tartos kitettség mellett a Mn kumulalodik a kozponti idegrendszerben, aminek kdvetkeztében
neurodegeneraciora utald tiinetek alakulhatnak ki (manganizmus). A Parkinson-kérhoz hasonld, altalaban tobb
éves expozicié utan megjelend tiinetek kialakuldsdban a dopaminerg, GABAerg és kolinerg rendszer karosodasa,
valamint a mitokondriumok miikddésének zavara egyarant szerepet jatszik.

A Mn-expozicié idegrendszeri funkcidkra gyakorolt funkciondlis hatdsanak mielobbi kimutatasahoz
elektrofiziologiai modszereket alkalmaztunk. Korabbi kisérleteink alapjan a patkany bajuszmezdjének kettos
ingerlésével kivaltott szomatoszenzoros agykérgi potencidlok mas mitokondrialis toxinok (3-nitropropionsav,
MK-801) hatasai esetében érzékeny paraméternek bizonyultak. Ebbol kiindulva kisérleteinkben altatott patkany
primer szomatoszenzoros kérgérdl kivaltott potencialokat vezettiink el kettds ingerléssel kiilonb6z6 interstimulus
intervallumokkal. Az elektrofiziologiai regisztralast megel6z6 kezelés 6 hétig tartott. Ez alatt az allatok 2,5
mg/ml koncentracidban, az itatovizben oldva kaptak a MnCl,-ot, majd a kezelési periddus végén allatonként 2
felvételt regisztraltunk. A kivaltott potencialok latencia és amplitidé értékeit vizsgaltuk, valamint kiszamitottuk
a kettds kivaltott potencialok megfeleld paramétereinek (masodik:elsé) aranyat. Az elektrofizioldgiai vizsgalatok
utan az allatok hasi aortajabol vett vérbol meghataroztuk a Mn koncentraciot.

A per os kezelés hatasara a kontroll csoport adataihoz viszonyitva a kettds kivaltott potencialok koziil a masodik
potencial csucstol-csucsig mért amplitiddja szignifikdns csokkenést mutatott, melynek oka a pozitiv cstcs
amplitiddjanak szintén szignifikdns mérséklddése volt. A latencia idok szignifikansan lerdvidiiltek az elsé
potencial megfeleld paramétereihez képest (kisebb masodik:elsd ardny). A kezelt allatok vérében a kontroll
értékhez képest nem tapasztaltunk Mn-szint emelkedést. A Mn-intoxikacié monitorozasa szempontjabdl tehat a
szomatoszenzoros kivaltott potencidlok amplitudo é€s latencia értékeinek vizsgalata alkalmasnak bizonyult.
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Bevezetés

A Mn a szervezet szamara sziikséges nyomelem: a napi ajanlott bevitel kb. 5 mg (1). Foként
ételekbdl fedezhetjiik ezt a mennyiséget: a zoldségek (pl. hiivelyesek), a teljes kidrlésii
gabona ¢és kiilonb6zo teafélék tartalmaznak nagyobb mennyiségli Mn-t. Szamos enzim
komponense, ilyen pl. a szuperoxid-dizmutaz (Mn-SOD), mely az oxidativ stressz elleni
védekezésben jatszik fontos szerepet. A glutamin-szintetdz, az alkalikus foszfataz, az arginaz
¢s a piruvat-karboxildz is tartalmaz Mn-t; szdmos tovabbi oxidoreduktdz, transzferdz,
hidroléz, lidz, izomeraz és ligdz szintén Mn fiiggd moédon miikddik (2).

Jelenléte a szervezetben sziikséges a normalis csontképzéshez €s a mukopoliszacharidok
képzédéséhez, az aminosav-, lipid-, fehérje- ¢és szénhidrat- metabolizmushoz, az
immunrendszer normdl funkcidjahoz, a sejt energiaszintjének fenntartdsahoz (ATP-vel és
szervetlen foszfattal alkotott komplexekben), s szerepet jatszik a vércukorszint
szabalyozasaban is (3). A K-vitaminnal egylitt elésegiti a véralvadast. Hianyanak koros
kovetkezményeit embernél nem tapasztaltdk, de allatokban reprodukcids zavarokat,
intrauterin és neonatalis mortalitast, vazrendszeri abnormalitasokat és agykarosodast irtak le.

A Mn tébb moédon keriilhet be a szervezetbe. Foglalkozasi expozicioként altaldban a
belégzéssel, lakossagi esetén pedig az étellel vagy vizzel vald bejutas a leggyakoribb.
Utobbinal a Mn a gyomor-bél rendszeren keresztiil szivodik fel; egy része igg/ azonnal bejut a
véraramba, masik része viszont deponalodik a méjban. A felszivodott Mn“" oxidalodik, és
Mn®*"-ma4 alakul, amely az agy kapillaris endothél sejtjeinek felszinén talalhato transzferrin
receptorokhoz kotédik. (A Mn leggyakrabban Mn*?, Mn* és Mn*" oxidacios allapotban
fordul eld, melyek a biokémiai funkcidiban is szerepet jatszanak.)

A vér-agy gaton igy receptor-medialt endocitdzissal, mas esetben pedig fesziiltség fliggd
vagy glutamat-aktivalta ioncsatornakon keresztiil jut at, melyek eredetileg Ca®*-ot szallitanak
a sejt belseje felé. Fiziologiasan a globus pallidus, a striatum és a hipotalamus tartalmazza a
legtobb mangant. A sejten beliili eloszlast tekintve a mitokondriumoknak a legnagyobb a Mn-
tartalma. Kronikus expozicio hatasara is a mitokondriumokban kumulaloédik a legtobb Mn,
mivel ez a sejtalkotd tartalmazza a Mn-SOD enzimet. Ezen kiviil az asztrocitak Mn tartalma
jelentds, mert egy szintén Mn-fiiggd enzim, a glutamin-szintetdz, talalhatd nagy
mennyiségben ezen sejtek citoplazmajaban (4).

A vulkanikus tevékenység soran felszabaduld por megnoveli a légkér Mn tartalmat. A
kdrnyezeti Mn szennyezés tekintetében azonban az ipari expozicios forrds a meghatdrozo: a
kohaszatbol, valamint a mara mar csak kevés helyen alkalmazott, Mn-t tartalmazo MMT
(metilciklopentadienil-Mn-trikarbonil) benzin adalék elégésébdl szarmazik a szennyezddés
tobbsége. A Mn a hegesztOpalcak alkotorésze, €s szamos fémotvozet, pl. az 6tvozott acélok
elengedhetetlen alkotdeleme. A szarazelemek gyartdsa, az iivegek, kerdmidk és festékek
készitése soran is haszndlnak Mn-t.

Uj felhasznalasi teriilet a magneses rezonancian alapulé diagnosztikai képalkotasban vald
hasznositasa, melyben a  mangafodipir-trisodiumot (Mn-DPDP, Teslascan)
kontrasztanyagként alkalmazzdk. A mezdgazdasdgban is hasznilnak mangan tartalmu
gombadldket (Maneb, Mancozeb), melyek a természetes vizek Mn szennyezésének {6 forrasai
(5).

Eldfordultak olyan esetek, amikor a lakossag az ivoviz magas mangan tartalma miatt
exponalddott; az ott él6k kdrmében, hajaban, illetve agyaban is megndvekedett a Mn-szint, s
ez egyes esetekben neuroldgiai kovetkezményekkel is jart. Japanban egy olyan telepiilés vize
szennyez6dott Mn-nal, melynek kozelében a foldbe temették a szarazelemeket (6), mig
Kinaban a szennyviz altal Mn-nal szennyezett ivoviz hozott 1étre gyermekekben neurologiai
elvaltozasokat. Gorogorszagban a természetes eredettel magas Mn tartalma ivovizet
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fogyasztok idegrendszeri karosodasait irtak le (7). Banglades és Kambodzsa teriiletén szintén
gyermekeknél fedeztek fel szellemi kérosodast azokban a tartomanyokban, ahol az ivoviz Mn
koncentraciéja meghaladta a hatarértéket (8, 9). Egy, az Egyesiilt Allamokban késziilt
esettanulmany szerint a Mn hataséara az exponaltak vizualis €s verbalis memoriaja karosodott,
amely a Mn egyik ismert toxikus hatasa (10). A mangdnmérgezés kimutatdsira expozicios
biomarkerként a Mn vérbdl, vizeletbol €s hajbol térténd meghatarozasat hasznaljak.

Karcinogenitasat illetden az International Agency for Research on Cancer (IARC) a Mn
tartalmi gombadlé szert, a Manebet 3. kategorias szernek nyilvanitotta (azaz emberben
rakkelté hatasat nem bizonyitottak, de nem is zartdk ki); allatkisérletekben eddig nem
észleltek rakkeltd hatast. Meg kell azonban jegyezni, hogy a relative magas Mn dozis
befolyasolja a DNS replikaciot és a repair mechanizmusokat. A legtobb Mn sé atjut a
placentan, igy teratogén hatdssal rendelkezik (11), melyet egy Ausztralidban készitett
tanulmany is bizonyitott (12).

Sajat kisérletekben egy olyan paramétert — hatas-biomarkert — kerestiink, mely kelléen
érzékeny a Mn idegrendszeri hatasaira. A kiindulasi alap az Intézetiinkben kidolgozott, kettds
ingerlésen alapul6 kisérleti protokoll volt, mely kordbbi munkdinkban alkalmasnak bizonyult
mitokondrialis toxinok funkcionalis idegrendszeri hatdsanak kovetésére (13). Feltételeztik,
hogy a Mn ivévizben vald bejuttatdsa, — kombindlva a szomatoszenzoros kettds ingerléssel —
alkalmasabb lehet a manganmérgezés korai, a motoros tiinetek megjelenése elotti

crer

bevitt Mn nagymértékben befolyasolja (8).
Anyagok és modszerek

A kisérleteket felnott him Wistar patkanyokon végeztiik, melyek testtomege a kisérletek
kezdetén 200£10 g volt. Az allatokat standard allathazi koriilmények kozott tartottuk
(22-24 °C, 12 oras fény/sotét ciklus; kezelt csoport: 1 allat/ketrec; kontroll csoport: 4
allat/ketrec). A kezeléshez hasznalt MnCl, a Sigma-Aldrich Kft.-t6l, az altatashoz hasznalt
uretan a Reanal Kft.-t6l szarmazott.

A per os kezelés soran az allatok spontan ivoviz fogyasztasat mértiik. Mililiterenként 2,5
mg MnCl;-ot oldottunk fel csapvizben, melyet a kezelt csoportba tartozo 12 allat 6 hétig ivott,
mig a kontrollként hasznalt 8 allat ez 1d6 alatt tiszta csapvizet fogyasztott. Mivel az itatdshoz
felhasznalt csapviz Mn tartalma elhanyagolhat6 (0,03 mg/l) volt (14), ezért azt a kumulativ
dozis kiszamitasanal figyelmen kiviil hagyhattuk. A szakirodalomban talalt adatok alapjan az
alkalmazott 2,5 mg/ml kis, ugyanakkor redlis dozisnak szamit (4, 15), ha a kornyezeti eredetii
Mn intoxikacio lehetdségeit vessziik figyelembe.

A bevitt Mn mennyiség €s a testtomeg kozotti Osszefiiggéssel kapcsolatban: nem a
testtomeg kg-ra szamitott Mn bevitelt adtuk meg, hanem az atlagos Mn bevitelt. Ennek oka,
hogy egy valos populéacids expoziciot modellezve, és a beviteli modbol adoddan az ivoviz
Mn-koncentracidja konstans volt, és nem az volt a célunk, hogy a testtomeg kg-ra jutd napi
Mn bevitelt hatdrozzuk meg. Hogy megeldzziikk a Mn kivalasat a csapvizbdl, az oldathoz
citromsavat adtunk 0,25 mg/ml koncentracidban, mely nem befolyasolta az 4llatok
izérzékelését. Az oldat pH-ja 6,7 volt. A kezelés id6tartama alatt naponta mértiik a patkanyok
testtomegét és az ivoviz fogyasat, melybdl a testtomeg-kilogrammra jutd felvett Mn
mennyiséget ki tudtuk szdmolni.

A hat-hetes kezelési periodus végén elektrofiziologiai vizsgalatot végeztiink. Az allatok
ehhez sziikséges preparalasat uretanos (1000 mg/ttkg) altatasban végeztiik (16). Az anesztézia
hatékonysagat a hats6 1ab elharitd reflexével ellendriztiik. Az éllat fejét sztereotaxids vazba
rogzitettiik, majd eltavolitottuk a koponyatet6t boritd bor-, izom- és kotészoveti rétegeket. A
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helyi érzéstelenitéshez 10%-0s lidocaint hasznaltunk. Fogaszati fir6é segitségével, a bal
falcsontot szegélyez6 varratok mentén trapéz alaku ablakot nyitottunk a koponyan, ligyelve
arra, hogy a dura matert ne sértsiik meg. A feliiletre vazelint kentiink, hogy megovjuk a
kiszaradastol a regisztralast megel6z6 30 perces pihentetés alatt. Ezt kovetden a patkanyt egy
masik, a regisztralé rendszerhez tartozd sztereotaxids késziilékbe helyeztiik, majd a jobb
oldali bajuszparndba két ingerld tielektrodat szurtunk. Az elvezetéshez a feltart primer
szomatoszenzoros kéreg (pontosabban a barrelkéreg) feliiletére helyezett gombvégl eziist
elektrodat hasznaltunk, a pozicionalashoz megkerestiik azt a pontot, ahonnan a legnhagyobb
amplitadoju jeleket tudtuk elvezetni (punctum maximum: altalaban a bregmatdl lateralisan 3-
6 mm-re és poszterior 1-2 mm-re). A preparalt teriiletet szegélyezdé koponyabdrre
krokodilcsipeszt csiptettiink, igy biztositottuk az elvezetéshez sziikséges semleges pontot.

A szomatoszenzoros kivaltott potencidlok generalasahoz a CLAMPEX 8.0 (Axon
Instruments Inc.) regisztralo-értékeld szoftvert hasznaltuk. A bajuszmezdbe szurt ingerld
elektrodaparon keresztiil torténé ingerlés 5 db, kozvetleniil egymas utan alkalmazott kettds
inger sorozatabdl allt ugy, hogy a masodik stimulus az els6t egyre rovidiilé intervallumokkal
kovette [interstimulus intervallum (1SI) = 300, 240, 180, 120 és 60 ms]. Az 5 db kettds inger
(5 ,,sweep”) alkotott egy sorozatot (,,run”), mely sorozatok 20 méasodpercenként ismétlédtek,
egy felvétel alatt 6sszesen 20-szor. Egy felvétel igy kb. 6 perc alatt késziilt el. 20 percenként
inditottuk el a felvételi ciklusokat, igy két felvétel kozt a fennmaradd kb. 14 percben az
allatnak elegendé ideje maradt a regeneralodasra. Ezt a protokollt, mely kelléen
informativnak bizonyult, korabbi kisérleteink alkalmaval alakitottuk ki.

A regisztralast kovetden az allatokat uretannal kiméletesen ttlaltattuk, majd felboncoltuk.
Altalénos toxikologiai paraméterként megmértiik az agy, a thymus, a sziv, a tiidé, a maj, a 1ép,
a vesék és a mellékvesék tomegét, valamint vért vettiink a hasi aortabol. A teljes vérbol
salétromsavas emésztést kovetden ICP-MS késziilek segitségével Mn koncentracid (ppb)
meghatarozas tortént.

Az elektrofizioldgiai eredményeket szintén a CLAMPEX 8.0 szoftver segitségével
értékeltiik. A kivaltott potencidlok meghatarozott, a jelen kisérlet szempontjabdl informativ
paramétereit vizsgaltuk, azaz a csticstol-csicsig mért amplitudot, valamint a pozitiv és negativ
csucsok latenciaidejét (1. abra). A szoftver a regisztraitumokat automatikusan atlagolta: a
rogzitett 20 run-bol kaptuk meg egy felvétel atlagat minden kettds ingerlésre. Az elsd és
masodik inger Aaltal kivéltott kérgi potencidlok negativ és pozitiv csucsara manuélisan
illesztettiik a mérékurzorokat, melyek az amplitado- és latencia-értékeket mérték. A mért
adatokat excel tablazatba illesztettiilk, melynek segitségével kiszamitottuk a csucsok kozotti
amplitudo kiilonbséget (csucstol-csucsig mért amplitado).
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1. abra: A CLAMPEX 8.0 regisztralo és értékeld szoftver altal a szomatoszenzoros kettos
ingerléssel kivaltott potencialokrol réogzitett felvétel. A képen az amplitudo és latencia értéket
mutato mérokurzorok is lathatoak.

Fig. 1. Somatosensory evoked potentials induced by double-pulse stimulation, recorded and
averaged by the CLAMPEX 8.0 software. Cursors measuring amplitude and latency are also
shown.

Az adatokbol megadtuk a kettds kivaltott potencidlok megfeleld paramétereinek aranyat
(masodik:els6 arany). Ez az arany, mely az idegsejtek faradasi jelenségeit fejezheti ki, ujszeri
¢s informativ paraméternek bizonyult mitokondrialis toxinokkal végzett vizsgalatainkban (13).

A statisztikai analizist Statistica for Windows 4.1 programcsomag felhasznalasaval,
kétmintas t-probaval végeztiik, a szignifikanciat p<0,05 esetében fogadtuk el.

A kisérletek valamennyi fazisiban betartottuk az Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga altal megkovetelt eldirasokat.

Eredmények

A hat-hetes adagolas soran folyamatosan mértilk a kezelt allatok ivoviz-fogyasztasat. A
kontroll csoportba tartozok esetében erre nem volt sziikség, mivel az elfogyasztott
mennyiségnek a Mn expozicid szempontjabdl volt jelentdsége. Az egyes allatok atlagos napi
folyadék fogyasztasa 56 ml volt, mellyel napi szinten egyenként atlagosan ~141 mg MnCl2-ot
vettek fel. Ez a 6. hét végére patkdnyonként atlagosan 2682,2 mg per os Mn expozicidt
jelentett (kumulativ dozis).

Az allatok testtomege a kisérlet ideje alatt folyamatosan €s egyenletesen nétt (2. abra),
tehat a szervezetiikbe keriilt Mn mennyiség nem befolyasolta a testtémeg-névekedést.

A csucstol-csucsig mért amplitido értékekben a 60 ¢és 180 ms-0S ISI-mal kivaltott
valasznal talaltunk szignifikans csokkenést a kontroll csoporthoz képest, de csak a masodik
kivaltott potencial esetében (3. abra). Kiilon-kiilon vizsgdlva a pozitiv és negativ cstucsok
nullatol szamitott amplitado értékeit, azt észleltiik, hogy a kapott amplitad6 csokkenést csak a
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pozitiv csucs amplitiddjanak csokkenése okozza (4. abra). A negativ csucsok amplitido
értékei a kezelt csoportban nem tértek el jelentdsen a kontroll értékektdl (5. abra).

Testtomeg (g) MnCI2 bevitel (mg)
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350 350
300 300
250 250
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100 A 100
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0 11 0
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—=— Testtdmeg kezelt (g) (bw. of the treated rats g)
—B— Testtémeg kontroll (g) (bw. of the control rats g)
—a— MnCI2 bevitel (mg/nap) (MnCI2 intake mg/day)

2. abra: A kezelt allatok testtomeg névekedese és atlagos napi MnCl, bevitele a 6 hetes kezelés
soran. Ordindta: az dallatok testtomege (g) és a napi dtlagos MnCl, bevitel (mg/nap); Abszcissza:
kezelési napok szama.

Fig. 2 Body weight (bw.) gain and daily MnCl, intake of the rats during the 6 week treatment

period.
Ordinate: body weight of the rats (g) and daily MnCl, intake (mg/d/rat); Abscissa: days of
treatment

12

10 — T T = =
3 E al | [ [ |
88 61
L= |
=
ao 4
E E
]

i 2 a *
D ] L
300 240 180 120 60 ::::I::
W el5d KP kontroll £15t EP contral) W elsd KP kezelt (15t EP treated)

O masodik KP kontroll (2nd EP control) O masodik KP kezelt (2nd EF treated)

3. abra: Az elsé és masodik kivaltott potencidlok csucstol-csucsig mért amplitudo értékei a
kontroll és a kezelt csoportban (atlag=SD). Ordindta: amplitudo; Abszcissza: interstimulus
intervallumok. *p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva

Fig. 3 Peak to peak amplitudes of the first and second evoked potentials (EPs) in control and
treated groups (mean+SD). Ordinate: amplitude; Abscissa. interstimulus intervals. *p<0.05
compared to control.
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4. abra: Az elsé és masodik kivaltott potencialok pozitiv csucs amplitudo értékei a kontroll és a
kezelt csoportban (atlag£SD). Ordinata: amplitudo, Abszcissza: interstimulus intervallumok.
*0<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva

Fig. 4 Positive peak amplitudes of the first and second evoked potentials (EPs) in control and
treated groups (mean+SD). Ordinate: amplitude; Abscissa: interstimulus intervals. ¥*p<0.05
compared to control.
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5. abra: Az elsé és masodik kivaltott potencidlok negativ csucs amplitudo értékei a kontroll és a
kezelt csoportban (atlag£SD). Ordinata: amplitudo, Abszcissza: interstimulus intervallumok.
*n<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva

Fig. 5 Negative peak amplitudes of the first and second evoked potentials (EPs) in control and
treated groups (mean+SD). Ordinate: amplitude; Abscissa: interstimulus intervals. ¥*p<0.05
compared to control.

A latencia-értékek a kezelt és kontroll csoport esetében nem mutattak jelentés eltérést. A
mangan hatdsara a paraméterek masodik:elsd aranyai jellemzden az alacsonyabb értékek felé
tolodtak el. A csucstol-csticsig mért amplitidd masodik:elsé ardnya — bar nem szignifikans
médon — minden ISI esetében a kontroll értéknél kisebb volt. A pozitiv csticsok latencia-
értékeibdl szamitott masodik:elsd arany a kezelt csoport esetében a kontrollban szamitotthoz
képest szignifikdnsan alacsonyabb volt szinte minden ISI-nal, kivéve a 120 ms-ot (6. abra). A
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negativ csucs esetében is jelentds csokkenést tapasztaltunk, bar az csak a 300 és 60 ms-0s ISI
esetében érte el a szignifikancia szintjét (7. abra). A masodik:elsé ardny csokkenése azt jelzi,
hogy a kettds kivaltott potencidlok koziil a masodik potencidl vizsgalt paramétereinek értékei
lecsokkentek a kontroll csoport ugyanezen mutatdihoz képest.

16
1,5 T T
m 1,
? § 1’4 " T T
T 5
s = * *
X
:g % 1,3 1+
T ®
T 2
< 12 4+
11
1 T T T T
300 240 180 120 60 IS
(ms)
O kontroll (control) @ kezelt (treated)

6. abra: A4 kivaltott potencidlok pozitiv csucs latencidjanak mdsodik:elsé aranya a kontroll és a
kezelt csoportban (atlag+SD). Ordindta: a latenciak ardnya; Abszcissza: interstimulus
intervallumok. *p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva

Fig. 6 Second:first ratio of positive peak latencies of the evoked potentials (EPs) in control and
treated groups (mean+SD). Ordinate: ratio of the latencies; Abscissa: interstimulus intervals.
*p<0.05 compared to control
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7. abra: A4 kivaltott potencidalok negativ csucs latenciajanak mdsodik:elsé aranya a kontroll és a
kezelt csoportban (atlag+SD). Ordinata: a latenciak aranya; Abszcissza: interstimulus
intervallumok. *p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva

Fig. 7 Second:first ratio of negative peak latencies of the evoked potentials (EPs) in control and
treated groups (mean£=SD). Ordinate: ratio of the latencies; Abscissa: interstimulus intervals.
*p<0.05 compared to control



EGESZSEGTUDOMANY, LV. EVFOLYAM, 2011. 1. SZAM

A kezelt allatok szervtOmegei nem valtoztak meg jelentdsen a Mn kezelés hatédsara.
Megallapithato, hogy a vizsgalt szervek atlagos tomege a kezelt csoport esetében meghaladta
a kontroll csoport értékeit, de az eltérés a szignifikancia szintjét tobbnyire nem érte el. Az
egyetlen szignifikans eltérést az agy esetében mértiik, melynek tomege a kezelés hatasara
jelentésen csokkent. A vérbdl meghatirozott Mn koncentracié a kezelt és kontroll csoport
esetén semmilyen eltérést nem mutatott (kontroll: 222,27 + 49,37 ppb; kezelt: 222,12 + 41,2

ppb).
Megbeszélés

A kornyezeti Mn szennyezés hatasat eddig tobbnyire intraperitonealis beadés alkalmazéasaval
tanulmanyoztidk, az irodalomban fellelhetd legtobb adat ilyen kisérletekbdl szdrmazik. Mi
azonban fontosnak tartottuk a Mn per os bevitelének és az igy okozott hatasanak vizsgalatat,
mivel ilyen eredetli intoxikaci6 ténylegesen eléfordulhat. A bevitel mddja €és a fém oxidacios
allapota meghatarozza a transzport modjat és a kozponti idegrendszer felé vald sebességét. Az
emésztorendszerbdl felszivodott Mn2+ a sokkal toxikusabb Mn3+-4 alakul &t, amely
transzferrinhez kotdédve elszallitodik az agyba. A Mn a vérben csak rovid ideig tartdzkodik,
gyorsan eljut a célszervekbe (abszorbcios t1/2 <2 6ra).

Eredményeink szerint, annak ellenére, hogy a gasztrointesztindlis traktusbdl torténd
abszolut biohasznosulas alacsony — mindossze 10-15% (17, 18) — a szubkronikus expozicid
jelentds valtozasokat hozott 1étre a vizsgalt paraméterekben; az alkalmazott per os Mn kezelés
a periférias kettds ingerlés altal egyértelmiien kimutathat6 valtozasokat eredményezett a kérgi
kivaltott potencidlokban.

A kettds ingerléssel végzett vizsgalatok ismert eljarasnak szamitanak az elektrofiziologia
teriiletén (pl. paired pulse inhibition). Az in vivo kivaltott kettdés potencidlok, €s azok
masodik:elsé értékeinek elemzése viszont nem gyakori. Centonze és munkatarsai (19)
intracellularis elvezetéssel végeztek hasonld szamitasokat agyszeleteken, kettds ingerléssel
kivaltott potencialok értékelésekor; a Mn-nal kronikusan kezelt és kontroll allatok striatalis
sejtjeiben kivaltott posztszinaptikus potencidlokat €s azok masodik:elsd aranyat vizsgaltak.
Bér nyilvanvaléan nem vonhaté parhuzam az intracellularis elvezetések és a kérgi kivaltott
potencialok eredményei kozott, a hattérben allo6 mechanizmusok mindkét esetben
magyarazatul szolgalhatnak. Az emlitett kutatocsoport hozzank hasonléan arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a glutaméat visszavételi mechanizmusdnak romlasa a
posztszinaptikus kivaltott potencidlok masodik:elsé aranyanak csokkenéséhez vezet, azaltal,
hogy a posztszinaptikus glutamat receptorok deszenzitizalédnak a szinaptikus résben maradt
glutamat miatt (1).

A per os kezelés hatasara a kettds kivaltott potencialok koziil a masodik valaszok cstcstol-
csucsig mért amplitddol lecsokkentek. A cstcstol-csucsig mért amplitidok masodik:elsd
aranya egységesen a kontroll értékek alatt maradt, bar szignifikancia nélkiil. Bar a relativ
latencia-értékek esetében nem talaltunk érdemleges valtozast, ugyanezen paraméter
masodik:elsd ardnyanak elemzése felszinre hozta a kiilonbségeket — mind a pozitiv, mind a
negativ csucsokhoz tartozo latenciaidok szignifikansan lerdvidiiltek. A kivaltott vélaszok
tehat egyértelmiien gyorsabban kialakultak, de kisebb amplitido értékeket vettek fel.

Az, hogy a vér mangan szintje nem valtozott meg jelentésen a kezelés hatésara,
egyértelmiien alatdmasztja, hogy a vér csak mint transzporter kozeg jatszik szerepet, €s révid
id6 alatt elszallitta a Mn-t a célszervekhez. A teljes vér Mn-koncentracidja nem preciz
biomarkere a Mn-expozicionak, de jobb, mint a plazma Mn-koncentracié meghatarozas, a
gyors Mn plazma clearance miatt. Annak alapjan, hogy a kezelés hatasara elektrofiziologiai
vizsgalatokkal jol kimutathatd neurologiai elvaltozas jott 1étre, bizonyitottnak tekinthetd, hogy
a Mn bejutott a kozponti idegrendszerbe. Ennek értelmében a Mn expoziciéval dsszefiiggd
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valtozasok korai kimutatasara a vérbdl torténd rutin fémszint meghatarozas mellett célszerti az
idegrendszeri elvaltozasok monitorozasara is hangsulyt fektetni.

Az Intézetiinkben hasznalt, szomatoszenzoros kettds ingerléssel kapcsolatos modszer,
amely egyes mitokondridlis toxinok esetében mar bizonyitotta alkalmazhatdsagat a karosodott
idegrendszeri funkciok kimutatdsara, jelen eredményeink szerint a Mn esetében is
felhasznalhatonak mutatkozott. A szomatoszenzoros kettdés ingerléssel az excitacios
folyamatok dinamikus kolcsonhatésa is jol tanulmanyozhatd. A mddszer finomitasaval és az
ingerlési paraméterek valtoztatdsdval létrehozhatonak tartunk egy olyan modellt —
neurofiziologiai hatas-biomarkert — melynek human alkalmazasaval komplex képet
kaphatnank az idegrendszer funkcionalis allapotarol.
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MOBELLING PER 85 MN EXPOSURE AND EXAMINING ITS FUNCTIGNAL NERVBUS
SYSTEM EFFECTS IN RATS

Abstract: Manganese (Mn) is an essential micronutrient in small amounts, but toxic when overdosed, affecting
mainly the nervous system. Welding, mining and certain pesticides (Maneb) are important sources of
occupational Mn exposure. The general population can be exposed by the anti-knock agent MMT
(methylcyclopentadienyl manganese tricarbonyl), and by contaminated food or drinking water. Long-term
exposure can lead to Mn accumulation in the central nervous system, resulting in deterioration of GABAergic,
dopaminergic and cholinergic system and impaired mitochondrial function, finally causing Parkinson-like
symptoms (manganism). Unfortunately these symptoms can be detected only at late stage of progression.
Substances that influence the energy supply of cells (mitochondrial toxins) impair the functions of the nervous
system that can be detected by electrophysiological methods. The aim of this study was to look for an
electrophysiological parameter suitable for early detection of altered neurological functions caused by Mn.
Therefore, a sensitive method proven by other mitochondrial toxins was used: evoked potentials (EPs) induced
by double-pulse stimulation of the whisker pad were recorded from primary somatosensory cortex of
anaesthetized rats, applying different interstimulus intervals.

Per os treatment lasted for 6 weeks. During this period, rats were treated with 2.5 mg/ml MnCl.,, dissolved in tap
water. After the treatment period, electrophysiological measurement was done, and two records were taken per
rat. Amplitude and peak latency as parameters of evoked potentials were measured and second:first ratio of these
parameters was calculated. Beside electrophysiological measurements, Mn level was determined from blood
samples to investigate Mn load.

Per os intake of MnCl, in the treated group significantly decreased the peak to peak amplitudes of the second
EPs, compared to control. The change of the peak to peak amplitudes was due to the significant shrinkage of the
positive peak amplitudes. Latencies of the second EPs showed significant decrease compared to the
corresponding parameter of the first EPs (decreased second:first ratio). Blood Mn level of the treated rats was
not altered compared to control values. Investigation of amplitude and latency of the somatosensory EPs proved
to be effective in the follow up of Mn intoxication.

Keywords: manganese chloride, mitochondrial toxin, electrophysiology, evoked potentials, rat




