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Roviditések jegyzéke

Ac — nucleus accumbens

DA — dopamin

DC — distress call

GABA - a—amino-vajsav

LSt — lateralis striatum

MeA — metilantranilat

MSt — medialis striatum

NCAM — neuralis-sejt adhézioés molekula
NgCAM — neuralis-glia sejt adhézios molekula
NGS — normal kecskeszérum

NMDA — N-metil-D-aszpartat

NPY — neuropeptid-Y

NO — nitrogén-monoxid

PAL — passziv elharito (izelkeriiléses) tanulas
PB — foszfat puffer

PBS — foszfat puffer és s6oldat

VTA — ventral tegmental area

VL — ventriculus lateralis



Bevezetés

1. Szintetikus cathinonok mint "'designer drogok™

A szintetikus pszichoaktiv szereknek egy olyan csoportjat, amelyek farmakologiailag
¢és szerkezetileg is nagyon hasonloak egy kabitoszerként nyilvantartott vegyiilethez ,,designer
drogként”, vagy a koznyelvben ,party-drogként” ismernek. Ezek a szerek konnyen
beszerezhetéek az Internet adta lehetdségek altal, igy rohamosan terjednek, hatasukrol
azonban ez iddig csak nagyon kevés allatkisérletes eredmény, ill. human vizsgalati adat all
rendelkezésre (Karila és Reynaud, 2011). Mindemellett a rendelkezésre allo6 adatok is
tobbnyire kérdéives felmérésekbdl, a szert hasznalok sajat bevallasan alapuld vizsgalatokbol
szdrmaznak.

A mefedron nevii szer, amit a koznyelvben *Kati’, 'miad-miad’, ‘névénytapszer’ ¢€s
“fiird6so” néven ismernek a 2010-es év legnépszeriibb designer drogja volt (EMCDAA =
European Monitoring Centre for Drugs and Addiction, 2010). 2011-ben a marihuana
(cannabis), az extasy és a kokain utan a negyedik leggyakrabban hasznalt party-drog.
(EMCDAA, 2011). Annak ellenére, hogy a szer 2011. januar 1-t61 Magyarorszagon is az
illegalis szerek listajara keriilt, tovabbra is kdnnyen hozzaférhetd az Internet altal biztositott
illegalis online piacon; a mefedront arusitd oldalakon ’ndévénytapszer’ vagy ’flird6s6’-ként
barki szamara konnyedén beszerezheté (Winstock és mtsai, 2010; Toth és mtsai, 2011). A
mefedron (4-methylmethcathinone) egy olyan szintetikusan eléallitott farmakologiailag aktiv
cathinon, amely szerkezetileg hasonld a methcathinonhoz, az Afrikaban 6shonos khat
cserjébdl (Catha edulis) nyerhet6 aktiv alkaloidhoz (Wood és mtsai, 2010). Az utobbi idében
a szerrel vald visszaélés dramaian novekedett, ezéltal jelentds kozegészségligyi problémava
valt Eurdpa-szerte és az USA-ban is. A helyzet stlyossagat bizonyitja, hogy tobb, a
mefedronhoz kotheto halaleset tortént kiilfoldon (Gustavson és mtsai, 2009; Wood és mtsai,
2010), majd a 2012-es év folyaman Magyarorszagon is, amelyet a Hiradd és napilapok is
kozoltek.

Freeman és munkatarsai, akik a mefedron altal kivaltott pszichoaktiv hatasokat, és a
kiilonbozd viselkedési elvaltozasokat kutattdk, azt talaltdk, hogy a mefedron nagy dozist
hasznalata memoriakarositd hatassal bir, mikozben serkentd/élénkité hatast valt ki a

fogyasztojabol (Freeman ¢és mtsai, 2012). Az eddig elkészilt tanulmanyok stlyos



kardiovascularis és neurotoxikus mellékhatasokat irtak le, amelyek szintén a mefedron
hasznalattal hozhatok osszefliggésbe (James és mtsai, 2010; Maskell és mtsai, 2011; Wood ¢és
mtsai, 2010, 2011). Ezen kiviil sok enyhébb mellékhatast is felsorol tobb szerzd, akik
Oonkéntes kérdoiv-kitoltésen alapuld vizsgalatokat végeztek. A leggyakoribb mellékhatasok
kozt emlithetd a tulzott izgatottsag, az izzadas, a hanyinger, akaratlan rdgémozgasok miatt a
szaj sebesre ragasa (Wood és mtsai, 2012). Nyilvanvalo az agyat karositd hatas a fiatal
felndttek korében, tovabba a droghasznaldk jelentds része fogamzd képes fiatal nd, igy az is
belathato, hogy a mefedron potencidlis veszElyt jelent a ndvekedd embridra is.

A mefedron egy kozponti idegrendszer stimulans, amely hatasat azaltal fejti ki, hogy a
monoamin neurotranszmitterek felszabadulasat serkenti, majd gatolja azok visszavételét
(Feyissa ¢és Kelly, 2008; Hadlock és mtsai, 2011; Schifano és mtsai, 2011), igy a fogado
neuronok tovabb maradnak aktiv allapotban. Ez a serkent6 hatas hasonlé az amfetamin-szerii
pszicho-stimulansokéhoz is, mint amilyen példaul az extasy (3,4 methylene-dioxy-
methamphetamine, MDMA) (Winstock és mtsai, 2010; Brunt és mtsai, 2011). Egy nemrég
elkésziilt tanulmany kimutatta, hogy a mefedron ndveli az extracellularis dopamin és 5-HT
szintet patkdny telencephalon nucleus accumbens-ében (Kehr és mtsai, 2011). Baumann és
tarsai azt talaltdk, hogy a mefedron az agy monoamin transzportereire gyakorol hatést, és az
MDMA-hoz hasonlé médon transzmitter-felszabadit6 hatassal bir (Baumann és mtsai, 2011).
A mefedron és a methylon dopaminerg hatdsa magyardzhatja az addiktiv potencialjukat, de ez
a hipotézis még megerdsitésre var.

Miutéan 2011-ben a legtdbb orszdgban a mefedront betiltottak, alternativ valtozatai,
mint a  butylon (MBDB, N-Methyl-1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-2-butanamine
hydrochloride), methylon (Bk-MDMA, 3,4-methylenedioxy-N-methylcathinone), MDPV
(3,4-methylenedioxypyrovalerone) jelent meg a piacon. Az EMCDAA tanulmanya alapjan
2010-ben a 40 Gjonnan megjelent pszichoaktiv szerbdl 15 bizonyult cathinone szarmazéknak,
vagy azok izomerjeinek (1. dbra).

Jelen vizsgalatban a felsorolt szintetikus cathinonok koziil a mefedron neurogenezisre,
majd a tanulasi képességekre valo hatdsat, valamint a mefedron és a butylon viselkedésre

gyakorolt hatésait vizsgaltuk.



MDMA Methcathinon Metamfetamin

oY o oYt

Mefed ron

Methylone Butylon

¢ 5

1. abra: Az extasy, a metamfetamin, és a szintetikus cathinonok kémiai szerkezete, ill. a mefedron

kereskedelmi forgalomba hozott formai: kapszula, ndvénytapszer, kristaly.

2. Madarmodellek

2.1. A madarmodellek haszndlata a kozponti idegrendszeri és az embriologiai kutatasokban

Az emlésok mellett a madarak rendelkeznek a legfejlettebb agyi strukturaval, s bar
fejlodésiik eltérden zajlott, igy szervezddésében sok mindenben kiilonbozik a két rendszer;
mégis az egyes funkciokhoz kothetd strukturak megfeleltetheték az emldsdkben leirtaknak. A
madarak agya nem rendelkezik rétegzett kéreggel, mint az emldsoké, de a magas szint
vizualis képességek, valamint bizonyos fajok esetében (pl. a papagéjok) a fejlett asszocidcios
képességek alapjan elmondhato, hogy a madar telencephalon is képes ugyanolyan magas
szintli funkciokat ellatni, mint az emldsé. A madarak eléagyaban viszonylag jol koriilhatarolt
magok latjak el azokat a funkcidkat, amelyeket az emlésok agyaban a rétegesen szervezddott

kéreghez kothetok.



A hazicsirke ill. naposcsirke kisérleti allatként vald alkalmazéasa szamos elénnyel jar: a
tojas konnyen manipuldlhatd; az embrid aktualis fejlettségi stddiuma — a keltetés kezdeti
id6pontjat ismerve — teljes biztonsaggal megallapithatod; az anyai hatas — mint a méhlepény
ateresztd képessége, vagy az anya egyedi drogérzékenysége — teljesen kikiiszobdlheto;
fészekhagyd madar 1évén az egyed viszonylag fejlett, de még meglehetdsen plasztikus az
idegrendszere, mutatja a feln6tt allat viselkedési formainak jelentds részét, de az allat korabbi
¢lete soran szerzett tapasztalati nem befolyasoljak a viselkedését. A naposcsirkére kidolgozott
tanuldsi modellek idegi hattere jol ismert, ezaltal az esetleges hatdsok agyi hattere jol
koriilirhatdo. A madarmodellek hasznalatanak tovéabbi elénye, hogy a drog altal kifejtett

embrionalis- és posztembrionalis hatds egymassal jol dsszevethetd.

9 Lat 1.00
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2. 4dbra: A madar jutalmazasos tanulasban és addikcidoban szerepet jatszoé mesolimbikus
rendszerének sematikus rajza. Az area ventralis tegmentalisbol (VTA) kiinduldo dopaminerg
neuronok a medialis striatum teriiletére projicionalnak (MSt). Roviditések: CA = commissura
anterior, Hp = hippocampus, HD = hyperpallium densocellulare, LaM = lamina mesopallialis,
LFM = lamina frontalis suprema, LFS = lamina frontalis superior, LSt = lateralis striatum, N
Il. — nervus oculomotorius, Ov = nucl ovoidalis, Ru = nucl. ruber, TO = tuberculum

olfactorium, TSM = tractus septomesencephalicus.
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2.2. Az addikcio és idegrendszeri alapja

A kozépagyi area ventralis tegmentalis és a nucleus accumbens (Ac) — mint a
ventorbasalis eléagy része — kozotti 0sszekottetést 1étesitd mesolimbikus dopaminerg (DAerg)
palya a jutalmazési rendszer alapvetd komponense (2. dbra). Ez a palyarendszer kozvetiti a
kokain, a heroin, vagy az alkohol addiktiv hatasait (Wise és Bozarth 1982, Di Chiara ¢és
Imperato 1988, Samson ¢és Harris 1992); a viselkedés pozitiv megerdsitése altal. Az addikcio
alapja a jutalmazasi rendszer félresiklasa, melynek hatasara az egyed kényszeresen végrehajt
egy bizonyos cselekvést, - még akkor is, ha az negativ kovetkezményekkel jar - amelyet
megerdsités, azaz jutalom kisér.

A fliggdséget okozd drogok tobbsége DA felszabadulést valt ki a Ac-ben (Imperato és
mtsai 1986, Pidoplichko és mtsai 1997), amely a DA addikcioban betdltott szerepére utal. A
DA tovabbi jelentdséggel bir bizonyos tanuldsi folyamatokban (Schultz és mtsai 1997,
Schultz 2002) és pszichoaktiv szerek kényszeres hasznalataban is (Philips és mtsai 2003).

2.3. A passziv izelkeriiléses tanulas

A naposcsibék spontan racsipnek mindenre, ami bizonyos mérethatarok kozott mozog
(kritikus periodus 2-7 nap). Igy tanuljak meg azt, hogy mi eheté és mi az, amit el kell
kertilnitik. Ezt nevezziik passziv elharitd (vagy izelkeriiléses) tanulasnak (Passive Avoidance
Learning = PAL), amely egy korai bevésddéses tanulasi forma. Ennek mintajara dolgozta ki
A. Cherkin a PAL paradigmdjat (Cherkin, 1969), amelyet a mai napig is haszndlunk
laboratériumi tesztek sordn, némi valtoztatassal, melyek S.P. Rose nevéhez fiiz6dnek (Rose,
1991).

A laboratoriumi kisérlet soran a naposcsirkéknek olyan gyongyot kinalunk fel, amely
egy nagyon kellemetlen, keserti izli anyagba, metilantranilatba (MeA) van martva. A csirke
racsip a gyongyre, majd jellegzetes undorreakcidot mutat: hatral, mikozben razza a fejét,
labaval csdrérdl igyekszik lekaparni a kellemetlen izt okoz6 anyagot, esetleg a foldbe vagy
falba torli csorét. Ez az egy proba elég ahhoz, hogy a vizudlis stimulus €s a rossz iz kozott
kialakuljon az asszocidcio, és megtanulja szelektiven elkeriilni az adott szinii gyongyot, azaz
tobbé nem csip ra. Ha ujra talalkozik hasonlo kinézetli targgyal, tartdzkodik a csipéstdl, és
gyakran az undorreakcidé bizonyos elemeit mutatja, elsdsorban hatral (Johnston és Burne,

2008).



A teszt eldnye, hogy az allat természetes viselkedésén alapul; az asszociacié napokig
fennmarad, a memorianyom eléhivhato (Gibbs €s mtsai, 2008); tovabba a kisérlet egyszertien,
gyorsan végrehajthatd; €és jol reprodukalhatd. A tanuldsi folyamat hatasara a kiilonbozo
agyteriileteken végbemend valtozasok azonnal nyomon kovethetdk, idében szinte teljesen
pontosan detektalhatok, ezért a memoria kialakuldsdnak folyamatarol relevans informaciot

szerezhetlink (Rose, 2000).

2.4. A passziv izelkeriiléses tanuldsban résztvevé agyteriiletek és a memoria kialakulasanak

folyamata

A passziv izelkeriiléses tanuldsban résztvevd harom f6 agyi régio: az intermedialis
medialis mesopallium (IMM), az amygdaloid arcopallium és a medialis striatum (MSt). Rose
¢és Csillag (1985) az agy kiilonboz6 teriileteinek aktivitas valtozasainak vizsgalata soran
jelentds molekulaszintli valtozasokat figyeltek meg az IMM és MSt régiokban a tanulést
kovetden.

A PAL soran létrejové memorianyom kialakuldsdnak folyamata élettani, biokémiai és
morfologiai valtozasok alapjan idében harom szakaszra kiilonithetd el (attekintd irodalom:
Rose és mtsai, 1999). A rovidtavii memoria kialakuldsa sordn magasabb glutamat (Glu)
transzmisszo (Daisley és mitsai, 1994), NMDA receptor kotéserdsség novekedés, GABA
transzmisszio csokkenés, Ca' -bearamlas, NO atvitel és emelkedett plazma kortikoszteron-
szint figyelhetd meg. Tehat tranziens szinaptikus események és membranhoz kapcsolt
folyamatok bekdvetkezésére van sziikség a memorianyom kialakuldsdhoz, amely a tanulasi
folyamatot kdvetd 5 — 10 percen keresztiil tarolja az informéciot (Sandi és mtsai, 1994a,
1994b). A tanulast kovetd 15 - 55 perces (kozéptavi memoria) id6tartam alatt beindul azon
gének aktivacidja, melyek géntermékei a de novo képzodott fehérjék és elinditjak a hosszh
tavi memoria kialakuldsahoz szilikséges fehérjeszintézis masodik hulldmat (pl. NCAM és
NgCAM szintézis) (Scholey és mtsai, 1993; 1995). Ez fogja a tovabbiakban az alapjat képezni
a neuralis halézat hatékonysag novelésének, a mar meglévo szinapszisok megerdsdodésének és
uj szinaptikus kapcsolatok 1étrejottének is (Ng €s Gibbs, 1991), melyek feltehetéen a
memorianyomok hosszabb ideig valé tarolasanak morfoldgiai hatterét biztositjak (3. dbra). A
PAL-t kovet6 szignifikdns DA D1-receptor kotddés a DA kozvetlen szerepére utal (Stewart és
mtsai, 1996).
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hazicsirkében. (A =

MSt | || arcopallium, E = entopallium,
GP = globus pallidus, HA =
hyperpallium apicale, HD =
hyperpallium densocellulare,
HIS = hyperpallium
intercalatum, Hp =
hippocampus, IMM =
intermedialis medialis
mesopallium, LFS = lamina
frontalis superior, LFSM =

lamina frontalis suprema, LM

= lamina mesopallialis, LPS =

lamina pallio-subpallialis, LSt
= lateralis striatum, MSt =
medialis striatum, MV =

mesopallium ventrale, N =

nidopallium, VL = ventriculus

lateralis.

2.5. Distress Call

A szocialis izoléltsdg vészhivasok Un. distress call (DC) hallatasara Osztonzi a
neonatdlis egyedeket tobb emlds- és madarfajban, igy a hazicsirkében is. A fajtarsaktol,
szUl6tol valo izolaltsag az utddok szamadra ijesztd - azaz stressz-indikéator -, mert azon tdl,

hogy konnyen prédava valhatnak, alapvetd igényiket sem tudjak kielégiteni (taplalék,
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megfeleld homérséklet, stb.). A vészhivasok megszdmlalasaval informéciot nyerhetiink az
egyed stressz-tlir6 képességérol. Az stressz tiird képességet kiillonb6z6 — az adott vizsgalatnak
megfelelo - szerekkel befolyasolni lehet, melyek hatdsa laboratoriumi koriilmények kozott jol

mérhetd (Matthew €s mtsai, 2002; Winslow €s mtsai, 1991).

3. Neurogenezis

Az embrionalis fejlodés soran a csirke telencephalon fejlédése a negyedik és a
kilencedik nap kozott torténik, am a struktirdk kialakulasa idében nem egyenletes. Az agy
bizonyos régidinak sejtjei egy nap alatt fejlddnek ki, mig mas teriiletek kialakuldsdhoz tobb
napra van sziikség. Jelen dolgozatban vizsgalt agyi régi6, a MSt neuronjai az embrionalis
fejlodés 6. és 10. napja kozt differencidlodnak, a keletkezésilik csucsa a 8. és 9. napon van
(Tsai és mtsai, 1981). Az jonnan keletkezé neuronok a ventriculus lateralis mellett, az un.

subventricularis zonaban képz6dnek (4. abra).

4. abra: A csirke telencephalon subventrikularis zonajanak sematikus abraja.

MSt = medialis striatum, VL = ventriculus lateralis.

Ujabban kimutattdk, hogy a methamphetaminnak negativ hatasa van a neurogenezisre

korai posztnatalis egerekben vizsgalva (Bento ¢és mtsai, 2011). A methamphetamin
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neurotoxikus dodzisa striatalis neuron veszteséget okoz. Mindazonaltal, felnétt egerekben a
methamphetamin indukalt apopt6zis hatasara elvesztett neuronok helyét azonnal {ijjonnan
keletkez6 neuronok vették at (Tulloch és mtsai, 2011.b). 24-48 6raval az akut neurotoxikus
dozist methamphetamin hasznalat utan az egerek striatumaban spontan 1j sejtek keletkeznek.
Dopamin el6kezelés hatdsara a D1 receptor antagonista megsziintette a citogenezist (Tulloch
¢és mtsai, 2011.a).

A proliferald6 neuronokat jelzett nukleozid bromo-deoxy-uridin (BrdU) beépiilése
alapjan lathatova tehetjiik, kihasznalva az uridinnak azt a tulajdonsagat, hogy beépil a

keletkezd sejtek DNS-ébe (a timidint helyettesiti) (Miller és mtsai, 1988).

Célkituzeések

Jelen dolgozatban a vizsgalat {6 céljaul a ,,designer-drogok™ agyfejlodésre gyakorolt,
valamint neurotoxikus hatdsainak megismerését tiiztiik ki. Az adatok gytiijtéséhez els6sorban
madar modellrendszer, kozelebbrdl a hazi csirke (Gallus domesticus) - mint vizsgalt allat -
segitségével elvégzett kiillonbozo kisérleti megkdzelitéseket alkalmaztunk.

Kérdéseink a kovetkezok voltak:

1. Milyen hatdsuk van ezeknek a drogoknak a fejlodd embriora, kiilonos tekintettel a

neurogenezisre?

2. Milyen viselkedési hatasokat fejtenek ki a cathinonok csalddjaba tartozo designer

drogok?

3. Hogyan befolyésoljak ezek az dgensek a striatummal kapcsolatos tanulasi képességet?

13



Anyagok és modszerek

A dolgozatban szereplé kisérletet a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacsa (22.1/3453/003/2009-es szamua hatarozata) és a Budapest Fovarosi
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomas allatkisérleti engedélyével az ,,Allatok
védelmérol és kiméletérol” szolo 1998. évi XXVIIL torvény (243/1998) 32. § (3) alapjan
folytattuk.

1. A mefedron neurogenezisre gyakorolt hatasanak vizsgalata neuroanatémiai

modszerekkel.

Jelen kisérletben megvizsgaltuk a héazicsirke striatum ill. pallium régidiban a BrdU
pozitiv idegelemek eloszlasat konfokalis mikroszkopidval, majd elvégeztiik a jeldlt sejtek

kvantitativ elemzését torzitatlan sztereologiai modszer segitségével.

1.1. Embriondlis és poszt-embriondlis kezelés:

A kisérlethez 90 db termékenyitett tyUktojast hasznaltunk (Bébolna), melyeket
helyben keltettiink ki keltetdgéppel. A tojasok légkamrajaba a 6. ill. a 10. keltetési napon
mefedront (2 mg/tojas kg fiziologias soéoldatban, in ovo) injektaltunk. Kontrollként azonos
mennyiségli fiziologias sooldatot alkalmaztunk. A kezelési csoportok elkiilonitésére a 12.
keltetési napon ételfestéket injektaltunk a belsé héjhartya ala. A tovabbiakban a keltetés
zavartalan lefolyasat biztositottuk.

A kelés utani els6 napon a vizsgalt egyedekbe i. p. 0,1 mg/ttg. (5 mg/csirke) BrdU-t
fecskendeztiink (fiziologias sdoldatban), majd a kezelést kovetd masodik napon

transzkardialisan perfundaltuk dket.
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1.2. Fénymikroszkdpos immunhisztokémia:

A naposcsirkéket ketaminnal és xylazinnal térténé mélyaltatatas utan transzkardialisan
perfundaltuk 4% paraformaldehidet tartalmaz6 0,1 M Na-foszfat pufferrel (PB, pH: 7,4). Az
agyat a koponyabol eltavolitottuk, majd egy éjszakéan at 4% paraformaldehidet tartalmazo 0,1
M PB-ben utéfixaltuk.

Vibratommal 60 um vastagsagu coronalis metszeteket készitettiink. A szabadon 1sz6
metszeteket 4x10 percig sooldatot tartalmazo foszfat pufferben (PBS) atmostuk, majd
sosavval (3N HCL, desztillalt vizben) 30 percig kezeltik. Ezt kovetden Gjra PBS-ben 3x10
percig mostuk, majd 1% normal kecskeszérummal (NGS; PBS-ben 30 percig,
szobahdmérsékleten) torténd kezelés utan egérben termeltetett anti-BrdU antitesttel (Sigma;
1:300 higitas; 0,1 % Triton-X-et es 1% NGS-t tartalmazo PBS-ben) - par oran keresztiil
szobahOmérsékleten, majd 1 ¢&jszén at 4°C-on — inkubaltuk. A kdvetkezé napon ujboli PBS-
sel (4x10 perc) torténd atmosas utan 3 oOrdn at Alexa 488 anti-egér szekunder antitesttel
(Molecular Probes; Eugene, OR; 1:250 higitas, PBS-ben) kezeltiik. Végiil az igy kezelt
metszeteket 3x10 percig PBS-ben atmostuk. Ezutan a metszeteket targylemezre htuztuk és
PBS:glicerin 1:1 aranyt keverékével fedtiik le.

A jelolt sejteket konfokalis mikroszkopiaval (Bio-Rad Rainbow 2000 konfokalis 1ézer
scanning mikroszkop) vizsgaltuk. Az immunreaktiv sejtmagokat manualisan szamoltuk meg a
kivalasztott régiorol késziilt egymast kovetd optikai felvételeken, Image] program
segitségével. A kapott értékek statisztikai elemzésére Wilcoxon-tesztet hasznaltunk, amelyet

SPSS 10.0 szoftver segitségével hajtottunk végre.

2. A szintetikus cathinonok viselkedésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

A vizsgélathoz 40 db 1 napos hazicsirkét hasznaltunk. Az allatokat a kisérlet kezdetéig
parosaval nyitott tetejli dobozokban helyeztiik el. A vizsgalatot két részben hajtottuk végre.
Elészor a mephedrone, majd a butylone hatasait vizsgaltuk. Mindkét esetben kontrollként
fiziologias sooldatot alkalmaztunk.

A vizsgalt egyedekbe 10 mg/kg mefedront, ill. butylont injektaltunk i.p., majd az
injektalas idépontjatol szamitott 60 perc mulva elkezdtik a DC tesztet. A teszt sordn az
allatokat a fajtarsaiktol izolaltuk és egy, a kondicionalas soran is hasznalt dobozba helyeztiik.

A vizsgalat soran 10 percen at 20 masodperces iddintervallumokban meértiik a vészhivasok
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szamat. A DC teszttel egyidejlileg az allatok altalanos fizikai allapotdra, mozgas-
koordinacidjara és éberségére vonatkozdan megfigyeléseket végeztiink.

A megfigyeléseinket Kruskal-Wallis probat alkalmazva elemeztiik, post-hoc teszt
gyanant Mann-Whitney U tesztet végeztiink.

3. A striatummal kapcsolatos tanulasi képességek vizsgalata a passziv elharité tanulas

modszerével

A Kkisérlet soran 40 db 1 napos hazicsirkét hasznéltunk. A kisérletet a tanitas eldtt 60
perccel az eld-tréningezéssel kezdtiikk, amelyhez vizbe martott metalszinli gyongyot
hasznaltunk. Ezutan a naposcsibéket 30 perccel a tanitas el6tt mephedronnal (10 mg/ttkg i.p.)
kezeltiik. A tanitashoz az el6zotdl eltérd szinti, MeA-ba martott gydongydt hasznaltunk. A
tanitas utan 6 oraval a memoria eléhivashoz ismételten vizbe martott gydongyot hasznéltunk.
Azokat az allatokat tekintettiik tanultnak, amelyek a memoria el6hivasa soran a vizbe martott

gyonggyel szemben elkeriild magatartdst mutattak (5. abra).

Mefedron (10mg/kg)

Elé-kondicionalas (viz) Tanitas (MeA)

< .

|
I
-60 -30 0 360 |d6 (perc)

Memdria el6hivas(viz)

5. abra: A passziv izelkeriiléses tanulds paradigmajanak sematikus abrazolasa.
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Eredmények

1. A mefedron neurogenezisre gyakorolt hatasa

A BrdU pozitiv idegelemek a ventriculus lateralis mentén jelentek meg, a legnagyobb
tomegben a ventrobasalis telencephalon subventricularis zéndjdban voltak megfigyelhetoek
(6.a, 6.b és 7. adbra). A 10. embrionalis napon kezelt allatok (N=6) esetében szignifikans
csokkenést tapasztaltunk a subventricularis zona Gjonnan keletkez6 neuronjainak szamaban.

Ugyanez a csokkenés a 6. embrionalis napon kezelt egyedek (N=5) esetében nem volt

kimutathat6 (8. abra).

6.a abra BrdU-pozitiv
idegelemek a csirke
telencephalon subventricularis
zonajaban. Fluoreszcens
mikroszkopos felvétel.

MSt = medialis striatum

VL = ventriculus lateralis
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6.b abra: A BrdU-pozitiv idegelemek eloszlasdnak sematikus 4braja. Azon teriiletet, amelyrdl a
szamolast végeztiik, kék keret jeldli.
HA = hyperpallium apicale, MD = mesopallium dorsale, MSt = medialis striatum, MV = mesopallium

ventrale, N = nidopallium, VL = ventriculus lateralis.

7. abra. Konfokalis
mikroszkoppal késziilt
felvétel, a csirke
ventrobasalis
telencephalonjanak
subventricularis
zO6ndjarol, a 6.b abran
bemutatott keret
teriiletérdl. A BrdU
immunpozitiv
sejtmagok zold

szinben latszanak.
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In ovo mefedron kezelés hatasa az jonnan
proliferalé sejtek szamara a csirke
telencephalon subventrikularis zénajaban
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8. abra: A medialis striatum fejlédésének kritikus szakaszaiban alkalmazott mefedron (2 mg/tojas kg
fizioldgias sooldatban, in ovo) kezelés hatasa a neurogenezisre. A 10. embrionalis napon jonnan

keletkezd sejtek szamanak szignifikans csokkenését tapasztaltuk (Mann-Whitney U-teszt, p<0.05).

2. A mefedron hatasa a viselkedésre

2.1. Distress call

A mefedron befolyasolta az csibék izolacios stresszre adott valaszat, ti. a mefedronnal
(10mg/ttkg i.p.) kezelt allatok (N = 10) a vizsgalat elsé 5 percében szignifikansan tobb
(p=0,042) vészhivast hallattak, mint a kontroll csoport (N = 10) egyedei (9. abra).

A butylon (10 mg/ttkg i.p.) esetében szignifikans eltérést nem tapasztaltunk, de a
kezelt allatok altalanos fizikai allapota nem tette lehet6vé az izolacids teszt zavartalan

lebonyolitasat (10. abra)
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"Distress call"
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9. abra: Akut mefedron kezelés (10mg/ttkg i.p.) hatdasa a csirke izolacids stressz soran adott
vészhivasainak (,,distress call”) szdmara. A mefedronnal kezelt allatok (N=10) esetében a vizsgilat
elsd 5 percében a vészhivasok szama szignifikansan meghaladta a kontroll csoport (N=10) egyedeinél

tapasztaltat (paros t-proba, p<0.05).
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"Distress call"
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10. abra: Akut butylon kezelés (10mg/ttkg i.p.) hatasa a csirke izolacids stressz soran adott
vészhivasainak (,,distress call”) szamara. A butylonnal kezelt allatok (N=10) esetében a vizsgalat
soran nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kisérlet els6- és masodik 5 percében, a
vészhivasaik szama alapjan a kontroll csoport (N=10) egyedeivel Osszehasonlitva (paros t-proba,
p<0.05).

2.2. Akut mefedron és butylon kezelés hatdsanak osszehasonlitisa

A 10 mg/ttkg i.p. butylonnal kezelt csirkéken a kezelést kdvetden koordinacios
zavarokat figyeltink meg, amely a poszturdlis kontroll elvesztésével, valamint erds
hiperventillacioval jart egyiitt. Ugyanilyen ddézisban adott mefedronnal ezek a hatdsok nem

voltak megfigyelhetéek.

21



3. A mefedron hatidsa a tanulasi képességekre

Megallapitottuk, hogy a mefedronnak nem volt hatdsa a tanuldsra, ha a tanitas elott
volt a kezelés, de a kezelt allatok 6 oraval késébb a memoria eléhivas idején izolacids stressz
nélkiili hiperaktivitast mutattak. Azonos dézisban adott butylon kezelést kovetéen az allatok

altalanos allapota nem tette lehetévé a PAL lebonyolitasat.
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Megbeszélés

Az embrionalis fejlddés 10. napjan in ovo adott mefedron az ujonnan keletkezd sejtek
szamanak csokkenését okozta a csirke subpallialis telencephalonjanak subventricularis
zonajaban. Ugyanezen kezelés a fejlodés 6. napjan alkalmazva nem volt hatassal az ujonnan
keletkezd sejtek szamara. A két kezelés kozti hatasbeli kiilonbség abbol adddhat, hogy az
altalunk vizsgalt drog esetlegesen a ventrobasalis striato-pallidalis sejtpopulacioé egy olyan,
esik, tehat a mefedron kezelés hatasa csak abban az esetben szembetind, ha mar a kérdéses
striato-pallidalis neuronok megsziilettek és elkotelezddtek. Tovabbi kisérleteinkben annak
pontositasara, hogy a mephedrone pontosan melyik sejtcsoportra hatott, az adott régiora
jellemzd embriondlis szabdlyozo gének (Pax6, Nkx2.1, Isletl; Abellan és Medina, 2009
alapjan) expressziojat tervezziik vizsgalni a BrdU-pozitivitast mutato idegelemekben.

A hasonlé kémiai szerkezetiik alapjan (1. dbra) varhatd, hogy az egyes cathinonok
nagyon hasonld hatast fejtenek ki (Schifano és mtsai, 2011). Vizsgalatunk sordn e
hipotézisnek ellentmonddan azt tapasztaltuk, hogy a mefedron kezelést kapott egyedek
szocialis izolaciora adott valaszreakcidja, a kisérlet elsd 5 percében szignifikdnsan erdsebb,
mint a teszt masodik felében a kontroll egyedek esetében, de az allatok altalanos allapotat
nem befolyasolta. A butylonnal kezelt egyedek vizsgélata soran nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll csoport egyedeihez viszonyitva, de a vizsgélt csirkék altalanos allapota
nem tette lehetdvé a kisérlet zavartalan lefolyasat. A butylon injekci6 beadasat kovetéen 1-2
percen beliil megjelent a poszturélis kontroll elvesztését igazolo ,,szétcsuszo alsd veégtagok™,
majd percekkel késobb az allat mar felallni sem birt. Koordinacios zavarokat, vagy a
koordinacié teljes hianyat is megfigyeltiik. A leirt tlineteggyiittest hyperventillacio ¢és
altalanos apathia kisérte.

Indokolt lenne megvizsgdlni a distress call sordn aktivalodo agyteriiletek kozti
kapcsolatrendszert, mert tobb szerzd is leirja, hogy a patkanyokon végzett vizsgalatok soran a
Ac core régidja, a basolateralis amygdala és a prefrontalis cortex is érintett (Wang és mtsai,
2012). A DAerg rendszerhez ugyan a mefedron mutatott nagyobb affinitast, de mégis azt
gondolom, hogy a mefedron és a butylon vizsgélata sordn tapasztalt nagy vokalizacids
képesség-béli kiilonbségek nem csak az altalanos allapot €és a hyperventillacié miatt alakult ki,

hanem a két drog eltéré hatdismechanizmusanak kovetkezményekeént.
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Kutatésaink soran a két drog altal kifejtett eltérd hatdsokat mas kutatok is leirtak.
Egereken végzett vizsgalatokkal igazoltak, hogy a butylon és a mefedron is 5-HTza
receptorok aktivacidja és extracellularis DA koncentracid novelésével hat, mig a butylon
esetében az 5-HTip tipust szerotonin receptorok aktivacidja is meghatarozo. A kisérlet soran
a dozis meghatarozd szerepet jatszott, nagy doézisban (25 mg/kg) a hatds 4 6ran at tartott
(Lopez-Arnau és mtsai, 2012). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a butylon inkédbb a
szerotoninerg rendszerre fejti ki hatasat, de ez a hipotézis még megerdsitésre var.

Vizsgalatunk alapjan elmondhat6, hogy a mefedron kezelés - az adott dozisban -, ha
azt az egyed a tanitds el6tt kapta, a memorianyom kialakuldsat nem befolyésolta. Tovabbi
kisérleteinkben tervezziik megvizsgalni a mefedron tanulasi képességre kifejtett hatasat, ha
azt a csirke a tanulds utdn kapja. Pontositani szeretném a hatdsos d6zis meghatarozasat is, igy
a vizsgalat megismétlését tervezem nagyobb dozisban adott mefedronnal. Ezen tilmenden, a
tesztet butylonnal is indokolt megismételni; annak alapjan, hogy a két dgens nagyon eltérd
hatast valtott ki a viselkedési tesztek soran, varhatd, hogy a tanuldsi képességre gyakorolt

hatdsuk is kiilonbozd lesz.
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Osszefoglalo

A szintetikus pszichoaktiv szereknek egy olyan csoportjat, amelyek farmakoldgiailag és
szerkezetileg is nagyon hasonloak egy kabitoszerként nyilvantartott vegyiilethez ,,designer-drogként”
vagy a koznyelvben ,,party-drogként” ismernek. Ezek a szerek konnyen beszerezhetéek az Internet
adta lehetoségek altal, igy rohamosan terjednek, hatasukrél azonban ez idaig csak nagyon kevés
allatkisérletes eredmény, ill. human vizsgalati adat all rendelkezésre. Jelen kutatasban a szintetikus
cathinonok csoportjaba tartozo mefedron és butylon (MBDB, N-Metil-1-(3,4-metiléndioxi-fenil)-2-
butdnamin-hidroklorid) nevii szerek neurotoxikus és az agyfejlodésre, kiilonds tekintettel a

neurogenezisre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Kisérleteinkben madar modellrendszer segitségével az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt: 1.
Milyen hatasuk van ezeknek a drogoknak a fejlodoé embriora, kiilonos tekintettel a neurogenezisre? 2.
Milyen viselkedési hatasokat fejtenek ki a cathinonok csaladjaba tartozé designer drogok? 3. Hogyan

befolyasoljak ezek az agensek a striatummal kapcsolatos tanulasi képességet?

A mefedron neurogenezisre gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz termékenyitett tyuktojasokat
kezeltink mefedronnal (2 mg/tojas kg, in ovo) a 6. ill. a 10. embriondlis napokon. A
posztembrionalisan proliferaldé neuronokat a striatum szubvetrikuldris zénajaban kvantitativan
elemeztik jelzett nukleozid, bromo-deoxi-uridin (BrdU) beépiilése alapjan, amelyet
immunhisztokémiai modszerekkel lathatova tettiink. A 10. embrionalis napon kezelt allatok esetében

szignifikans csokkenést tapasztaltunk a keletkez6 idegelemek szamaban.

A 10mg/ttkg i.p. butylonnal kezelt csirkéken a kezelést kovetden koordinacios zavarokat
figyeltink meg, amely a poszturalis kontroll elvesztésével, valamint erds hyperventillacioval jart

egyiitt. Ugyanilyen dézisban adott mefedronnal ezek a hatasok nem voltak megfigyelhetoek.

A szocialis izolacié altal kivaltott stresszre adott valaszt (un. ,,distress call” mérése) a
mefedron befolyasolta, ti. a mefedronnal (10mg/ttkg i.p.) kezelt allatok a vizsgalat elsé 5 percében
szignifikdnsan tobb vészhivast hallattak, mint a kontroll csoport egyedei. A butylon (10mg/ttkg i.p.)
esetében szignifikans eltérést nem tapasztaltunk, de a kezelt allatok altalanos fizikai allapota nem tette

lehetévé az izolacios teszt zavartalan lebonyolitasat.

A striatummal kapcsolatos tanulasi képességek vizsgalatdhoz passziv elhdritd tesztet
alkalmaztunk, amelynek soran a naposcsibéket 30 perccel a tanitas el6tt mefedronnal (10mg/ttkg ip)
kezeltiik. Megallapitottuk, hogy a mefedronnak nem volt hatdsa a tanuldsra, ha a tanitas el6tt volt a
kezelés, de a kezelt allatok 6 oraval késébb a memoria el6hivas idején izolacids stressz nélkiili

hiperaktivitast mutattak.
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Summary

The term ’designer drug’ or ’party drug’ refer to a group of synthetic substances that are
pharmacologically and structurally very similar to an illegal substance. Due to the easy accessibility
via the Internet, they spread rapidly among teenage people and young adults. Although widely abused,
there is a conspicuous lack of epidemiological, animal and clinical data concerning designer drugs.
Here we present data on the effect of the synthetic cathinone derivatives mephedrone and butylone
(MBDB, N-Methyl-1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-2-butanoic  hydrochloride) on neurogenesis,

behavior and early adaptive learning of domestic chicks.

The key questions in our experiment were as follows: 1. What are the effects of these drugs on
the developing embryo, particularly on neurogenesis? 2. What are the effects of synthetic cathinones
on behavior? 3. Do the exposure to these drugs affect the learning ability in tasks focused on striatal

brain regions?

To investigate the effect of prenatal exposure of mephedrone on neurogenesis we injected
mephedrone (2 mg/kg egg weight) into incubated chicken eggs at critical stages (day 6 or 10) of
striatal development. This was followed by quantitative analysis of post-embryonic proliferating
neurons in the subventricular zone of the striatum, based on incorporation of the labeled nucleoside
bromo-deoxy-uridine (BrdU), visualized by immunohistochemistry, and quantified by stereological
method. A decrease in the density of BrdU-labeled cells in the subventricular zone of ventrobasal
telencephalon was observed primarly in those birds injected in ovo in the later phase of striatal

neurogenesis (day 10 of incubation).

To investigate the effect of mephedrone and butylone on resistance to stress, we implied social
isolation and counted the number of distress vocalizations. The birds injected with mephedrone (10
mg/kg b.w. i.p.) elicited an increase in the number of distress calls in the first 5 min of the test, as
compared to the control group. In the case of butylone (10 mg/kg b.w.) no significant difference was
observed, but the general physical status of the animals did not allow the undisturbed execution of the
isolation test. Butylone (10 mg/kg b.w. i.p.) caused coordination disorders with loss of postural control
and was accompanied by strong hyperventillation. Applying the same dose of mephedrone these

effects were not observed.

To investigate the effect of mephedrone on learning ability, one-day old chicks injected with
mephedrone (10 mg/kg b.w. i.p.) were tested for the passive avoidence learning task. No impairment
of memory retention was evident when the drug was administered 30 min prior to training. The drug-

injected birds showed hyperactivity without apparent distress at the time of recall.
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