https://doi.org/10.18778/1730-2366.03.11

Interakcje migdzy neurotoksynami na poziomie ukladu
nerwowego owadow

Maria Stankiewicz ', Justyna Ciolek ! Frangoise Grolleau ’,
Ewa Kielbasiewicz ', Wojciech Kqdziela ! Marcel Pelhate °, Vincent Corbel ’,
Bruno Lapied’

'Zaklad Biofizyki, Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej UMK, Toruf;
*Laboratoire Récepteurs et Canaux Ioniques Membranaires (RCIM), UPRES EA
2647, Université d’ Angers, UFR Sciences, Angers, France;
*Laboratoire de Lutte contre les Insectes Nuisibles, Institut de Recherche pour
le Développement, Montpellier, France

Streszczenie

Interakcje migdzy pyretroidami i karbaminianem oraz toksyng ATX II
z jadu anemona morskiego Anemonia sulcata byly badane z uzyciem metody
pojedynczej i podwdjnej przegrody olejowej. Obserwowano czynnosé
bioelektryczna synaps w ostatnim zwoju odwlokowym oraz izolowanego aksonu
olbrzymiego z uktadu nerwowego karaczana Periplaneta americana. Wykazano:
(1) synergizm miedzy permetryng (pyretroidem [ typu) i propoksurem
(karbaminianem), (2) przyspieszenie dzialania deltametryny (pyretroidem II
typu) w obecnosci toksyny ATX Il oraz brak wplywu toksyny na efektywnos¢

permetryny.

Wstep

Syntetyczne insektycydy modyfikujace dzialanie uktadu nerwowego
owadéw sa najszybciej dzialajacymi srodkami walki z owadami szkodnikami.
Stad pochodzi ich przewaga nad bio-insektycydami. Organofosforany
i karbaminiany hamuja aktywno$é acetylocholinesterazy powodujac zaleganie
acetylocholiny w szczelinie synaptycznej. Prowadzi to w pierwszej fazie do
wzrostu pobudzenia blony postsynaptycznej a pozniej do zablokowania
transmisji w synapsie. Miejscem docelowym dziatania pyretroidéw sa kanaly
sodowe w blonach pobudliwych; zwiazki te powoduja tzw. efekt ,,knock-down”
czyli szybkie unieruchomienie owadéw. Szerokie stosowanie chemicznych
srodkéw od okolo 30 lat spowodowalo rozwdj opornosci owadéw na te
substancje. Skutkiem jest koniecznos¢ zwigkszania ich dawek co pociaga za
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soba wzrost zanieczyszczenia $rodowiska i zagrozenia zwierzat kregowych.
Poszukuje si¢ wigc nowych typéw insektycydéw lub bardziej racjonalnego
wykorzystania juz istniejacych.

W celu ograniczenia iloci chemicznych insektycydow prowadzi si¢ proby
stosowania ich kombinacji zaktadajac mozliwos¢ nie tylko ich addytywnego
dzialania ale réwniez synergizmu. Synergistyczne oddzialywanie zostato
wykazane pomigdzy pyretroidami oraz organofosforanami i karbaminianami
w testach na komarach (Culex quinquefasciatus i Anopheles gambiae), [1,2].
Mechanizm tego wspoldziatania zostal ostatnio przedstawiony [3]. Wyniki,
ktére umozliwily jego okreslenie zostana w dalszej czesci opisane.

W jadach zwierzat takich n. p. jak skorpiony lub pajaki wystepuje szereg
neurotoksyn modyfikujacych dziatanie kanatéw sodowych. Niektére z nich
wykazuja duza selektywnos¢ w stosunku do owadéw. Materiat genetyczny
odpowiedzialny za ich produkcje wprowadza si¢ do genomu bakulowirusa,
naturalnego patogenu owadéw. Rekombinowane bakulowirusy wykazuja
znacznie wigksza skuteczno$¢ jako insektycydy niz formy niezmodyfikowane
[6]. Metoda ta pozostaje na razie gléwnie na etapie badan.

Trzecia droga sa proby réwnoczesnego —stosowania naturalnych
neurotoksyn i klasycznych insektycydow. Bada si¢ np. skutecznoéé dzialania
pyretroidéw po uprzednim zainfekowaniu owadéw rekombinowanym
bakulowirusem niosacym geny odpowiedzialne za produkecje neurotoksyn
modyfikujacych dzialanie kanaléw sodowych [6]. Idea takich kombinacji
wywodzi si¢ z faktu wystepowania allosterycznych, dodatnich interakceji migdzy
miejscami receptorowymi dla réznych neurotoksyn w kanale sodowym [5].
Badania na poziomie molekularnym wykazaty, ze wbudowywanie si¢ toksyn do
miejsca receptorowego 3 w kanale sodowym wzrasta w obecnosci pyretroidow.
Podobnie jest w odwrotnej sytuacji. Powinowactwo pyretroidéw do kanatu
sodowego rosnie w obecnosci toksyny [4]. W warunkach polowych fatwiej sobie
wyobrazi¢ sytuacje, w ktorej owady najpierw zostajg zainfekowane
bakulowirusem niosacym geny odpowiedzialne za produkcje toksyny
a nastepnie sg traktowane pyreroidem niz odwrotng kolejnos¢. Wyniki uzyskane
w testach toksycznosci nie zawsze jednak sa zgodne z oczekiwaniami.
Wprowadzenie neurotoksyny (n. p. As II, or Sh 1 z jadu anemonéw morskich)
do ciata owada nie zawsze podnosi efektywno$¢ pyretroidéw [7]. Przypuszczaé
nalezy, ze istotny bedzie tu dobér zaréwno typu toksyny jak i pyretroidu.
Ponizej przestawione sa wstepne wyniki testow, przeprowadzonych na
preparacie aksonalnym z ukiadu nerwowego owada, ktérych celem jest ocena
wspotdzialania neurotoksyny ATX II z jadu anemona morskiego (Anemonia
sulcata, wbudowujacej si¢ do miejsca receptorowego 3 w kanale sodowym)
z pyretroidami.
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Metody

Interacje migdzy permetryng (pyretroidem typu I) oraz propoksurem
(karbaminianem) badano wykorzystujac technike pojedynczej przegrody
olejowej [9]. Pozwala ona na obserwacj¢ aktywno$ci synaps znajdujacych sig
W ostatnim zwoju odwlokowym karaczana (Periplaneta americana) migdzy
zakonczeniem aksonalnym neuronu mechanosensorycznego oraz dendrytami
olbrzymiego interneuronu. Transmiterem w tych synapsach jest acetylocholina,
ktérej uwalnianie jest regulowane na drodze ujemnego sprzezenia zwrotnego
przez receptory muskarynowe znajdujace si¢ w blonie presynaptycznej [9].

Wspdldziatanie toksyny ATX II oraz permetryny i deltametryny
(pyretroidu typu II) obserwowano rejestrujac prad sodowy w blonie aksonu
olbrzymiego interneuronu za pomocg metody podwéjnej przegrody olejowej [8].

Wyniki i dyskusja

Wspoéldzialanie permetryny i propoksuru na poziomie synapsy.

Rozpatrujac wptyw danej substancji na transmisj¢ synaptyczng zawsze
nalezy braé pod uwage mozliwo$¢ jej dziatania na blong aksonalna.
W przypadku permetryny efektem pierwotnym jest modyfikacja pradu
sodowego w aksonie (Ryc. 1A). Szybki prad sodowy w ciaggu 20 min
minimalnie si¢ zmniejsza, pojawia si¢ natomiast nowy prad w czasie trwania
impulsu depolaryzujacego oraz po jego zakonczeniu. Podawanie impulséw
depolaryzujacych z duzg czgstotliwoscia (25 Hz) powoduje sumowanie si¢ pradu
koncowego (Ryc. 1B), ktéry wygasa ze stalg czasowa okoto 500 ms. Prad ten
jest odpowiedzialny za depolaryzacje nastgpeza, ktéra przy szybkiej stymulacji
aksonu takze ulega sumowaniu. Przy braku stymulacji polaryzacja aksonu wraca
do wartosci wyjsciowej w ciagu kilkuset ms.

Podniesienie stanu pobudzenia aksonu powoduje zwigkszenie wydzielania
acetylocholiny w synapsie co jest obserwowane, po 20 min, jako niewielki
(0o 14£5 %) wzrost amplitudy postsynaptycznych potencjalow pobudzajacych
(PSPP), rejestrowany przy bardzo niskich st¢zeniach (10* M) permetryny. Przy
wigkszych jej stezeniach (3x107 M) nastepuje spadek amplitudy PSPP (Ryc. 2A)
0 28+5 %. Jest to wynikiem zwrotnego hamowania wydzielania Ach w wyniku
pobudzenia presynaptycznych receptoréw muskarynowych. Zostalo to
sprawdzone w do$wiadczeniach z zastosowaniem atropiny, blokera receptoréw
muskarynowych.

Propoksur (2x107 M) blokuje aktywnos¢ acetylocholinesterazy w wyniku
czego wzrasta iloé¢ acetylocholiny w synapsie. Po uplywie 10 min obserwowany
jest wzrost (o 1316 %) amplitudy PSPP. Prawdopodobnie efekt blokera
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acetylocholinesterazy okazuje si¢ nieco silniejszy niz mechanizmy regulacyjne

w synapsie jednakze nie pozwalaja one na pelne ujawnienie si¢ efektu
propoksuru.

AKSON
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Ryc. 1. Dziatanie permetryny (3x10”7 M) na prad sodowy rejestrowany z aksonu olbrzymiego
karaczana. A. Modyfikacja pradu sodowego, wywolanego 5 ms impulsem depolaryzujacym z -60
do -10 mV, po 20 min dzialania permetryny. B. Prad sodowy wywolany impulsami
depolaryzujacymi podawanymi z czgstotliwoscia 25 Hz w warunkach kontrolnych i po
permetrynie. Strzalki wskazuja indukowany permetryna prad w czasie impulsu depolaryzujacego
oraz prad koncowy.

Traktowanie preparatu przez 10 min permetryna o stezeniu 3x107 M
a nastepnie podanie mieszaniny permetryny (3x10” M) i propoksuru (2x107 M)
powoduje w ciaggu 10 min spadek PSPP (Ryc. 2B) o 66+3 %. Jest to efekt
znacznie przekraczajacy sumg efektow (spadek PSPP o 1245 %) wywolanych
permetryng (po 20 min) i propoxurem (po 10 min) podanymi oddzielnie.
Wykazany zostal w ten sposob synergizm wystepujacy migdzy pyretroidem
i karbaminianem, na ktérego istnienie wskazywaty wyniki testéw toksycznosci.
Synergistyczne dzialanie permetryny i propoksuru dokonuje sie za
posrednictwem dziatania receptorow muskarynowych. Zostato to udowodnione
w doswiadczeniach z zastosowaniem atropiny w obecnosci, ktérej prawie
zadnego spadku PSPP nie zaobserwowano. Szczegélowe dane opisane sa
w publikacji [3].
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Ryc. 2. Modyfikacja postsynaptycznych potencjaléw pobudzajacych (PSPP) w obecnoécn
insektycydow. A. Zmiany zarejestrowane po 20 min w obecnosci permetryny (3x107 M) B.
Zmiany zarejestrowane po wstepnym traktowaniu, przez 10 min, preparatu pcrmetryna (3x10 M)
a nastepnie dziesigciu minutach aplikacji mieszanki permetryny i propoksuru (2x10 M).

Wspoéldzialanie toksyny ATX II i pyretroidéw.

Na izolowany akson karaczana dziatano permetryng o stezeniu 10° M.
Insektycyd w tym stezeniu powoduje powstanie opisanych poprzednio pradow
ale réwnoczeénie obserwowany jest spadek amplitudy pradu szybkiego.
W kolejnej serii doswiadczalnej akson traktowany byl toksyna ATX II
w stezeniu (10° M) wywolujacym zahamowanie w okolo 20 % procesu
inaktywacji pradu sodowego i nie wplywajacym na amplitude pradu. Po 10 min
przeplukiwano akson roztworem permetryny (10 M). Stwierdzono, ze obecnosé
toksyny nie przyspiesza dzialania permetryny. W nastgpnych doswiadczeniach
sprawdzono w podobny sposéb dzialanie deltametryny (10° M). Okazalo sig, ze
obecno$¢ ATX Il w znacznym stopniu przyspieszyla dzialanie pyretroidu
(Ryc. 3). Sredni spadek amplitudy pradu sodowego po deltametrynie wzrdst



92

z 7,5 nA/min ( w obecnoéci samej deltametryny) do 22,5 nA/min (w obecnosei
ATX II).

A kontrola permetryna 10°M
1 -
200nA
1ms
ATX I 2x107M
B ATX Il 2x107"M permetryna 10°M

__k r

Ryc. 3. Zmiany pradu sodowego rejestrowanego z aksonu po 20 min dzialania permetryny
(10° M). A. Dziatanie samej permetryny. B. Dzialanie permetryny w obecnosci toksyny ATX II
(2x107 M).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze taczenie réznych substancji o dziataniu
neurotoksycznym moze znacznie podnosi¢ ich efektywno$é. Przy dobieraniu
substancji majacych ze soba wspoldziataé nie wystarczy jednak jedynie
znajomos¢ ich charakterystyki ale konieczne sa liczne testy, ktére pozwola na
dobor whasciwych par zwiazkéw i wlasciwych ich stezen. Testy toksycznosci
powinny by¢ prowadzone réwnolegle z obserwacjami na poziomie ukladu

nerwowego poniewaz to daje szans¢ na poznanie mechanizméw wystepujacych
interakcji.
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