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Rövidítések jegyzéke 

 

D2   Jodotironin-dejodináz 

D3   Jodotironin-dejodináz 

E2   17-béta ösztradiol 

ED   Endokrin diszruptor 

ER   Ösztrogén receptor 

ERE   Estrogen response elements 

RBA   Receptor binding affinity 

T4   Tiroxin 

T3   Trijódtironin 

TSH   Pajzsmirigyserkentő hormon 

TR   Pajzsmirigyhormon receptor 

TRE   Thyroid hormone response element 

ZEA   Zearalenon 
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1. Bevezetés 

Az endokrin diszruptorok (ED) olyan anyagok, amelyek a szervezetben képesek egyes 

hormonok hatását blokkolni, utánozni, esetleg befolyásolni, ezzel megzavarva az egészséges 

szervezetben zajló biokémiai és élettani folyamatok működését. Ezekkel az anyagokkal, 

vegyületekkel gyakran találkozhatunk mindennapi életünk során, hiszen megtalálhatóak a 

környezetünkben, élelmiszerekben, kozmetikumokban, gyógyszerekben, használati tárgyakban 

is. Olyan ismert anyagok tartoznak az ED kategóriába mint a dioxinok, DDT, ólom, vagy akár 

a koffein [1]. 

Az endokrin diszruptoroknak való kitettség negatív hatással lehet az egyed normális 

fejlődésére, megzavarva az endokrin rendszert, gátolva vagy stimulálva a hormonok 

termelődését, így megváltoztatva az általuk szabályozott élettani funkciókat. Az 

egyedfejlődésre való hatást ún. modifikációs, míg a kifejlett egyedre történő hatást aktivációs 

hatásnak nevezzük. Ezzel a tulajdonságukkal neurológiai, szaporodásbiológiai, keringési, 

metabolikus és immunológiai zavarokat okozhatnak [1]. Az ED-k változatos szerkezettel, 

kémiai tulajdonságokkal rendelkeznek. Hatásuk szerteágazó, ugyanazon anyag  különböző 

fajokra és fejlődési stádiumokra is eltérő hatással lehet. Közöttük nagyszámú kémiailag stabil 

vegyület található meg, melyek a táplálékláncban feldúsulhatnak. Az ilyen ED-k nem csak a 

vadvilágot, de az embereket is veszélyeztethetik, környezeti kártételük hosszú távon is jelentős 

lehet [1], [2]. 

 Jelentős mennyiségű ismert és lehetséges negatív hatásaik miatt az ED-k egyre inkább 

a figyelem középpontjába kerülnek, folyamatosan fedeznek fel újabb és újabb anyagokat 

melyek hormonszerű tulajdonságokkal rendelkeznek. Jelenleg több mint 1000 potenciális ED-

t ismerünk, és ez a szám folyamatosan nő, ezért fontos e vegyületek minél alaposabb 

tanulmányozása, esetleges káros hatásaik megismerése. Dolgozatomban egy, az 

állategészségügyben jól ismert képviselőjüket, a zearalenont (ZEA) fogom bemutatni.  
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1 Zearalenon 

A zearalenon, egy makrociklikus β-resorcilsav lakton, Fusarium fajok - köztük a F. 

culmorum, F. roseum - másodlagos metabolitja. Ezek a gombafajok világszerte megtalálhatóak 

melegebb klímájú területeken termesztett gabonaféléken, anyagcseretermékeikkel szennyezve 

a takarmányt és az élelmiszereket a világ szinte minden pontján [3]. Egy Magyarországon 

végzett felmérés során a kukoricából vett minták 41 %-t a búzából vett minták 17 %-t találták 

ZEA-nal szennyezettnek [4]. A nem megfelelő tárolás miatti magas hőmérséklet és 

nedvességtartalom kedvez a gombák elszaporodásának, ezáltal tovább növelve a termény 

fogyasztásával járó kockázatot [5]. Emellett a vegyületet feldolgozott gabonatermékekben is 

kimutatták, mint kenyér vagy a sör [6], [7], ami azt jelentheti, hogy a ZEA elég stabil vegyület 

ahhoz, hogy a tárolás, feldolgozás után is megtalálható legyen az élelmiszerekben és az állati 

takarmányokban egyaránt [8].  

A mikotoxinnal szennyezett gabona elfogyasztásával a ZEA eljut a tápcsatornába ahol 

igen gyorsan felszívódik és a vérárammal szétterjed a szervezetben. Az ilyen takarmányt 

fogyasztó állat teje, húsa [9], [10], vagy akár tojása [11] is tartalmazhatja a toxint, így közvetett 

módon mind a szopós korban lévő fiatal állat, mind az állati termékeket fogyasztó ember is ki 

lehet téve a ZEA hatásainak [12] (1.ábra). 
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1.ábra: A zearalenon útja a táplálékláncban. Lipofil tulajdonsága miatt képes a 

placentán keresztül a fejlődő magzat és tejjel pedig az újszülött szervezetébe jutni. Az 

élőlényekbe bejutva elsősorban az ábrázolt szervek működését zavarja meg. 

 

2.1.1 A zearalenon a szervezetben 

A ZEA szervezetre gyakorolt hatásai az ösztrogénekhez hasonló viselkedésével áll 

összhangban: patkányoknál a per os ZEA adagolás osteopetrosist, a here és a thymus atrófiáját, 

a tobozmirigy és endometrium hyperplasiáját, csökkent termékenységet és a hüvely 

hyperkeratinizációját okozta [8]. Pontyoknál immunotoxikus és genotoxikus hatását mutatták 

ki [13]. A diszruptor hatása fajonként és életszakaszonként eltérő, a prepubertás korú sertések 

az egyik legérzékenyebbek a toxinra [9]. 

Nőkben előforduló endometriális adenocarcinoma szövetében is kimutattak ZEÁ-t. Yu 

és munkatársai [14] leírták, hogy alacsony koncentrációjú ZEA in vitro stimulálta a tumorsejtek 

proliferációját. MCF-7 ösztrogén receptor pozitív tumorsejtvonalon serkentette a növekedést és 

csökkentette az apoptózist.  
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A központi idegrendszer, bár a vér-agy gát segítségével ellenálló sok káros hatással 

szemben, de mégis a ZEA hatásának egyik kiemelt szervrendszere magas ösztrogénreceptor 

(ER) tartalma miatt [15]. A ZEA jó lipidoldékonysága következtében könnyedén átjut a vér-

agy gáton [16], illetve károsítja azt. A károsodott vér-agy gát ezek után kevésbé lesz rezisztens 

a további kórokozókra, toxinokra [17], [18]. A ZEA a központi idegrendszerbeli hatásaira 

jelenleg kevés szakirodalmi adat áll rendelkezésre. A hipotalamuszban serkenti a kisspeptin 

szekrécióját, amely korai pubertáshoz vezetett patkányoknál [19]. Az agyalapi mirigy kóros 

mértékű megnövekedését okozva [20] az egész szervezet hormonháztartását befolyásolhatja, 

amely káros hatással lehet  egyéb szervekre is [21]. 

 

2.1.2 A zearalenon hatásmechanizmusa 

A hasonló szerkezetük miatt képes kötődni az α és a β ösztrogénreceptorhoz is, melyek 

közül az alfán ösztrogén agonistaként, míg a bétán részleges antagonistaként viselkedik[22]. 

Hatékonysága viszont jóval elmarad a 17-béta ösztradioltól: MMV-Luc, ösztrogénre érzékeny 

sejtvonalon a zearalenon EC50 értékét a hormonhoz képest több mint százszorosára mérték 

[23]. A receptorhoz való kapcsolódás során a képződött dimer ugyanúgy stimulálja a 

transzkripciót, mintha egy endogén ösztrogén dimerizált volna a receptorral. Emellett indirekt 

módon növeli a progeszteron receptorok mennyiségét is. [23]. 

A ZEA hatásának megértése elképzelhetetlen az ösztrogén és receptorai működésének 

bemutatása, megismerése nélkül, ugyanis egyik fő célpontja az ösztrogénreceptorok 
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2.2 Ösztrogének 

Az ösztrogénekről általában női nemi hormonként a szaporodásban betöltött szerepük 

juthat eszünkbe, pedig az utóbbi évek során rengeteg új funkcióját tárták fel ennek a 

hormoncsoportnak. 

 

2.2.1 Az ösztrogének szerkezete 

Az endogén ösztrogének alapváza egy 18 szénatomból álló szteroid váz, ehhez 

kapcsolódik 3-béta-pozícióban egy hidroxil csoport és a D gyűrűre egyéb, az aktivitást 

meghatározó csoportok kapcsolódnak. A legfontosabb az ösztrogének közül a 17béta-ösztradiol 

(E2), mely a szteroidvázas ösztrogének csoportjában a legnagyobb relatív receptorkötődési 

affinitással (receptor binding affinity – RBA) rendelkezik [24]. 

 

2.2.2 Az ösztrogének szerepe 

Az ösztrogéneknek szerteágazó szerepük van, hiszen rengeteg különböző szövet 

fejlődésére, differenciálódására, és működésére vannak hatással. Szerepet játszanak a nőknél 

például a csontanyagcserében [25], a szekunder nemi jellegek kialakulásában, a női nemi ciklus 

szabályozásában, lipoprotein szintézis és a sejtek inzulinérzékenységének módosításában [26]. 

Ezen kívül fontos szerepet játszanak az emlősök agyi folyamataiban is, a jól ismert 

hipotalamikus hormontermelés feedback szabályozásától kezdve, a motoros viselkedés 

szabályozásán át, a központi idegrendszer fejlődésében játszott szerepéig (pl. mielinizáció, 

idegpályák szerveződése, neuropeptidek és –transzmitterek expressziója) [27]. 

 

2.2.3 Az ösztrogénreceptorok és az ösztrogének hatásmehanizmusa 

Az ösztrogén és a hozzá hasonló vegyületek a szteroid magreceptor családba tartozó 

alfa és béta (ER α és β) ösztrogén receptorokon fejtik ki nagyrészt a hatásukat, de egyes 

esetekben a sejtmembránon található, G-protein kapcsolt receptorokat is aktiválhatnak. Ahhoz, 

hogy a ligandok kötődni tudjanak ezekhez a receptorokhoz, átdiffundálnak a sejtmembránon, 

majd homodimerizáció során egy komplexet (dimer) képeznek [28]. A két receptor altípus 

ligandkötő domain-jának (ligand binding domain LBD) aminosav sorrendje 53%-os egyezést 

mutat, míg a DNS-kötő domainjánál (DNS binding domain DNB) ez az egyezés 96% [24], [29]. 

A receptor és ligandja által képzett dimer ugyanannak az ösztrogén-érzékeny génnek 

hormonválasz régiójához kötődik, viszont különböző ligandokhoz való affinitásuk eltérhet. Az 
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E2 jobban kötődik az α mint a β receptorhoz [27], így az alfa recepor túlsúllyal rendelkező 

szöveteken erősebb hatást vált ki. A hormonválasz elemhez kötődés aktiválja az adott gént, 

amellyel szabályozhatja a génről történő transzkripciót. Ezek receptorok, a szervezet rengeteg 

különböző szövetében megtalálhatóak, eltérő mennyiségben és arányban. Így meg tudunk 

különböztetni klasszikus, és nem klasszikus ösztrogén célszöveteket: a klasszikus 

célszövetekben főleg alfa ösztrogénreceptorok találhatóak. Ilyen a máj, a méh, a placenta, 

tejmirigy és a központi idegrendszer, a kardiovaszkuláris rendszer és a csontszövet. A nem 

klasszikus célszövetekben alfa ösztrogénreceptorok alig találhatóak, főleg béta szubtípussal 

találkozhatunk. Ezek közé tartozik például a tobozmirigy, herék, petefészek, bőr, 

hasnyálmirigy, vagy a központi idegrendszer tanulással és memóriával kapcsolatos területei 

[28], [29]. A receptorok számának szabályozása főképp ösztrogén indukálta autoregulációval 

történik, de a különböző szövetekben eltér egymástól. Például a csontszövet mezenhimális 

őssejtjeiben az ösztrogén növeli az alfa és csökkenti a béta receptorok expresszióját. Nem 

ivarérett patkányban az ösztrogénkezelés csökkentette a  méhben, de újszülött hímeknél növelte 

béta receptorok mennyiségét a prosztatában [29].  

 

2.2.4 Az ösztrogének hatása a központi idegrendszer fejlődésére 

Az ösztrogénnek kiemelkedően fontos szerepe van a központi idegrendszer megfelelő 

fejlődésében és működésében, és ezek mellett a központi idegrenszer szerepet játszik e 

hormonok szintézisében is. Az agy egyes részein, mint a hipotalamusz és a limbikus rendszer 

területén, a középagyban, vagy az agykéregben található idegsejtek közül bizonyos neuronok 

tartalmaznak egy aromatáz citokróm P450 nevű enzimet. Ez az enzim katalizálja az androgének 

ösztrogénekké való átalakulását [30]. Az aromatáz-aktivitás az élet során folyamatosan 

változik, a legmagasabbnak a perinatális időszakban mérték [27]. Ennek a jelentősége abban 

áll, hogy ebben és a neonatális időszak során, a hímnemű újszülöttek heréi által termelt 

androgéneket ezek az enzimek ösztrogénné alakítják, amely részt vesz az agy ebben az 

időszakban lezajló szexuális differenciációjában. Ezért a hímek agyában sokkal nagyobb 

arányban találhatóak meg az ösztrogén és recepora által képzett dimerek, mint a nőstény vagy 

ivartalanított hím patkányok idegsejtjeiben [31]. Az ösztrogén receptorok a vemhesség 21. 

napján jelennek meg először és a születés utáni 6. napon találhatóak meg legnagyobb 

mennyiségben az agy egyes területein: legfőképpen a limbikus rendszer területein, de kisebb 

mennyiségben többek között az agytörzsben, és a kisagyban is [31].  
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Az ösztrogén többféle módon szabályozza a központi idegrendszer fejlődését. A fő 

szabályozó mechanizmus a magreceptorokon történik, de sok tanulmány leírja, hogy egyéb 

gyors, specifikus kaszkádot is képes aktiválni a sejtben. Egyes sejttípusokban az E2 képes 

aktiválni többek között az adenilát-cikláz enzimet, növelni az intracelluláris kalcium 

koncentrációt, serkenteni a nitrogén-monoxid szintázt, növelni a ciklikus adenilát cikláz 

koncentrációt ami aktiválja a protein kináz G enzimet. Ezt nevezzük nem genomiális (rapid) 

útnak[32][33]. A rengeteg, ösztrogén által szabályozott folyamat közül az idegrendszeri 

fejlődés szempontjából érdemes kiemelni az ERK1/2 MAPK-útvonalat, amely fontos szerepet 

játszik az ideg-és glisasejtek növekedésében és differenciációjában. Ennek során az E2 

stimulálja az ERK1/2 enzim foszforilációját. Ezen kívül azt találták, hogy ezen útvonal növelte 

a nem programozott sejthalál mennyiségét egy adott szemcsesejt populáción belül. Az 

ösztrogén hatása a fejlődés kritikus szakaszaiban jelentősen befolyásolja a sejtek mennyiségi 

egyensúlyát az agyban és ezen belül a kisagyban is az osztódás, differenciáció, sejtmigráció és 

sejthalál szabályozásával [34], [33]. 
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2.3 Pajzsmirigy hormonok 

A pajzsmirigy által termelt tiroxin (T4) és trijódtironin (T3) fontos szerepet játszik 

szinte az összes szövetféleség anyagcseréjében, differenciációjában, így a központi 

idegrendszerében is [35]. A T4 egy hormonálisan inaktív molekula, viszont a pajzsmirigyben 

nagyobb részt a T4 szekretálódik. Ezt a tiroxin 5’-dejodináz enzim alakítja aktív T3-á. Ez az 

enzim nagy mennyiségben található meg a magzati és újszülöttkori szövetekben, ami arra utal, 

hogy a kezdeti fejlődés során a T3 nagy szerepet játszik a szervek, szövetek fejlődésében. Ezek 

közül behatóbban a jelenlegi dolgozat keretein belül a központi idegrendszerrel foglalkozunk. 

A T3 az idegrendszer fejlődése során szabályozza az idegsejtek differenciálódását, migrációt, 

szinaptogenesist és a mielinizációt [36]. A tiroxin hiány a perinatális időszakban mentális és 

fizikális problémákhoz vezet, amit kreténizmusnak neveznek [37].  

 

2.3.3 A pajzsmirigy hormon receptorok és működésük 

A hormon hatása a sejtekben nagyrészt pajzsmirigyhormon receptorokon történik, 

melyek – hasonlóan az ösztrogén receptorokhoz – a nukleáris receptor-szupercsaládba 

tartoznak [38]. Emellett a citoplazmában és a mitokondriumon található pajzsmirigy 

receptorokon keresztül válthat ki egy gyors, sejtmagreceptoroktól független választ [39]. 

Ahhoz, hogy a T3 és a T4 hormonok kifejthessék hatásukat, át kell jutniuk a sejmembránon. 

Ezt olyan membrántranszportereken keresztül valósul meg, mint a monokarboxiláz transzporter 

8, 10 (MCT8,10), szerves anion transzportáló peptidek (OATP), vagy az L-aminosav karrierek 

(LATS). Ezek közül például a MCT8 megtalálható egyes idegsejtekben, ezért fontos szerepe 

van a megfelelő agyi fejlődésben. Az ezzel a transzporterrel nem rendelkező emberek 

szenvednek az úgynevezett Allan-Herndon-Dudley szindrómában.  MCT8 knockout egerekben 

a humánban tapasztalt elváltozások nem figyelhetőek meg. Ez más, ugyanazon idegsejteken 

található pajzsmirigyhormon transzporterekkel magyarázható, amelyek kompenzálják az 

MCT8 hiányt. A citoplazmában található jodotironin-dejodináz 2 és 3 (D2 és D3) enzimek 

szabályozzák a sejtben található T3 mennyiségét, amely az aktuális hatásért felel. Ezek azért 

fontosak mert a T3 körülbelül 80%-a D2 enzim segítségével helyben keletkezik. A D2 felelős 

a T4 T3-á való alakulásában, a D3 pedig inaktiválja a T3-at [36].  

Az aktivált T3 a fő hatását a pajzsmirigyhormon magreceptorokon (TR) váltja ki. A TR-

k három részegységből (domain) állnak: egy ligandkötő domain amely felel a receptor 

interakciókért is, egy DNS-kötő és egy nem tisztázott funkciójú rész. A DNS-kötő rész 

specifikus DNS szekvenciához, úgynevezett pajzsmirigyhormon-válasz elemhez (thyroid 
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responsive element; TRE) kötődik. Ehhez az elemhez a TR képes ligand nélkül, monomerként 

kötődni, de általában homo- vagy heterodimerként fejti ki hatását az adott génre. Heterodimert 

általában retinoid x receptorral képez. Ezek a hormonválasz régiók aktiválhatják, vagy 

inaktiválhatják az adott génről történő transzkripciót. Az úgynevezett „pozitív” elemek TR 

monomer hatására csökkentik, míg a dimerizált receptor kötődése serkenti az átírást az adott 

génről. A „negatív” elemek esetén ezek fordítottja következik be [40]. Jelenleg két TR típust 

ismerünk és azokon belül két-két altípust: az α 1-2 és a β 1-2. Az α receptor szubtípusok 

találhatók például a májban vagy perinatálisan az agyban, a β kifejlett egyedek agyában, de a 

szívizom tartalmazza mindkét típust [39][41]. A kisagyban az α és a β típus is megtalálható: A 

TRα megtalálható a korai neuroepitheliumban, a granulumsejt precursorokon és később az 

EGL-eken. A TRβ pedig általában a későbbi szakaszokban a purkinje sejt rétegben (Purkinje 

cell layer, PCL) és a mély belső rétegekben (internal deep layers, IDL) [36]. A fejlődés során 

ezek a szubtípusok egy meghatározott sorrendben jelennek meg [39]. 

 

2.3.2 A pajzsmirigy hormonok szerepe a központi idegrendszer fejlődésében 

A T3 hormon fontos szerepet játszik az agy normális fejlődésében. Több kutatás 

megerősíti, hogy a központi idegrendszer fejlődése során fellépő pajzsmirigyhormon hiány –  

vagy többlet –  irreverzibilis elváltozásokat okozhat. Indirekt és direkt hatással rendelkeznek 

többféle glia és idegsejttípus proliferációjára, differenciációjára és az apoptózisra [42]. Az 

ember magzati élete során a T3, T4 és pajzsmirigyserkentő hormon (TSH) a 12. hét, a 

pajzsmirigy működésének megkezdése előtt is kimutathatók, amely valószínűsíti, hogy az anyai 

pajzsmirigy hormonoknak nagy szerepük van a magzat agyi fejlődésében. Ennek ellenére a 

magzatkori pajzsmirigyhormon hiánnyal küzdő újszülötteknek adott TSH, biztosította, hogy 

közel normális szellemi fejlődést mutassanak [36]. Az öröklötten TR receptor hiányos (TR 

knockout) állatok agyi fejlődését vizsgálva, a receptor hiánya a fejlődésre alig volt hatással.. Ez 

valószínűsíti a hormon olyan funkcióit is, mely során nem a transzkripciót szabályozza. Ilyen 

például a T4-nek az asztrocitákban kifejtett aktin polimerizációt indukáló hatása [36].  
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2.4 Kisagyi szemcsesejtek 
A kisagyi szemcsesejtek a központi idegrendszer legkisebb, és legnagyobb számban 

megtalálható sejtjei közé tartoznak [43]. Mivel még a születés után is fejlődnek (egérben a 7. 

posztnatális napig), kiváló modell az idegsejtek fejlődésének tanulmányozásához[44]. Ezek a 

sejtek nem képesek a szteroidok de novo szintézisére, ezért szteroidmentes médiumban 

tenyésztve lehetséges csak a külsőleg hozzáadott hormonok, jelen esetben az ösztrogén és a 

pajzsmirigyhormonok hatásának vizsgálata. A kisagyi szemcsesejtek, ahogy a központi 

idegrendszer sejtjeinek jelentős része, ösztrogén és pajzsmirigyhormon receptorokat 

expresszálnak, a megfelelő fejlődés, és a homeosztázis fenntartása érdekében. Ezen 

tulajdonságai miatt használtunk primer patkány kisagyi szemcsesejteket a kísérletekhez, a 

sejtkultúrák készítéséhez, mint modellt, ezzel szimulálva az idegsejtek fejlődésében beállt káros 

hatásokat, amelyeket a ZEA kiválthat, ha felborítja a neuroendokrin rendszert. 
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3. Célkitűzések 

A ZEA, mint ismert ED hatású vegyület, a szervezetbe jutva képes felborítani a neuroendorkin 

szabályozási mechanizmusokat, és ezzel befolyásolni a kifejlett emlősök, madarak 

hormonháztartását, illetve tönkreteheti az egyedfejlődés kényes mechanizmusainak 

egyensúlyát is.  

Kísérletünk során arra kerestünk választ, hogy a fejlődő központi idegrendszer idegsejtjein – 

amelyekhez kisagyi szemcsesejteket használtunk modellként – található ERß, TRα és TRß 

receptorok expressziójának mértékére hatással van-e a ZEA, mint endokrin diszruptor vegyület. 

Emellett megvizsgáltuk a ZEA hatását a fiziológiásan előforduló hormonok jelenlétében, és 

nélkülük is, így lehetőségünk nyílt a ZEA és az általa módosított endokrin rendszer hormonjai 

közti összefüggések vizsgálatára is.  
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4. Felhasznált anyagok és módszerek 

 

4.1 Állatok 

A TOXI-COOP Zrt.-től (Budapest, Magyarország) beszerzett Sprague-Dawley törzsbe 

tartozó vemhes patkány nőstények minimum 4 nappal az ellés előtt érkeztek meg. Az anyákat 

12 órás nappal, és 12 órás sötét ciklusban tartottuk, ad libitum táp és ivóvíz mellett. Mivel 

korábbi eredmények alapján a kölykök neme nem befolyásolta a vizsgálatainkat ,így hímeket 

és nőstényeket egyaránt használtunk. A születés napját posztnatális nulladik napként jelöltük, 

és a hetedik posztnatális napon történt meg a sejtkultúrát alkotó sejtek izolálása. Az állatok 

átlagos testtömege 18-20g között volt a hetedik posztnatális napon.  

 

4.2 A sejtkultúra létrehozása 

A primer kisagyi szemcsesejt-kultúrát a már publikált [45] metodika alapján állítottuk 

elő. Az állatok kisagyát gyors dekapitálást követően eltávolítottuk. Az agyszövetből izolált 

sejtek enzimatikus kezelés nélkül szérum- és szteroidmentes környezetben inkubáltuk Jakab és 

mtsai. módszerének megfelelően. A 7 napos inkubálási idő letelte és a kezelések megtörténte 

után a sejteket mechanikai úton betakarítottuk EDTA-s PBS oldat segítségével. A sejtkultúra 

gliatartalmának ellenőrzése GFP (Glial Fibrillary Acidic Protein) használatával történt. A 

kiültetés részletes metodikája, a sejtkultúrák glia tartalma és a sejtek tipizálása egy korábbi 

publikációban olvasható [46]. 

 

4.3 Kezelések 

A sejtkultúrákat a kiültetést követő hetedik napon (P14) az alábbi endokrin 

diszruptorokkal és/vagy hormonokkal kezeltük (fiziológiásan előforduló koncentráció, ill. a 

környezeti szennyezés során mérhető koncentráció). 17β-estradiol (E2, 1.16x10 -10 M, Sigma 

Aldrich Ltd., Magyarország, vízoldékony); 3,3’,5-triiodo- L-thyronine (T3, 0.92 nM, Sigma 

Aldrich Ltd., Magyarország); Zeralenone (Zea, 10-10 M) (1. táblázat). 
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1. táblázat: A ZEA ill. hormonkezelések a nyolc, kialakított csoport esetében. A kontroll 
csoportnál kezelést nem alkalmaztunk. A másik hét csoporthoz ZEA-t, E2-t vagy T3-t adtunk, 

illetve ezek kombinációját. Az alkalmazott kezeléseket a táblázatban ’+’-al jelöltem. 

 

4.4 Western Blot mérés 

A miután megtörtént a sejtek betakarítása a mintákhoz a gyártó utasításainak 

megfelelően lízis puffert (M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific) 

és proteáz inhibitort adtunk (HALT Protease and Phosphatase Inhibitor Coctail, Thermo 

Scientific), majd 5x5 másodperces ultrahangos homogenizálás után a minták 

fehérjekoncentrációját egy bicinchoninsav fehérje próba (BCA; bicinchoninic acid protein 

assay kit; Thermo Scientific) segítségével mértük meg. A Western blot analízis során a mintákat 

10%-os poliakrilamid gélben (Precise Tris-Glycine Gel, Thermo Scientific) futtattuk. Miután 

megtörént fehérjék molekulasúly szerinti szétválasztása, a fehérjéket egy PVDF (Immobilon-

P, Millipore) membránra vándoroltattuk. A membrán még megmaradt szabad kötőhelyeit 5%-

os, zsírmentes tejporral blokkoltuk egy órán keresztül, majd az általunk vizsgált fehérjéket 

TBS-T (Tris-Buffered Saline with Tween) oldatban, a megfelelő ellenanyagok (Primer 

ellenanyagok: Anti-thyroid hormone receptor alpha, Abnova, PAB11276, hígítás: 1:1000; Anti-

estrogen receptor beta, Sigma Aldrich, E-1276, hígítás: 1:1000; Anti-thyroid hormone receptor 

beta, Abnova, PAB11277, hígítás: 1:1000. Szekunder ellenanyagok: Peroxidase labeled horse 

anti-mouse IgG, Vector Laboratories, PI-2000, hígítás: 1:2000 Peroxidase labeled goat anti-

rabbit IgG, Vector Laboratories, PI-1000, hígítás: 1:2000;) segítségével jelöltük meg. A 

megjelölt fehérjesávokat kemilumineszcencia (Western Lightning Chemiluminescence C.N. 

PerkinElmer) segítségével láthatóvá tettük röntgenfilmen , majd a kapott jeleket denzitometriás 

analízisnek vetettük alá. Legalább három mérés eredményéből átlagoltuk az egyes csoportokat. 

Az optikai denzitásértékeket a kezeletlen kontroll mintából mért értékekhez viszonyítottuk. 

 KONTROLL 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 

ZEA - + - + - + - + 

E2 - - + + - - + + 

T3 - - - - + + + + 



  

18 
 

4.5 Adatelemzés 

A statisztikai analízisként használt egytényezős ANOVÁ-t Tukey-féle teszttel 

kiegészítve az ÁTE Biomatematikai tanszék végezte el. Az adatokat az EXCEL (Microsoft, 

Microsoft Co., Redmond, WA, USA) és a GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, 

CA) program segítségével végeztük el. 
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5. Eredmények 

 

5.1 ERβ expresszió változás a kezelés hatására 

A tenyészetek zearalenonnal való kezelése, a mikotoxinnal nem kezelt tenyészetekhez 

képest az ERβ receptorfehérje mennyiségének szignifikáns növekedését eredményezte minden 

esetben (2. ábra). A kontroll csoporthoz (2,37 ±0,19) viszonyítva a ZEA alkalmazása több mint 

háromszorosára emelte a receptorok számát (p<0,01), hasonlóan, mint az E2-lal kezelt sejtek 

esetében (p<0,001). Számottevő növekedést idézett elő a T3-nal önmagában, és E2-lal történt 

együttes adagolásánál is (p<0,001). A T3 és E2 együttes alkalmazása a sejtek receptorfehérje 

expresszióját jelentősebben serkentette, mint amit a kizárólag T3 ill. az E2 kezelést követően 

tapasztaltunk.  

 

 

2.ábra, Kontrollhoz viszonyított ERβ expresszió a ZEA-nal kezelt és kezeletlen 

sejttenyészetekben. A *-ok mutatják a ZEA-nal kezelt és nem kezelt csoport között létrejövő 

szigifikáns mennyiségbeli különbséget.***: p<0,001, **: p<0,01 
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5.2 TRβ expresszió változás a kezelés hatására 

Hasonlóan az ERβ-nál kapott eredményekhez, a ZEA alkalmazása jelentősen 

megnövelte a TRβ mennyiségét a sejtekben (p<0,001) (3. ábra). Minden esetben a ZEA-nal 

kezelt sejtek receptorexpressziója szignifikánsan magasabb volt a nem kezelt párjukhoz 

viszonyítva. Emellett T3 adagolása indukálta a receptorexpressziót a kontrollhoz viszonyítva, 

viszont a ZEA kezelésen átesett tenyészeteknél csökkentette azt a sejtekben (p<0,05). 

 

3.ábra, Kontrollhoz viszonyított TRβ expresszió a ZEA-nal kezelt és kezeletlen 

sejttenyészetekben. A *-ok mutatják, ha a ZEA-nal kezelt és nem kezelt csoport között 

létrejövő szignifikáns  mennyiségbeli különbséget ***: p<0,001,  

  

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

1,80

2,00

Kontroll Zea E2 E2+Zea T3 T3+Zea E2+T3 E2+T3+Zea

***                                    ***                                   ***                                ***



  

21 
 

5.3 TRα expresszió változás a kezelés hatására 

A TRα esetében, bár minimális expressziót serkentő hatás felfedezhető, csak az E2-lal 

való kezelésnél lehetett tapasztalni szignifikáns eltérést (p<0,05) a csak ZEA-nal kezelt 

csoporthoz képest (4. ábra). Emellett a mindkét hormont, és ZEA-t tartalmazó sejtkultúra 

receptorszám növekedése felülmúlta a ZEA+ T3-nal és a ZEA+ E2-lal kezelt csoportét (E2: 

<0,01; T3<0,05). 

 

4. .ábra, Kontrollhoz viszonyított TRα expresszió a zearalenonnal kezelt és kezeletlen 

sejttenyészetekben. A * mutatja, ha a ZEA-nal kezelt és nem kezelt, de E2-lal kezelt csoport 

között létrejövő szignifikáns mennyiségbeli különbséget. 

*: p<0,05 
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6. Megbeszélés 

 

A ZEA különböző szövetekre, sejtekre való hatásával egyre több kutatás foglalkozik. 

Bár ezek nagy része a sejt működésének nukleáris ösztrogénreceptorokon keresztüli 

befolyásolására fordítja a figyelmet, a ZEA egyéb, nem ösztrogén receptor függő sejtkárosító 

tulajdonságát vizsgáló irodalom is folyamatosan növekszik. Azt, hogy a diszruptor a célsejtre 

milyen hatással lehet, nagyban befolyásolja a koncentrációja [47]. A vegyület negatívan 

befolyásolja a fehérje- és DNS- szinézist, genotoxikus, csökkenti a mitokondriumok számát és 

fokozza oxidatív stressz által előidézett károsodás mértékét, mellyel a stresszfehérjék 

termelődését serkenti [48], [49]. Ezek a hatások érhetők tetten a ZEA hepato- és nephrotoxikus 

tulajdonsága esetén [48], [50], [51]. 

Egy egészséges egyed szervezetében a neuroendokrin szabályozásnak köszönhetően a 

pajzsmirigyhormonok, az ösztrogének és mindezek receptorai egyensúlyban vannak. Ha egy 

zavaró ”hatás” – jelen esetben a ZEA – éri ezt az egyensúlyt, az fejlődési rendellenességekhez, 

funkciózavarokhoz vezethet testszerte. Ez a fejlődő szervezetben például a nemi érés 

zavarához, meddőséghez [52], vagy korai pubertáshoz vezethet [53], [54]. Mivel mindkét 

hormon jelentős szerepet játszik az agyi struktúrák megfelelő kialakulásában[36], [55], 

hormonális zavarok a későbbi élet során maradandó neurológiai és viselkedési elváltozásokat 

is okozhatnak. Ezzel összhangban több beszámoló is megerősíti a túl magas vagy túl alacsony 

pajzsmirigyhormon-szint káros hatását a központi idegrendszer fejlődésében [53], [54], [55]. 

Az eredményeink és az irodalmi adatok alapján valószínűsíthető, hogy a ZEA up-

regulációs hatással van az ERβ mennyiségére, viszont ennek a mechanizmusa sajnos még nem 

ismert. A megnövekedett ERβ mennyiség főleg a központi idegrendszerben és a szaporító 

szervrendszerben okozhat működési zavarokat, amely a feed-back szabályozás miatt 

kiterjedtebbé teheti ezeket, a teljes neuroendokrin rendszer károsodhat. Erre jó példa, hogy a 

ZEA az agyalapi mirigy hiperpláziáját okozhatja mely, az ott termelődő hormonok 

mennyiségére hatással lehet[20]. A gonadális hormonok és azok mennyiségi szabályozása 

tekintetében például Adibnia és munkatársai [59]) leírták, hogy a ZEA az ER expressziót 

befolyásoló és citotoxikus tulajdonsága negatívan befolyásolta hím patkányok reprodukciós 

folyamatait és a hím nemi hormonok szintézisét, amely jelenséget mások is megerősítették [23]. 

Fontos hangsúlyozni, hogy a ZEA-nak az ER expresszióra gyakorolt hatása függ a receptor 

altípusától. Bár a ZEA az ERβ receptor expressziójára upregulációs hatással van, az ERα 

mennyiségét mégis csökkenti. Mivel a két receptor aránya és expressziója szövetfüggő, a ZEA 
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hatása eltérően befolyásolhatja a hormonháztartást a különböző szervekben. Ennek a 

magyarázata, hogy a diszruptor az ERα receptornak agonistája, míg az ERβ receptoron 

agonista-antagonistaként viselkedik[22]. Ezen tulajdonsága következtében gátolja az ERβ 

receptor által kiváltott transzkripciót, melyet a sejt a receptor mennyiségének növelésével 

próbál ellensúlyozni [59]. Az ösztrogén háztartás zavara a magzati és az újszülöttkori 

idegrendszeri fejlődésre kifejezetten negatív hatással van. Az ERβ génkiütött egereken végzett 

vizsgálatok a sejtmigráció és proliferáció zavarát, és apoptotikus sejtek megnövekedett számát 

írták le a nagyagykérgi neuronok esetében [60].  

A ZEA a szaporító szervrendszerben hiperösztrogenizmus kialakulását okozza. 

Férfiaknál alacsony termetet hipogonadizmust, gynecomastiát (a férfi emlőszövet nem 

daganatos eredetű megszaporodása), impotenciát, nőknél a menstruációs ciklus zavarát, méh 

és az emlők kóros megnagyobbodását írták le az kórfolyamatok következtében [61]. Krónikus 

kitettség esetén nő az emlőtumor kialakulásának kockázata. A ZEA-ra az egyik 

legérzékenyebb állat, a sertés klasszikus hiperösztrogén tüneteket mutat: vulva ödémája és 

kipirosodása, ivarzási tünetek (pozitív hátalási próba), megnagyobbodott tejmirigyek, 

esetenként vetélés, vagina prolapsus is előfordulhat [62], [63]. 

Az eddigi kutatások közül kevesen foglalkoztak az ösztrogénszerű hatás mellett azzal, 

hogy a ZEA az ER receptorcsaládon kívül esetleg más hormonok működését is befolyásolni 

tudja. Így ezen a téren a pajzsmirigyhormon receptorok újdonságnak számítanak, de 

ugyanakkor az, hogy a szervezet szinte összes sejtjének, többek között a központi idegrendszer 

sejtjeinek fejlődésében, működésében fontos szerepet játszanak, indokolttá teszi vizsgálatukat.  

Az eredményeink jól mutatják, hogy a ZEA képes befolyásolni a pajzsmirigyhormon 

receptorok mennyiségét, és különbség mutatkozik az alfa és a béta szubtípusra gyakorlott hatás 

között. Jól látható, hogy a kontrollcsoporthoz képest a ZEA-nal kezelt csoportok TRβ 

expressziója szignifikánsan nőtt. A TRα változása nem szignifikáns, és nem is mutat 

egyértelmű tendenciát, csak abban az esetben, ha a kezelés során nem alkalmaztunk T3-at. A 

fejlődés során a TRα a korai, legfőképp a magzati fejlődésben játszik szerepet majd születés 

után mennyisége csökken, miközben a TRβ mennyisége nő [41], [64]. Az irodalmi adatok 

alapján a ZEA nem kapcsolódik a pajzsmirigyhormon receptorokhoz, sem a TRE-khez, direkt 

módon nem hat a pajzsmirigyhormon-receptor útra [65]. Viszont az ERE és a TRE 

bázissorendjében található egy ún. konszenzus szekvencia, amely lehetővé teszi az ER 

kötődését a TRE-hez és fordítva. Ennek köszönhetően a két hormonális útvonal képes egymás 

génexpresszióját szabályozni [66]. Ez lehetőséget teremthet más, ösztrogénhatású anyagnak is 
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a pajzsmirigyhormon által szabályozott anyagcsereútvonalak működését befolyásolni. Emellett 

több ösztrogénhatású endokrin diszruptornál is kimutatták azt a hatást, hogy gátolja az 

úgynevezett proteaszóma fehérjekomplexek működését. Ez a komplex felelős a többek között 

nukleáris receptorok lebontásáért. Ha a receptorok lebontása nem megfelelő, a mennyiségük 

megnő, relatív upreguláció alakul ki [67]. Ez a folyamat az ER és a TR upregulációjában is 

részt vehet. A relatív magas receptorszám felboríthatja a sejt hormonális egyensúlyát, és ha 

nincs gátlás, hipertireózishoz,hiperösztrigenizmushoz hasonló tüneteket válthat ki.  

Mivel T3-nak kiemelkedő szerepe van a központi idegrendszer fejlődésében, a 

pajzsmirigyhormon háztartás egyensúlyának felborulása súlyos és hosszútávú 

következményekkel járhat. Patkányoknál, postpartum kísérletileg kiváltott hipertireózis korai 

sejtproliferációt és differenciációt vált ki, aminek negatív hatása a végleges sejtszám és 

sejtméret csökkenésében mutatkozik meg [68]. Emellett a myelinhüvely és az idegsejtek 

dentritjeinek normálistól eltérő fejlődése is a szellemi és kognitív képességek elégtelenségéhez 

vezethetnek [42]. A hyperthyreoid állatok rövidebb ideig élnek, több létfontosságú szerv, mint 

a szív és az agy károsodhat [69], [70]. A negatív hatások jelentős része oxidatív stressz 

kiváltásán alapul, amely károsítja a sejtet, leginkább a mitokondriumban okoz jelentős károkat 

[71], [72]. Oxidatív stressz kiváltását, a mitokondriumok számának csökkenését a ZEA 

citopatogén tulajdonságának vizsgálatakor is leírtak [48]. A hipertireózis más hormonok 

homeosztázisát is felboríthatja, például megemeli a keringő tesztoszteron és E2 szintjét a 

plazmában, ami úgyszintén elváltozásokat okozhat [73]. Érdekesség, hogy a TRβ-t nagy 

mennyiségben expresszáló neuroblastoma sejtekben T3 kezelés hatására a Herpes Simplex 

Virus-1 (HSV-1) replikációjának intenzitása csökkent [74]. 

Hogy a fiziológiás környezetben fellépő hatásokat a lehető legjobban tudjuk modellezni, 

a kezeletlen kontroll és a ZEA-nal kezelt csoport mellett egyes csoportokat élettani mennyiségű 

E2-lal, T3-nal illetve ezek kombinációjával kezeltük. Ez az ERβ és a TRβ esetében, nem látható 

szignifikáns eltérés a kontroll csoport, a ZEA-nal kezelt csoport és ezek hormonnal kezelt 

megfelelői között. A TRα esetében az a tendencia figyelhető meg, hogy a T3 kezelt 

csoportoknál a receptor expressziója magasabb volt a nem kezelt csoportokhoz képest. A 

szakirodalmi adatok szerint a TRα mennyisége T3 kezelés hatására a patkány egyes szöveteiben 

(szív, vese, tobozmirigy) csökken, de az agyban nem változik. A TRβ-ra a tobozmirigyen kívül 

nincs hatással a kezelés [75]. 

Az élő szervezeten belül a ZEA a hormontermelő szöveteken keresztül is ki tudja fejteni 

ED hatását, amely megnehezíti az in vivo vizsgálatok eredményeinek értelmezését. Több forrás 
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is megemlíti, hogy a toxin megnövelte a pajzsmirigy, mellékvesék és a hypophysis relatív és 

valós tömegét. Emelett a hypophysisre gyakorolt hatással közvetetten befolyásolhatja több 

endokrin mirigy működését is. [76].  

Mivel a ZEA a világon szinte mindenhol előfordul, kiemelt figyelmet érdemel 

toxicitásának minél teljesebb körű megismerése. Napjaink gabonaalapú állattartásában ez a 

mikotoxin tetemes károkat okoz, és emellett az humán- egészségügyi vonatkozásban is 

különböző betegségek kialakulásának egyik lehetséges előidézője lehet. Ahogy kísérleteink és 

az irodalmi adatok mutatják, a ZEA több ponton is képes befolyásolni az egyedek hormonális 

egyensúlyát, mely az egész szervezetre kiterjedő károsodáshoz vezethet. Megértéséhez 

mindenesetre fontolóra kell venni a kutatás kiterjesztését in vivo kísérletek irányába. 
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Summary 

Endocrine disruptors (EDs) are specific compounds with a potent modulatory effect on the 

human and animal endocrine function. Several molecules can act as an ED in our environment, 

and a growing body of evidence draws attention to their adverse health effects, however our 

knowledge is scarce about their exact actions. In this study, the effect of zearalenone (ZEA), a 

mycotoxin produced by Fusarium species, was examined in vitro.  

Our experiments were focused on how ZEA treatment affects the estrogen receptor beta (ERb) 

and thyroid receptor alfa and beta (TRa & b) protein expression levels in developing neuronal 

cell cultures. Additionally, possible modulatory effects derived form 17b-estradiol and 

triiodothyronine were examined, as well.  

We isolated cerebellar granule cell cultures from 7-day-old Sprague-Dawley rat pups. After 7 

days some of the cultures was treated with ZEA, others remained untreated as control. In order 

to test the possible modulatory effects of ZEA, we administered 17b-estradiol, or 3,3’,5-triiodo- 

L-thyronine, or the mixture of these hormones on some treated and untreated cultures as well. 

Western blot technique was used to measure the receptor levels. 

Our results show that the ZEA treatment significantly increased the amount of expressed 

receptor proteins in all groups, compared to the ZEA-free cultures. According to our results, 

ZEA can influence the neuronal development in a manner more complex than we previously 

thought, it can act as a possible cause of many disorders related to reproduction and 

development in animal husbandry. 
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Összefoglalás 

Környezetünkben rengeteg olyan anyag található, mely képes befolyásolni az emberek és 

állatok endokrin működését, ezért ezeket endokrin diszruptoroknak nevezzük. Jelenleg még 

keveset tudunk ezen vegyületek működéséről, de az egyre növekvő mennyiségű eredmények 

több diszruptor káros hatására is felhívták a figyelmet. Jelen dolgozatban az egyik képviselőjük, 

a mostanában kiemelt figyelmet kapott Fusarium mikotoxin, a zearalenon hatásait vizsgáltuk 

in vitro körülmények között. A vizsgálat célja, hogy megtudjuk, zearalenonnal való kezelés 

hatással van-e a fejlődő neurális sejtkultúrák béta ösztrogén receptorainak (ERβ), és alfa és béta 

thyroid receptorainak (TRα és β) expressziójára. Emellett, a 17ß-ösztradiolt és trijód-tironin 

moduláló hatása is megfigyelésre került. 

A vizsgálat során hétnapos, Sprague-Dawley patkány kölykök felhasználásával kisagyi sejteket 

tartalmazó sejtkultúrát hoztunk létre, majd a kiültetést követő hetedik napon a következő módon 

kezeltük a sejteket: az egyik felén zearalenont alkalmaztunk, míg a sejtkultúrák másik felét 

kezeletlenül hagytunk. Egyes kezelt és kezeletlen csoportokhoz 17ß-ösztradiolt, 3,3’5-trijód-L-

trionint vagy ezek kombinációját adtuk. Western blot technikával vizsgáltuk a fentebb 

ismertetett receptorok mennyiségét a sejtkultúrákban. 

A zearalenon kezelés minden esetben jelentősen növelte az expresszált receptorfehérjék 

mennyiségét mind a kontrollhoz, mint pedig a kizárólag hormonokkal kezelt sejtkultúrákhoz 

viszonyítva. Eredményeink szerint a zearalenon képes a központi idegrendszer fejlődését több 

úton is befolyásolni, ezzel ez az anyag lehetséges okozója lehet egyes szaporodásbiológiai és 

fejlődéstani problémáknak az állattartásban. 
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