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1  Roviditések jegyzéke

ACTH:
AgRP:
ARC:
As:
BPA:

DMSO:

ED:

EndoR:

ER:

GABA:

KIR:
MCR:
MSH:
NPY:
NR:
PB:

POMC:
PPARY:

ROS:
TEM:
TR:

ZEA:

adrenocorticotrop hormon
agouti-kapcsolt fehérje szintetizalo sejtek
nucleus arcuatus

arzén

biszfenol A

dimetil-szulfoxid

endokrin diszruptor
endoplazmatikus retikulum
dsztrogénreceptor
gamma-aminovajsav

kdzponti idegrendszer
melanocortin-receptor
melanocitastimulalé hormon
neuropeptid Y

magreceptor

foszfatpuffer

proopiomelanocortin

peroxiszoma proliferator altal aktivalt receptor-gamma
reaktiv oxigéngyok

transzmisszids elektronmikroszkop
pajzsmirigyhormon-receptor

zearalenon



2 Irodalmi attekintés

2.1  Endokrin diszruptorok

A mai vilag részévé valt a mindennapos karosanyag kibocsatas, melynek igy az él6lények
nap mint nap ki vannak téve. Ennek megakadalyozésa, illetve visszaforditdsa érdekében
elengedhetetlen ezeknek a mérgez6 anyagoknak a vizsgalata, kimutatasa, semlegesitése és a
kibocsatas csokkentése, annak érdekében, hogy megeldzziik azok karos hatdsainak
manifesztaldédasat. llyen anyagnak szamitanak tébbek k6zétt az endokrin diszruptorok (ED) is.
Az EDK szamos definicidja ismert az elmult években, de dsszességében olyan természetben
elsésorban novényekben (fitodsztrogének, genistein, kumestrol) [1] mestersegesen kornyezeti
vegyszerekben (peszticidek, ipari melléktermékek, feldolgozo ipari termékek — elsésorban
milanyag [2, 3]) talalhaté kémiai anyagok, amelyek agonista/antagonista hatast gyakorolnak a
hormonrendszerre, a normal endokrin miikddésre, igy befolyasolva az €161ények egészségi és
reprodukcios allapotat [4].

Napjainkban szdmos kutatas foglalkozik elsdsorban a mesterseges EDk mechanizmusanak
vizsgalataval, azok hatdsainak megallapitasaval. Ezek a kémiai anyagok hatassal vannak egyes
hormonok metabolizmusara, szintézisére, felszabadulasara, eliminécidjara, tovabba maguk is
képesek bizonyos hormonokként viselkedni, azokkal megegyez6 vagy éppen azokeval
ellentétes hatast kivaltani a szervezetben [5] (1. abra). Az ED hatdsok olyan élettani
folyamatokat zavarnak meg, modositanak, vagy gatolnak, mint a nemi fejlédés, szexualis
viselkedés, reprodukcid, inzulin haztartas szabalyozdsa, novekedés, stressztiirés, illetve
metabolikus rata. Kilondsen fontos megemliteni, hogy ezek a kémiai anyagok mér Kkis
mennyiségben képesek komoly hatast kivaltani a szervezetben — a sejteken talalhato
receptorokat fel- vagy leszabalyozzak, igy az élettanindl er6sebb vagy gyengébb valaszt
generélva [6].

Meghatarozo tovabba az is, hogy az élet mely szakaszaban és milyen hosszu ideig van kitéve
az allat vagy ember az adott ED-nak. A magzati, illetve az Gjszilott eélet soran mar minimalis
mennyiségi ED is kihathat a fejlodésre, ideértve bizonyos agyi funkciokat, a szervek fizioldgias
formajat vagy az immunrendszert. Ezek a tényezdok a késObbi élet soran komoly betegségek,
rendellenességek alapjai lehetnek (pl. elhizas, rak), befolyasolhatjak az életminéséget és a

normalis egyedfejlédést [7, 8].



\k hormon receptor

Q normal hormon

‘ hormonként viselked6 anyag jelatviteli at

sejtmag

Oe

sejt

KB )
N <

celluléris vélasz cellularis vélasz

1. dbra: EDk miikédési elvének sematikus dbrdzoldsa: a) A normal hormon szintet névelni, illetve csékkenteni képes,

b) hormonként képes viselkedni, c) a hormonok természetes mechanizmusat befolydsolja. Tabb és Blumber (2006) alapjan.

Az EDk pontos mechanizmusa még nem ismert, tovabbd az egyes anyagok igen
kiilonbozéek egymastol, mind struktiraban, mind természetiikben [9], igy A&ltalanos
kovetkeztetést egy hatdéanyag alapjan nem vonhatunk le minden ED-ra. Sz6veti szinten mar
tisztazott a magreceptorok (NR), Osztrogénreceptorok (ER), pajzsmirigyhormon-receptorok
(TR) és peroxiszoma proliferator altal aktivalt gamma receptorok (PPARY) fontossdga az EDk
hatdsmechanizmusaban [10], az okozott cellularis elvaltozasok azonban meg kétségesek.
Toébbek kozott direkt hatdst fejthetnek ki sejtszinten a mitokondriumok metabolikus
funkciojara; ezt célozva szamos kutatas vizsgalta a biszfenol A (BPA), zearalenon (ZEA) és
arzén (As) cellularis hatasét sejttenyészeten, illetve kisérleti allatokban. igy figyelték meg
tobbek k6zott a megnovekedett mennyiségli reaktiv oxigéngyok (ROS) termelédését, oxidativ
stressznek Kkitett mitokondriumokat és endoplazmatikus retikulumot (EndoR). Tovéabba,
kimutattak mitokondrialis DNS karosodast, a mitokondrium membranpotencialjanak
csokkeneéset és kiilonb6zé apoptotikus utak aktivalodasat is [11-13]. Morfologia tekintetben
azonban hianyoznak Iényegi kutatasok.

2.1.1 Biszfenol A

A biszfenol A az egyik legnagyobb mennyiségben termelt kémiai anyag vilagszerte [14],
mivel nélkildzhetetlen az Gtésallé polisztirol, a poliamid, a polivinil-klorid, illetve a
polikarbondt milanyag gyartasdhoz, amibdl példaul cumisiivegek, tobbszor hasznalatos

palackok, ételhordozok, épitési anyagok (ablakkeret, padlé burkolat) készilnek. A fém
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dobozok belsé felszinét boritd epoxigyanta szintéziséhez ugyancsak sziikséges a BPA. Utobbi
esetben szamos tanulmény mutatta ki inkomplett polimerizacio lezajlésat, mely miatt a BPA
kivalik a gyantabdl és az élelmiszerbe keriilhet, ez megtdrténhet a gyartas soran, vagy
haztartasban ho, savas, illetve bazikus oldatok hatasara. Széleskorii felhasznalasa miatt a
leginkabb tanulmanyozott ED-ra valt az elmualt 20 évben. Kimutattak mar talajbol, természetes
vizekbdl, szennyvizbdl és leveg6bdl is [15].

A BPA hatasa az ERkon keresztil érvényesul, az alfa és béta receptorokhoz egyarant nagy
az affinitdsa, de az Osztradiolénal kisebb [16]. Emiatt sokaig nem nyilvénitottak neki
komolyabb kérositd hatast, azonban kutatdsok bizonyitottdk, hogy szdmos molekularis
mechanizmuson keresztil képes stimulalni a cellularis valaszt mar alacsony dozisban is [17].

Szamos rendellenesség kapcsolhato a BPA endokrinolégiai hatasaihoz, az érintettek
kiilonboz6 testfolyadékai (vér, magzatviz, anyatej, vizelet, ondd, follikularis folyadék) mérhet6
mennyiségben tartalmazhatjdk a BPA-t ekkor. Ilyen allapotok tébbek kozott a kéros elhizas,
policisztas petefészek szindroma (PCOS), vemhességi rendellenességek, rak [15], 2-es tipusl
diabetes, pajzsmirigy mikodési problémak [18].

2.1.2 Zearalenon

A zearalenon, vagy F-2 toxin, egy gomba mikotoxin, melyet a Fusarium genus tagjai
szintetizalnak [19]. Széleskorben eléfordul az emberi fogyasztasra szant gabonatermékekben,
melyek kozil leginkdbb a kukorica érintett, de a gombatoxinnal érintkez6 vizek is potencialis
veszélyforrasok [20]. A Fusarium gombak mar a term6f6ldon megfert6zhetik a névényeket, de
gyakran a tarolas, illetve feldolgozas soran torténik ez meg [21]. Amennyiben nem torténik meg
a gomba, illetve a mikotoxin kimutatdsa és semlegesitése megfeleld idében, az az
¢lelmiszerlanc egészét érintd folyamatba torkollhat. A ZEA bejuthat olyan altalanos
gabonatermékektdl kezdve, mint a reggelizépehely, a toxinnak kitett allatok hiisan, tején at, a
bor, sor, szaritott gyimdlcsokig és fiiszerekig, minden feldolgozott élelmiszerbe [22].

A ZEA elsddleges tamadasi pontja a reproduktiv szervrendszer, strukturalisan ugyanis mind
a mikotoxin, mind annak metabolitjai nagyon hasonléak az 6sztrogén hormonokhoz (6sztradiol,
osztron, Osztriol). Az ER-alfa és ER-béta receptorokhoz valé kapcsol6dasa a BPA-hoz hasonld
moédon zajlik le, hatasa fiigg a mennyiségtél és a sejttipustol, melyen kotddott az adott
receptorhoz. Ugyanakkor a ZEA esetében fontos kiemelni, hogy metabolitjai, els6sorban az
alfa-ZEA, nagy toxicitassal rendelkezik, szazszor er6sebb Osztrogénszer(i hatasa van, mint az
eredeti molekulanak [23]. Felvétel utan a ZEA nagyon gyorsan metabolizalddik a

vékonybelekben és a majban, erésen kotodik a szervezet szoveteihez, a felesleg pedig



kivalasztodik a vizelettel és az epével, igy innen kimutathaté a mikotoxinnal valo fert6zottség
[19].

A ZEA hatasa igen széleskort, a farmallatok kozott a sertés a legérzékenyebb, ugyanakkor
a veszélynek leginkabb kitett allat is. A reproduktiv szervrendszert karositd hatasok kozott
beszélhetink a nemi utak elvaltozasairdl (uterusmegnagyobbodas), fertilitasrol,
magzatkarositasrol. Emberekben a DNS karositas miatt Osszefiiggésbe hoztdk kiilonbozo
daganatos megbetegedésekkel is (endometrialis adenocarcinoma) [21], tovabbéa bizonyitottan
kihat a kozponti idegrendszer (KIR) [24], az immunrendszer, a csontok, a maj és a vesék élettani
mitkodésére is [25].

2.1.3 Arzén

Az arzén egy olyan félfém, mely a természetben szinte mindenhol fellelhetd, ugyanakkor
kdzegeszségligyi veszélyt jelent. A foldkéregben és az alapkézetekben halmozddott fel nagy
mennyiségben, innen juthat be természetes és mesterséges vizeinkbe [26], a leveg6be, allatokba
és novényekbe, valamint élelmiszerinkbe [27]. Elemi &llapotban nem toxikus, azonban
oxigénnel reagélva olyan vegyiiletek jonnek létre, melyek sulyos mérgezést okoznak [28].
Szervetlen formaban fordul el6 nagyobb mennyiségben, ebben a formaban toxikusabb, mint a
legtobb szerves vegyiilete, kivételt képeznek ez aldl a harom vegyértékii arzénsavak, amik a
szervezetbdl lassabban {iriilnek és igy toxikusabbak is. Szervetlen formaban beszélhetiink a
haromvegyértékii arzenitrél, illetve az 6t vegyértékii arzenatrol, utdbbi kevésbé toxikus [27].

Az As természetes kimosddasan tal komoly problémaét jelent az emberi tevékenység okozta
szennyezés. A legfontosabb ezek kozil a féembanyéaszat és a fémkohaszat, de a szénbanyéaszat
¢és bizonyos fosszilis tiizeléanyagok égetése, a mezdégazdasagban hasznélt peszticidek,
faanyagvéddszerek hasznalata szintén komoly szennyezést jelent [29].

A szervezetbe jutva az As vegyuletei konnyen felszivodnak és eljutnak a kiilonboz6
szovetféleségekbe. Tobbek kozott a bélben, majban koncentralédnak, de jelentds mennyiség
mérhet a csontokban, szaruképletekben és a borben is [27].

Az As ED hatasat tobb receptoron keresztul fejti ki, kis mennyiségben hormon dependens
géntranszkripciot indit, nagyobb, de nem citotoxikus dozisban szupresszalja azt. Az érintett
szteroid receptorok a glukokortikoid, mineralokortikoid, progeszteron es androgen receptorok.
Az ERkon keresztill szintén képes génmddositast végrehajtani kis ddzisban, azonban a
hatasmechanizmus itt tébb ponton is kiilonb6zik a masik négy receptortdl. Ebbél kovetkeztetve
az As szamara nem a receptorok jelentik valoszintileg a célpontot, hanem egy olyan fehérje
vagy szabalyoz6 utvonal, mely hasonléan jelen van mindegyiknél [30]. Az arzént

karcinogénkent tartjdk szamon, szdmos szervrendszer daganatos elvaltozasat idézheti eld,
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tobbek kozott tidorakot, bor-, hagyholyag-, prosztata- és majdaganatot is okozhat [31]. A
keringési szervrendszert érintd6 megbetegedések koOzll a magas vérnyomas, agyverzés,
szivelégtelenség egyik Kivaltd tényezdje lehet [32], tovabbd mellékvese és pajzsmirigy

funkciokat érint6 elvaltozasok is kotheték hozza [33].

2.2 Hypothalamicus melanocortin rendszer

A hypothalamus a diencephalon részét képezd, elsédleges informacioszelektald terlet,
ennek okan komplex anatomiaval rendelkezik és barmilyen sériilése komoly
kovetkezményekhez vezet [34].

Funkciojat tekintve az egyik legjelentésebb magcsoport, a nucleus arcuatus (ARC) [35] a
hypothalamus mediobasalis részén, a harmadik kamra és eminentia mediana szomszeédsagaban
helyezkedik el (2. bra). Mivel ezen a terlileten a vér-agy gat modosult [36, 37], igy a
kiilonbozd tapanyagok, hormonok és egyéb molekulak konnyen atjutnak a vérbol, ezéltal a
perifériarol érkezé informaciok elsédleges szenzoraként hivatkozhatunk az ARC-ra. A
kiilonb6z6 informaciok ezen a teriileten integralddnak és szelektdlédnak, az egyes
neuroncsoportoknak feladata ezek kivalogatasa, tovabbitasa. Az ARC szdmos neuronjanak
koszonhetéen alapvetd a homeosztizis fenntartisaban, a metabolizmus és a taplalkozas
kdzpontja, részt vesz a szexualis viselkedés kialakitasdban, tovabba a keringési rendszer

megfelel6 miikodésében [38].
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2. dbra: A nucleus arcuatus elhelyezkedése patkdny agydnak sematikus dbrdzoldsdn (zold kereszt) a
hypothalamuson (piros keret) beliil, coronalis metszetben. Az dbra a Scalable Brain Atlas alkalmazds

segitségével késziilt (https://scalablebrainatlas.incf.org/rat/PLCIB14).

Az ARC teriletén szamos neurokémiailag jol elkiilonithetd, eltér6 funkcioja
neuronpopulacié talalhatd, ezek kozé tartozik a két, a melanocortin rendszert alkotd
sejtpopuléacié. A proopiomelanocortint szintetizal6 anorexigén (taplalékfelvételt gatlo)
neuronok csoportjat nevezzik réviden POMC-sejteknek. Ezek a neuronok a melanocortin-
receptorok (MCR) agonistai, a taplalékfelvételt gatld, valamint az energiafelhasznalast noveld
jeleket tovabbitanak a kozponti idegrendszer felé, tovabba szamos hormon termelését és
leadésat szabalyozzak, mint példaul az ACTH (adrenocorticotrop hormon) és alfa-MSH
(melanocitastimulaldo hormon). A neuronok masik csoportjat az AgRP idegsejtek adjak,
neviket a termelt Agouti-kapcsolt fehérjérol kaptak, de termelnek tovabba neuropeptid Y-t
(NPY) és gamma-aminovajsavat (GABA) is. Az AgRP neuronok orexigének, az MCR
antagonistai, a taplalékfelvételt serkentik, az energiafelhasznélast pedig csokkentik, az alfa-
MSH hormonhatéast blokkoljak [35, 39].

Ezen neuronok receptorai kifejezetten érzékenyek és rapid modon vélaszolnak a
hormonvaltozasra és a hormonszerii anyagok hatasara [40-42], példaul az 6sztrogének [43, 44],

a pajzsmirigyhormonok [45] és a PPARy-k is befolyasoljak miikodésiiket [46], melyek



osszefliggésbe hozhatok az EDkkal. Az utdbbi évek fontos tanulmanyozasi teriilete lett, milyen
modon torténik ez a folyamat, és mivel az adaptiv valtozasok a sejtekben talalhato
mitokondriumok elvaltozasainak fliggvényében jelentkeznek, igy ezek részletes vizsgalata
kertilt el6térbe [47].

2.3 Mitokondrium morfoldgia

A mitokondriumok tobbnyire minden eukaridéta sejtben megtalalhatd, az alfa-
protobaktériumok osztalyaba tartoz6 endoszimbiontatdl szarmaztathato, kettés membrannal
hatarolt sejtorganellumok, melyek alapvet6 fontossaguak a sejtek metabolizmusaban. A
mitokondriumok szerkezeti elemei a kiils6 membran, a cristakkal tagolt (lemezes) belsd
membran, a bels6 membran altal hatarolt mitokondrialis matrix és a két membran kozotti
intermembréan tér (3. &bra). A belsé membran molekularis Osszetételében is kiilonbozik a
szokvanyos egységmembranoktol: 80%-a fehérje, 20%-a lipid természetii anyag, melynek oka,
hogy az elektrontranszportlanc fehérje komplexei és az ATP-szintdz transzmembran enzim is
itt foglal helyet [48].
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3. dbra: A mitokondrium felépitése sematikus dbrdn szemléltetve, Pdnek és mtsai (2020) alapjdn.

A mitokondriumok jellemz6en 2-8 pum nagysagu ellipszoid alaku organellumok, szamuk a
sejttipustol fiiggden néhany és tobb ezer darab kozott ingadozhat, a sejten beliil képesek
elmozdulni az energiaigény fuggvényében [49], ezt fuzids és hasadasi folyamatok, valamint a
mitofagiat szabalyoz6 rendszerek kontrollaljak [50]. A mitokondrium képes kiils6 és belso
struktdrajat egyarant valtoztatni, amely hatassal van annak funkciojara, ugyanakkor ez

visszafelé is igaz [51], ezt a kétiranyu folyamatot nevezzik morfofunkcidonak. A



mitokondriumok alakja alapvetéen meghatarozza annak metabolikus aktivitasat, példaul az
elongélt, fuzionalt mitokondriumban hatékonyabb az ATP szintézis, mig a fragmentalt,
kerekebb mitokondriumokban a ROS termelés fokozottabb, igy hajlamosabb a mitofagiara
[52]. A morfofunkciobdl kovetkezéen a mitokondriumok sériilése egyértelmiien patologias
elvaltozasokhoz vezethet, példaul anyagcsere €s neurodegenerativ megbetegedésekhez.

Az NRk szerepe az EDk hatdsaban a szoveti funkciok tekintetében méra mér tisztazott [53,
54], az intracellularis folyamatok mindemdgott azonban még nem teljesen. Az elmult években
keriilt elétérbe az EDk kozvetlen hatasanak vizsgalata a mitokondriumokra, hiszen az mar
kimutatott mind az As, ZEA és BPA esetén, hogy a mitokondrialis ROS produkciot, a
mitokondrium és az EndoR oxidativ stresszét noveli, tovabbd mitokondrialis DNS karosodast
és membranpotencialcsokkenést okoz, aktivalja a kaszpaz-3 és 9-es apoptotikus utakat [11].

A mitokondrialis dinamika az ARC melanocortin rendszerben mar bizonyitottan relevans a
neuronok ingerlékenységével és a neurondlis aramkoér miikodésével kapcsolatban a
viselkedésre és a periférias szoveti funkcidkra vonatkozdan, tovabba a hypothalamus AgRP és
POMC neuronjai is fontos szerepet jatszanak ezek meghatarozasaban. Mindezek kovetkeztében
az AgRP és POMC neuronok tanulmanyozasa egy pragmatikus, j modellrendszert kinal a
mitokondriumok szerepének megfejtésére az EDk nuklearis- és membréanreceptorokra, illetve

a sejtek, azokon keresztll pedig a teljes test fiziol6giajara tett hatdsanak vizsgalataban.
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3  Célkitiizések

A kisérlet celja, hogy bizonyossagot nyerjiink az EDk cellularis szintii miikodésérdl a
ultrastrukturalis elvaltozasok altal mélyebben megérthet6ek lesznek a szoveti szinten kivaltott
folyamatok. Az elvaltozasok harom ED, az As, a ZEA és a BPA harom kiilonb6z6 dozisban
val6 adagolésa fuggvenyében keruilnek vizsgalatra in vivo egér modellen. Korabbi kutatasok
mar kimutattadk ezen hatéanyagok kiilonb6zd receptorokra kifejtett hatasat szoveti szinten,
azonban a direkt celluléris hatdsuk még nem teljesen tisztazottak.

A mintavételezés soran az ARC AgRP és POMC neuronokat magaba foglald terlletére
koncentralunk, figyelembe véve ezek kozvetlen és nagymértékii kitettségét a keringésben
jelenlévo kemikalidknak, valamint meghatarozo szerepét a szervezet endokrin rendszerének
miikodésében és a homeosztazis fenntartasaban. Kisérletink alapjaul a mitokondriumok
kertltek elbiralasra, ugyanis mint a sejt energiahaztartasanak szabalyozoja, morfofunkcidjaban
bekovetkezd barmely valtozés befolyasolja a sejt fiziologids miikddését.

A mitokondriumok morfoldgiai jellemz6i, igymint azok mérete, belsé strukturaja, alakbeli
elvaltozasa, fuzidja, mitofagidja, tovabba az EndoR-mal val6 kapcsolata transzmisszids
elektronmikroszkopos (TEM) képalkoto eljarassal megfigyelhetd és elemezhetd, ezért ezt az
elemzési technikat ,,gold standard” modszerként alkalmazzuk.

Hipotézistink szerint a mitokondriumok morfoldgiajaban, szamaban es az EndoR-rel vald
kapcsolataban bekdvetkezd valtozasok alapvetd fontossaguak az EDk altal kivaltott szoveti
szinten zajlé folyamatokban. Ezen ultrastrukturalis jellemzok altal mélyebben megismerhetjik
a szoban forgd endokrin karositok sejtszintli hatdsmechanizmusat. Feltételezzik, hogy az
egyes hatdanyagok kiilonb6z6 koncentracidkban sejttipus-fiiggd moddon, ED indukalta
ultrastrukturalis elvaltozasokat generalnak, és mindezek az AgRP és POMC neuronokban

kiilondsen jol megfigyelhetoek lesznek.
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4  Anyag és modszer

4.1  Helyszin és kiseérleti allatok

Az éllatok tartasa és a kisérletek végrehajtasa egyarant az Allatorvostudomanyi Egyetem
Elettani és Biokémiai Tanszék allathazaban és laboratériuméaban zajlott. A laboratérium
teljesen felszerelt, lIégkondicionalt helység, mely a kisérletek végrehajtasahoz megfelels. Az
elektronmikroszkop hasznalatat a Patoldgia Tanszék biztositotta. A kisérleti allatok NMRI BP,
vegyes ivaru, 18 napos egerek, az allathazban az egerek nevelésének megfelel6 koriilmények
biztositva vannak, csapvizet és altalanos egér eleséget ad libitum kaptak, 12 éra mesterséges
megyvilagitasban, majd 12 ora sotétségben tartottuk Oket. A Kisérletek végrehajtdsahoz
szlikséges allatvédelmi engedéllyel rendelkeziink (PE/EA/1252-6-2016), az allatokat az
Eurdpai Tanacs direktivai (86/89/EEC) szerint kezeltlk, az 0sszes eljarast felllvizsgalta és

jévahagyta a helyi etikai bizottsag.

4.2  Kiserleti elrendezés

A kezelési csoportok a harom vegyszer harom ddzisban torténd beadasa €s egy kontroll
csoport. Kezelési csoportonként harom allattal dolgoztunk. A vegyszerek intraperitonealis
injekcio formajaban keriiltek beadasra 6 oraval a perfizio el6tt. A harom 6 csoport a natrium-
arzenit, ZEA és BPA, melyek testtdmeg kilogrammonként 40 pg, 5 mg és 10 mg dozisban
kerlltek beadasra. A kontroll csoport kezelése 0,9% NaCl oldattal tortént. Az As NaCl
olddszerrel, a BPA és a ZEA pedig fizioldgias séoldat és dimetil-szulfoxid (DMSO) oldészerrel
keverve keriiltek injektalasra. A torzsoldatok elkészitésére a kisérleteket megel6zden keriilt sor

a laboratériumban, az egyes koncentraciokbol 50 ul kerllt beadasra adott allatnak.

4.3  Mintavetel

A mintavételre a kezel6 oldatok injektalasat kovetéen 6 dra elteltével kerilt sor, az allatokat
eldszor izoflurdnnal exterminaltuk, majd hatan fekve rogzitettik a padon. Az altatas alatt a
perflziés csOvet csatlakoztattuk a fizioldgids sooldatot tartalmazd palackhoz és
buborékmentesitettik. A perf(zié megkezdéséhez a hasiireg feltarasat a lapatos porc mogotti
median bemetszéssel végeztik. A rekesz inlemezeit lefejtettik az eredési pontjaikrol. A
mellkast a mellkasbejaratig bilateralisan, caudo-cranialis iranyt borda atmetszésekkel tartuk
fel. A keletkezd lebenyszerii, ventralisan helyez6dé mellkasfalrészletet caudo-cranidlis
iranyban felhajtottuk, ezzel a melliireget teljes mértékben hozzaférhetové téve. A szivburok
eltdvolitasa utan a bal kamrat egy 25G-s (5/8 0,5x16 mm) tiivel nyitottuk fel, a tiit pedig az

bulbus aortae-ba vezettiik. A jobb pitvar is megnyitasra ker(lt, helyet adva a vér és perfuzios
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oldatok elfolyasanak (4. abra). Az érrendszer kimosasat 0,9% NaCl és 25 000/3 | heparin
oldattal végeztik, 5 ml/perc sebességgel 20-30 percig. A fixalas 4%-os paraformaldehiddel és
0,5%-0s glutaraldehiddel tortént, ezt a gorcs6k megsziinését kovetd 15 percig adagoltuk, ami
80-100 ml oldatot jelentett.

= = = = bemetszés

jobb pitvar )
bal pitvar

jobb kamra bal kamra

—  perflzids ti

4. dbra: A sziv megfelel6 felnyitdsdnak sematikus dbrdzoldsa.

A fixalt célszerv kiemeléséhez a fej kozepén a bort a fejtetétdl az orrig felvagtuk, a koponyéat
kisolldval az dreglyuktdl kétoldalt sagittalis ivben vagtuk fel és emeltiik le a koponyatet6t. Az
agyat kiemelve, fejjel lefelé helyeztiik az agymatrixba, igy elérhetové valt a basélisan
helyezked6 hypothalamus, amelyrél dvatosan csipesszel fejtettiik le a kotészovetet, majd a
kisagy és agytorzs kozott végeztiink metszést. Az elsé vagas a chiasma opticum mdgott, a
masodik a corpus mamillaren tortént, a coronalis blokk meghagyaséval (5. abra). A kiemelt
hypothalamust az el6készitett 4%-0s, pH 7,4-es paraformaldehid fixaloba helyeztik egy 20 ml-

es szcintillacids Uvegben és 4 °C-on taroltuk feldolgozésig.
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5. dbra: A hypothalamust tartalmazo blokk kiemelésének mdodja. Az dbra Praxinos és Franklin (2001) The mouse

brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition alapjan késziilt.

4.4  Metszetkészités

A metszetkészitést Leica vibratommal (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) végeztik,
ehhez az agyszeletet 0,1 M foszfat pufferrel (PB) tartottuk nedvesen a metszés soran,
ugyanezzel kerult a vibratom csonakja is feltdltésre, a csdnak metszetkészitében valo fixalasa
utan behelyeztik a pengét a pengetartdba, majd az agyat papirtérlén atforgattuk annyira, hogy
az a szOvettarton vald ragasztasra megfeleléen szaraz legyen. Szaradas kozben beallitottuk a
spotlampat és a nagyitélencsét (2x), a csonakot felemeltiik Ggy, hogy a pengét a puffer ellepje
teljesen. A pengét a blokk elétt 1-1,5 mm-re megallitottuk és rogzitettik, majd ugyanezt
megtettlik a blokk utani részen is, igy ablakot készitve. A levagott metszeteket vékony ecsettel

emeltik ki a csonakbél és PB-ben mostuk.

4.5  Immunhisztokémia

A 60 pm-es metszetek elkészitését kovetéen indirekt immunhisztokémiai modszerrel
jeloltik meg a vizsgalni kivant sejtcsoportokat, az AgRP és POMC neuronokat kulon
metszeteken. Ennek lényege egy antigén specifikus primer ellenanyag kotése a sejtspecifikus
antigénekhez, majd egy, a primer ellenanyag ellen termelt szekunder ellenanyag kotése. Ez a
jelolési modszer érzékenyebb, mint a direkt immunhisztokémiai eljaras.

Az inkubacids id6k alatt 250-300-as percenkénti fordulatszdmon a razokever6n tartottuk a
mintakat. A jel6lésre hasznalt primer ellenanyagok nyulban termeltek voltak, a POMC sejtek

jeloléshez poliklonalis primer POMC ellenanyagot, az AgRP sejtek jeloléséhez pedig

14



poliklonalis primer AgRP ellenanyagot hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). A szekunder jel616 mindkét esetben kecskében termelt anti-nyul poliklondlis ellenanyag
volt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El6hivashoz ABC kits-et (avidin-biotin
complex kits) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és DAB-t (diaminobenzidin)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk.

4.6  Beagyazas és ultrametszes

A levagott metszeteket az immunizéalds utan 0,1M PB-ben taroltuk, ezt az 0zmiumozas
kdvette OsO4 oldattal 30-60 percig, majd Ujabb mosas tortént PB-ben 10-15 percig. Kovetkez6
Iépéskeént 50-70-90-96-100%-o0s felszallo alkohol sorban, minden Iépésben 6-7 percig mostuk
a metszeteket, a 100%-0s oldatban kétszer. Az inkubalast propilén-oxidban kétszer 3-5 percig
veégeztliik, majd ujabb inkubalds kovetkezett 1:1 arany( propilén-oxid:durcupan gyanta
keverékben 30 percig. A blokkba val6 beagyazds soran egy végleges durcupan gyantat
hasznaltunk, a buborékok elkertlése itt igen fontos volt, majd 24-48 6rés inkubalas kovetkezett
polimerizacids homérsékleten (60 °C).

Ezt kovetéen készitettik el az elektronmikroszkopos ultravékony metszeteket Reichert
ultramikrotommal (Reichert Technologies, Buffalo, NY USA) 50-70 nm-es, illetve
tajekozdodasul szolgdld metszetként 300 nm-es méretben. Ezeket 300 meshes réz racsokra
(gridekre) vittuk fel. Minden kezelési csoport esetén célunk az volt, hogy allatonként 10
hasznos metszet keriljon taroléasra, ezek 60 pm-es metszetek, a valogatas soran a 10 metszetb6l
4 kertiilt beagyazasra 1 db targylemezre, minden targylemezrdl egy metszet egy hypothalamus
tertilete kerllt gyantablokkba, egy ilyen blokk 20 hasznos ultrametszetet kellett, hogy adjon,
ami 5 gridre fért ra (300 mesh).

4.7  Elektronmikroszkopia

A TEM a mai napig az Ugynevezett ,,gold standard” a mitokondriumok kvalitativ és
kvantitativ ultrastrukturalis elemzésére, mind fizioldgias, mind patofizioldgias viszonyok
kozott [55]. Az elkészilt metszeteket JEOL-1011 TEM-pal (JEOL USA, Peabody, MA, USA)
vizsgaltuk  80kV  gyorsitofesziiltség mellett az  Allatorvostudomanyi  Egyetem
Elektronmikroszkopos Laboratdriumaban. A digitalis felvételek véletlenszertien késziiltek el az
ARC teriiletén talalhat6 POMC és AgRP neuronokrol, 7 500x-0s, 25 000x-es, valamint

50 000x-es nagyitasi tartomanyban.
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4.8  Morfologiai elemzés

A kalibralt digitalis elektronmikroszkdpos felvételeken a mitokondriumokat az NIH Image
J (ver. 1.52n) program segitsegevel kvantifikaltuk. A felvételeken azonositottuk a
mitokondriumokat, az EndoR-okat (6. abra) és az alabbi paraméterek kertltek lemérésre: a
mitokondriumok szama, az alakjukat leir6 paraméterek, ugymint tertilet, a cristak teriilete és
aranya a mitokondriumhoz kepest, az EndoR-rel vald kapcsolatok szama és tavolsaguk. A
kapott adatokat Microsoft Excel (Microsoft, Microsoft Co., Redmond, WA, USA) tablazatokban
Osszesitettik. A statiszikai elemzés R statisztikai kornyezetben tortént, one-way ANOVA

eljarassal és Dunnette-posthoc teszt alkalmazasaval.

vy p ¥ i Wy ’ g *
mitokondrium e
1° e . . A g
F .5\ v ,
: v, /’ .
i 9 ' 4 y -
19 L . ¥ o
: < y "
) ’ ; endoplazmatikus
’ f.. h p
: ! retikulum g
s~ y w2 ',’ s - s : ’ 3
» - » 3 ." I. s
) Ly ' >
2 / o &
c /,‘!' 'ri > £ - \

6. abra: A mitokondrium és EndoR morfoldgidja egy kontroll csoportbdl szarmazé POMC neuronban.

Az elemzések 5x10°® mm?, 2x10° mm? és 2x10“% mm?-es felvételeken torténtek
tilnyomorészt, a mitokondriumok darabszamanak vizsgalata soran a 2x104 mm? latotérre
vonatkoztatva szamoltunk. Kilén kerlltek elbiralasra az AgRP és POMC neuroncsoportok
mitokondriumai, valamint a kiilonboz6 kezelési dozisok és EDK is, tovabbé a kontroll csoport.
Csoportonként 6-10 db megfeleld mindségiinek nyilvanitott kép kerult elemzésre, 6sszesen 195
db. A kapott adatokat Excel tablazatban gyiijtottik 6ssze és csoportonként kiszamitottuk a
mitokondriumok éatlagos teriiletét (nm?), atlagszamat (db), a crista aranyat a mitokondrium

terliletéhez képest (%), a mitokondrium-EndoR kapcsolatok szdmat (db), lemértik a tAvolsagot
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ezen sejtorganellumok kozott (nm), illetve megfigyeltiik az egymaéssal adott teriileten szorosan
érintkez0, illetve fuzionalt mitokondrium-EndoR el6fordulasat is (van/nincs) (7. abra).
— 7 ":'i _i ’ ab,f-;éb/ ; >m_‘ {ui&, __f”;' “}%*‘: }( ‘ ;. ,' 7% ,‘ ' = G§§%‘ %
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7. Gbra: 2x10° mm? latéter( elektronmikroszkdpos kép a kontroll csoportbdl (25 000x-es nagyitds).
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5  Eredmények

5.1 Mitokondriumok atlagmérete

A mitokondriumok terlletének meghatarozasa soran adott kezelési csoportra vetitett
atlagteruletekkel dolgoztunk. Ezek alapjan az lathatd, hogy az As-nal kezelt AgRP, illetve
POMC neuroncsoportokban is a kontrollnoz képest a 40 pg-mal kezelt egyedekben a
mitokondriumok mérete csokkent, majd az 5 mg-mal kezeltekben nétt, a 10 mg-mal
kezeltekben pedig ismét kisebb eértékeket kaptunk. Ezt a méretbeli valtozast a kiugro
(legnagyobb mitokondrium) értékek is tiikrozték. Tovabba megfigyelhetd, hogy az AgRP
neuronokban a méretbeli kiildnbségek valamivel nagyobb léptékiiek, mint a POMC sejtek
esetén. Szignifikans kilonbséget az AgRP és POMC neuronokban is csak az 5 mg-mal kezelt
csoport (p<0,05) mutatott atlagteriilet tekintetében. A legnagyobb mitokondrium méretet
vizsgalva AgRP sejtekben az 5 mg-os (p<0,001), POMC sejtekben a 40 ug-os (p<0,05) kezelési
csoportok mutattak szignifikans kilonbséget a kontrollhoz képest.
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1. diagram: Mitokondriumok teriiletének megoszidsa a kiilénbéz4 kezelési csoportokban AgRP sejtek vizsgdlata sordn.

A ZEA-nal kezelt csoportokban mind a 40 pg-mal, 5 mg-mal és 10 mg-mal kezelt
egyedekben is méretbeli ndvekedést lathatunk, azonban megfigyelhet6, hogy itt is az 5 mg-os
csoport mutat nagyobb novekedést, majd a 10 mg-os ehhez képest visszaesést mutat a
mitokondriumok meretét tekintve. Tovabba az AgRP neuronok esetén itt is megallapithato,
hogy erételjesebb a novekedés mértéke. Szignifikans kilonbséget a POMC neuronok esetén a
40 ug-os és 5 mg-os csoport mutatott (p<0,05), AgRP sejteknél az 5 mg-os csoport (p<0,01).
A POMC sejtekben a 40 pg-os csoport legkisebb (p<0,05) és legnagyobb (p<0,1)
mitokondriumot leird ertékei valtoztak szignifikansan a kezelés hatasara, AgRP neuronok

vizsgalata soran csak a legkisebb mitokondriumok az 5 mg-os kezelési csoportban (p<0,05).
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2. diagram: Mitokondriumok tertiletének megoszldsa a kiilénb6z6 kezelési csoportokban POMC sejtek vizsgdlata sordn.

BPA kezelés hatasara az AgRP neuronokban a 40 pg-mal kezelt csoport csupan minimalis
méretbeli névekedést mutat, az 5 mg-os csoport ennél joval kifejezettebb, illetve a 10 mg-os is,
habar az el6bbinél kisebb mitokondriumokkal. POMC sejtek esetén a 40 pg-mal kezelt csoport
mutat nagyobb volumenii ndvekedést, az 5 mg-os csoport igen minimalisat, majd a 10 mg-os
szintén kifejezettebb. A legnagyobb mitokondriumokat vizsgalva a kontrollnal ugyan kisebb,
de a harom kezelési csoportbdl az 5 mg-oshan taldltunk kiemelkedéen nagyméretiit, ezutdbbi
egyértelmiien a kezelés hatasara jelentkezett POMC neuronok esetén (p<0,05). A legkisebb
mitokondriumok is nagyobbak a kontrollban talalhatokhoz viszonyitva, ez a POMC sejtekben
a 40 pg-os (p<0,05), AgRP sejtekben az 5 mg-os (p<0,05) és 10 mg-os (p<0,1) kezelési
csoportokban is szignifikans. A mitokondriumok atlagtertletét tekintve POMC sejtekben a 40
Mg-os (p<0,05) és a 10 mg-os (p<0,1) csoportok, AgRP sejtekben az 5 mg-os csoport (p<0,01)
mutatott szignifikans kilénbséget a kontrollhoz képest.

A mitokondriumok teriiletének eloszlasa AgRP neuronok vizsgalata soran az 1. diagram-on,

POMC neuronok esetén a 2. diagram-on lathato.

5.2  Mitokondriumok szdma

A mitokondriumok szaméat azon tul, hogy kezelési csoportonként, egyseges latotérre
vonatkoztatva vizsgaltuk, a statisztikai elemzéseinket is ezen adatokkal vegeztiik. As esetén
csupan egy esetben talaltunk tobb mitokondriumot a kontroll csoporthoz képest, a 2x10-* mm?
latoterti képeken, az AgRP neuronokban, a 40 pg-mal kezelt csoportban, azonban ez nem lett
szignifikans eredmény. Minden mas esetben a mitokondriumok szdma kevesebb lett, mint a
kontrollban, azonban a hatdanyag koncentracid ndvelésével nem egyenes aranyossagban
csokkent a szdmuk, tovabba a 10 mg-mal kezelt csoportokban valamivel magasabb érték

mutatkozik, mint a masik két kezelési csoportban (40 pg, 5 mg). POMC neuronokban a 2x10#
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mm? latoterti képek esetén az 5 mg As-nal kezelt csoportokban lathaté valamivel magasabb
érték, a 2x10°° mm?-es képek esetén ismét a 10 mg-mal kezelt csoportok adtak a kontrollnal
ugyan alacsonyabb, de a masik két koncentracional nagyobb darabszamot. Az 5x10° mm?-es
képeknél sziletett egy, a kontrollcsoporténdl magasabb értek 10 mg-os kezelés mellett.
Szignifikans kilénbséget a kontrolhoz viszonyitva az As kezelés esetén csupan a POMC sejtek

5 mg-os kezelési csoportjaban talaltunk (p<0,1).
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3. diagram: A mitokondriumok darabszdmdnak eloszldsa a kiilbnbéz6 kezelési csoportokban AgRP neuronok esetén.

A ZEA-val kezelt csoportoknal is hasonl6 eredmények sziilettek, majdnem minden esetben
alacsonyabb mitokondrium szamot mértiink, kivéve a POMC sejtek koziil a 2x10* mm? latoterti
képek tekintetében, a 40 pg-mal kezelt csoportot, ahol csaknem kétszeres mitokondrium
darabszam novekedés lathato. Egyebirant az AgRP neuronokban jellemz6en a 10 mg ZEA-nal
kezelt egyedeknél lattunk magasabb mitokondrium szamot, mint a 40 pg-mal, illetve 5 mg-mal
kezeltek esetén. Tovabba a POMC neuronokban a 10 mg-mal kezelt csoportban tapasztaltunk
magasabb darabszamot, mint az 5 mg-mal kezeltben. Az 5x10-® mm?-es képek tekintetében a
kontrollhoz képest minden esetben minimalis eltérés volt lathatd. A statisztikai elemzés soran
a POMC (p<0,1) és az AgRP (p<0,05) sejtekben is az 5 mg-os kezelési csoport mutatott
szignifikans kulonbseéget a kontrollhoz kepest.
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4. diagram: A mitokondriumok darabszdmdnak eloszldsa a kiilbnbézé kezelési csoportokban POMC neuronok esetén.

Harmadik ED, a BPA esetén is alapvetden a kontrollhoz képest minden kezelt csoport
alacsonyabb mitokondrium szamot eredményezett, kivétel a POMC neuronok 2x104 mm?2-es
képeinek elemzése sordn, a 10 mg-mal kezelt egyedek magasabb értékeit. Ezt leszamitva itt is
elmondhatd, hogy a 10 mg-os kezelési csoportok a masik két koncentracional magasabb
értékeket mutattak. Tovabba két esetben, AgRP és POMC neuronokndl is a 2x10* mm?-es
latotéren az 5 mg-os csoport a 40 pg-osnal magasabb mitokondrium darabszamot
eredményezett, de a kontrollnal tovabbra is alacsonyabbat. Szignifikans kilonbség POMC
sejtek vizsgalata soran a 40 pg-os €s az 5 mg-os kezelési csoportban Iépett fel (p<0,1), AgRP
sejtekben az 5 mg-os (p<0,05) és 10 mg-os (p<0,1) csoportokban.

Az emlitett valtozasok eloszlasa AgRP sejtekben a 3. diagram-on, POMC sejtekben a 4.

diagram-on lathato.

5.3 Cristak

Meérésre kertilt a cristak altal elfoglalt tertilet a mitokondriumon belul, mely soran a cristak
hatarait ado belsé membran mentén kereteztiik a behtizdsokat és kaptuk meg a teriiletet nm?-
ben. Ezt viszonyitottuk a mitokondrium kiilsé membranjanak mentén lemért teljes
mitokondrium teriilethez és kaptuk meg a %-0s eredményt. Az eredmények a POMC sejtekben
a 40 pug-os As kezelési csoport kivételével minden kezelési csoportban, mindharom hatéanyag
esetén szignifikansak (p<0,0001) lettek. Az As esetén kozel azonos mértékben nétt a crista
aranya a mitokondrium tertiletéhez képest mind az AgRP, mind a POMC sejtekben. Emellett
lathat6, hogy a nagyobb mennyiségli hatdanyag befecskendezése aranyosan nagyobb crista
teriiletet jelentett. A ZEA és BPA-val kezelt csoportokban ez az érték szintén nagyobb lett, mint
a kontroll csoportban, azonban a hatéanyag koncentraciok ennek mértékét nem befolyasoltak
annyira, mint As esetén, kozel azonos szazalékos aranyokat kaptunk mindharom kezelési

csoportban (5. diagram és 6. diagram).
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5. diagram: Crista teriiletének %-os ardnya a mitokondrium tertiletéhez képest AGRP neuronok vizsgdlata sordn a kiilénb6z6

kezelési csoportokban.
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6. diagram: Crista teriiletének %-os aranya a mitokondrium tertiletéhez képest POMC neuronok vizsgdlata sordn a

kiilénb6zé kezelési csoportokban.
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5.4  Mitokondrium-endoplazmatikus retikulum kapcsolat

Az EndoR tekintetében megfigyelésre kerult a mitokondriumokkal valé kapcsolatok szama,
a két sejtorganellum kozo6tt mérhet6 tlag tdvolsagok hossza, valamint hogy jelen van-e olyan
két sejtalkotd, amelyek esetén a tavolsag mar olyan minimalis, hogy az Image J program
segitségével nincs lehet6ség annak mérésére. Azon sejtkapcsolatok, ahol tébb, mint 100 nm
tavolsdg mérheté a mitokondrium és az EndoR k&z6tt nem kerlltek beszamitasra az elemzés
sordn, ugyanis ezekbdl elenyész6 mennyiségli volt és kifejezetten kiugrd értékeknek
szamitottak.

Az As-nal, ZEA-nal és BPA-val kezelt csoportokban egyarant lathatd volt, hogy a
kontrollhoz képest mindharom hatéanyag kevesebb ilyen kapcsolatot eredményezett, valamint
nagyobb atlagtavolsagot is. Megfigyelhetd, hogy az 5 mg As-nal, illetve a 40 pug BPA-val kezelt
AgRP neuronokban egyetlen ilyen kapcsolat sem volt lathat6, ennél fogva pedig tavolsag sem
volt mérheté (7. diagram-8. diagram-9. diagram). A két sejtorganellum kozotti tavolsag
statisztikai elemzése sordn nem lett szignifikdns kilonbség a kontroll csoporthoz képest, igy

ezen megfigyelések nem hozhatdak Gsszefiiggésbe egyértelmiien az EDk hatasaval.
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7. diagram: Mitokondrium és EndoR kdz6tti kapcsolatok prezentdldsa az As kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok

vizsgalata sordn.
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8. diagram: Mitokondrium és EndoR kézétti kapcsolatok prezentdldsa a ZEA kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok
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9. diagram: Mitokondrium és EndoR k6z6tti kapcsolatok prezentdldsa a BPA kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok

vizsgalata sordn.
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Az egymaéssal szorosan érintkez6é mitokondrium és EndoR tekintetében elmondhato, hogy a
kontroll csoportban ilyen eset egyaltalan nem fordult el6, csupan az ED-ral kezeltekben. Az As
csoportban csak a POMC neuronok kdzott és csak az 5, illetve 10 mg eldattal kezelt egyedeknél
talaltunk ilyen szoros kapcsolatot. A ZEA kezelési csoportban AgRP sejtekben mindharom
koncentracio eredményezett ilyen elvaltozast, mig POMC sejtekben a 40 pg-os csoport nem.
BPA esetén mindkét neuroncsoportban csak az 5 mg, valamint 10 mg hatdéanyaggal kezelt

csoportokban volt lathat6 ez a fajta kapcsolat.

5.5 Tovabbi megfigyelések

Az alapvet6 méréseken tal figyelemmel voltunk egyéb sejten beliil zajlé jelenségekre is, igy
tovabbi informéacidkat tudtunk lesziirni az EDkkal valo kezelések kapcsan. A mitokondriumok
morfoldgiajarél elmondhat6, hogy a kezelt csoportokban a duzzadt mitokondridlis matrix
sokkal gyakoribb, az egyes képeken a mitokondriumok kozel 100%-a mutatja ezt a morfolégiai
elvaltozast. Megfigyeltiik, hogy a kezelt csoportokban a kontrollal ellentétben, hatdanyag
koncentracio fliggvényében egyre gyakoribb és egyre tobb lizoszoma lathato, illetve az altaluk
bekebelezett mitokondriumok szdma is novekszik (8. abra). Tovabba a szétesd, elmosodott

sz¢1i mitokondriumok szama is nagyobb volt a neuronokban.

8. dbra: Lizoszéma dltal bekebelezett mitokondriumok egy 40 ug arzénnal kezelt egyed AgRP neuronjaban

(50 000x-es nagyitds).
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6  Megbeszélés

Minden egészséges szervezetben, legyen az allati vagy emberi, a neuroendokrin rendszer
egy igen érzékeny egyensulyt tart fenn, mely kilsé (vagy belsd) zavar6d hatasra konnyen
felborulhat. Az eddig a WHO (World Health Organization) altal ED-ként elismert mind a 177
kemikalia bizonyitottan hatassal van ennek a belsd egyensulynak a mitkodésére. Mivel az EDk
szamos neurodegenerativ, viselkedésbeli, endokrinoldgiai megbetegedéssel és diszfunkcidval
hozhatok 6sszefuggésbe, ennek okan kiemelt fontossagu a sejtszinti folyamatok megértése
[56]. Annak érdekében, hogy az EDk okozta elvaltozasokat képesek legyiink megfeleléen
gyoégykezelni, illetve azok hatasat kivédeni, kiloéndsen fontos megismerni a hattérben zajlé
patofizioldgias folyamatok egészét. Szamos kutatds foglalkozott mar az As, ZEA és BPA
hormonalis, valamint molekularis hatasaival, a szakirodalom is felhivja a funkcionélis és
morfologiai elvaltozasok kozti Gsszefliggésre a figyelmet, ennek ellenére erre iranyuld
vizsgalatok lényegében nem torténtek. Ennek fényében vizsgalatunk szamos szempontbol is

igen fontos és elgondolkodtatd eredményeket kdzol.

6.1  Mitokondriumok atlagmérete

és az elvaltozas mértéke lathatdan a hatdéanyag koncentraciotol is fiigg. Az As esetén a legtobb
kezelési csoportban méretbeli csokkenés lathatd, kivételt képez ez aldl az 5 mg-os dozis, amely
éppen ndvekedést general. A ZEA és a BPA csoportokban ezzel szemben minden dozis
méretbeli ndvekedést eredményezett a mitokondriumokban, kilondsképp igaz ez a 40 ug-os
hatdéanyagkoncentraciora a POMC neuronokban. Korabbi kutatdsok mar bebizonyitottak, hogy
a mitokondriumok mérete egyértelmii korrelaciot mutat a sejt ATP-igényével [57]. Kutatasi
eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy az ED hatdsnak Kitett sejtek nem megfeleld
miikodése, akar apoptozisa Osszefiiggésbe hozhatd a csokkent mitokondriummeérettel és az
ebbdl fakaddo ATP-hidnnyal As kezelés esetén. A ZEA és a BPA kezelési csoportokban
feltételezhetd, hogy a sejteket ért ezen kiilsé stressztényezé kompenzalasként megndvelte a

cellularis energiaigényt és a mitokondriumok méretbeli valtozasa ehhez igazodik [58, 59]

6.2  Mitokondriumok szdma

A mitokondriumok szdmanak meghatarozasa is egyértelmusiti a harom ED celluléris szintli
hatasat, a méretbeli valtozashoz hasonlodan itt is bizonyitott az dsszefliggés a sejt ATP-igénye
és a mitokondriumok szama kozott [57]. Néhany kiugro értéktdl eltekintve, elmondhato, hogy

a mitokondriumok szdma a kontroll csoportéhoz képest Iényegesen alacsonyabb, ezt leginkabb
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a 2x10-° mm? latoterli képeken végzett mérések reprezentaljak. A mitokondriumok szdmanak
csOkkenését elsdésorban a mitofagia eredményezi, a sériilt, rosszul funkcionald
mitokondriumokat eltavolitd, szelektiv autofag rendszer. Mivel a mitokondriumok
intramembrén terlikben szamos olyan fehérjét tartalmaznak, amelyek a sejt citoplazmajaba
jutva apoptogén hatasuak (citokrom-c, AlF, endonukleaz G), igy sériilésuk, illetve szétesésiik
A mitokondriumok szaméanak csokkenése igy arra enged kovetkeztetni, hogy a sejt alapvetd
ATP-hianyos allapotba kerull az EDk hatéséara, mindemellett pedig a szétesésuk is hozzajarul a

celluléris diszfunkciéhoz [58-60].

6.3  Cristék

A crista a mitokondrium funkciondlis egységeként szolgal, hiszen az oxidativ foszforillacio
folyamatét és intenzitasat. Kutatasunk soran a cristak aranya a mitokondrium tertiletéhez képest
eltéré iranyultsagot mutat a fenti eredményekkel szemben, az As esetén a koncentraciotol
fliggben egyre nagyobb szazalékos eredményeket kapunk, mig a ZEA és a BPA kezelési
csoportokban a kontrolléndl magasabb, de a harom koncentraciéban kozel azonos
ardnyszamokat kapunk. A cristak tekintetében BPA Kkezelés hatdsara maésik is hasonlo6
eredményeket figyeltek meg a hippocampus neuronjaiban [61], valamint As-kezelés hatasara a
frontalis cortexet vizsgalva [62]. Korabban mar kimutattak a cristak szélesbedését a
mitokondriumon belil apoptotikus stimulus hatasara [63]. Mindez arra enged kovetkeztetni,
hogy az EDk olyan folyamatokat generalnak sejtszinten, amely noveli a respiracios kapacitast,
és ezéltal a crista aranyat a mitokondriumon belll. Ez parhuzamba hozva a mitokondriumok
szamanak és méretének csokkenésével —ami ATP hidnyt okoz sejtszinten — azt feltételezi, hogy
a cristdkban bekovetkezd valtozasok igyekeznek kompenzalni a mitokondrium egyéb

diszfunkciojat [57, 61-63].

6.4  Mitokondrium-endoplazmatikus retikulum kapcsolat

Az EndoR és a mitokondriumok kozott fennallé kapcsolatokra vonatkoz6an az vonhat6 le
kovetkeztetésként, hogy a nagyobb hatdéanyag koncentréacié kevesebb organellum kapcsolatot,
azonban a kdzottuk 1évé tavolsag megnovekedését eredményezi. Ezzel kissé ellentmonddan, az
egymassal érintkezo, illetve fuzionalo [64, 65] két sejtorganellum jelenlétére csak ezekben a
csoportokban volt példa, a kontrollban nem. A nagyobb tavolsag a két sejtorganellum kdzott
gatolhatja a megfeleld mitokondrialis funkciot, diviziot, illetve az apoptdzis regulaciot kalcium-

ion hianyaban [66]. Tovabba valoszinisitheté az autofagoszoémak nem megfelelé termelédése
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is, amelyek a mitokondrium-EndoR kapcsolodasi pontokon (MERCS) képzddnek és a
citoplazmatikus komponensek (beleértve a lebontandé mitokondriumokat is) szallitasat végzik
a lizoszomak felé [67]. Ezutdbbit bizonyitja a lizoszomak megszaporodott szama is az ED-ral

kezelt csoportok neuronjaiban.

6.5 Kovetkeztetések

Szamos kutaté hozta Osszefuiggésbe az idegsejtek diszfunkcidjat, degeneracidjat, illetve
apoptdzisat bizonyos EDkkal, és figyelt meg minden esetben az 0sszefiiggést a
mitokondriumok nem megfeleld funkcidjaval [32, 62, 68, 69]. A hattérben zajlo
folyamatokként elsédlegesen a citokrom-c fokozott termelését, a mitokondrialis
transzmembranpotencial-csokkenéset, a kaszpaz-3 és -9-as utak aktivalédasat, a ROS-
produkcid fokozddasat és az EndoR fokozott oxidativ stressznek vald kitettségét allapitottak
meg [13]. Ezentul az Altalunk megfigyelt ultrastrukturalis elvaltozasok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a sejtek egy alapvetd energiahianyos allapotba keriilnek az EDk hatésara,
amelyet ugyan a cristak morfoldgiai mdédosulasa valamely mértékben kompenzalhat, de ez nem
elegendd a sejt megfeleld miikodéséhez.

Hipotézislinket alatdmasztva, eredmenyeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt EDk morfologiai
elvaltozasokat okoztak a mitokondriumok ultrastruktirajaban és ezek parhuzamba allithatok a
mar meglévlé molekularis eredményekkel. Bebizonyosodott az, hogy a hypothalamicus sejtek
valéban rapid mddon reagédlnak ezen kemikalidk hatasara, nemcsak molekularis, hanem
morfologiai elvaltozasok terén is. Ezen keresztiil erésen feltételezhetd, hogy az EDk hatéssal
cellularis energiahaztartasra, hanem a hypothalamus funkcidja kapcsan a teljes szervezet
homeosztazisara is [70]. Arra azonban nem lattunk egyertelmi jelet, hogy a két sejttipus koziil
az egyik érzékenyebben reagélna az EDk okozta hatasokra, mint a mésik. Az EDk dozisfiiggd
hatasara tobb ponton is lathattunk példat — a crista mitokondriumhoz mért aranyanak
véltozasanal, a mitokondriumok teriiletének véaltozasat vizsgalva és az EndoR-mal vald
kapcsolatok elemzése soran is.

A jelenlegi eredmények még tovabbi parhuzamos morfoldgiai és molekuléris vizsgélatokat
kivannak, ennek ellenére mar most felfedezheték 1ényegi kiilonbségek az ED-ok hatasara a
mitokondriumok ultrastrukturalis jellemz6éiben, szamaban, az EndoR-mal val6 kapcsolataban.
éppenséggel a mitokondriumok osztédasaval, amelyek a sejtek részérdl torténd energetikai

adaptacios reakciok. Tovabbi tervezett kisérleteink soran a mitokondrialis osztodas és fuziét
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szabalyzo gének és fehérjék miikodését/expresszidjat szandékozzuk meghatdrozni a jelen
munkaban ismertetett kisérletes kortilmények kozott. Ezen tovabbi kisérleti eredmények ()
jelentéssel fogjak feltdlteni a jelen eredményeinket, ennél fogva sokkal pontosabb és atfogdbb

képet kaphatunk majd az egyes EDk hatasmechanizmusa kozti kiilénbségek feltarasara is.
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7 Osszefoglalo

Kutatasunk soran célunk az EDK okozta sejtszintii morfologiai elvaltozasok vizsgalata volt
in vivo egér modellen. Az EDk olyan hormonalis jelatviteli utakat képesek mar igen Kkis
mennyiségben 1s modositani, amelyek meghatarozzak a fejlédési, a reproduktiv, az
energiahaztartassal, valamint a stressztiiréssel kapcsolatos folyamatokat, tehat a homeosztazist
sejtszinten befolyasoljak. Korabbi kutatdsok mar kimutattdk a BPA, ZEA és az As direkt
cellularis hatasat, mint példaul az oxidativ stressz, mitokondrialis DNS kérosodas, apoptdzis,
membrénpotenciél-csokkenés indukalasat, az azonban mindmaig tisztazatlan, hogy ezen EDk
akut formaban is képesek-e kivaltani mitokondrialis karosodast, és killénos tekintettel, hogy ez
megmutatkozik-e ultrastrukturdlis szinten, az energiahaztartds és ezzel a homeosztazis
szabalyozasban fontos szerepet jatszd hypothalamicus melanocortin rendszer neuronjaiban,
amelyek az e helyen médosult szerkezetii vér-agy gat miatt kdzvetlen ki vannak téve az EDk
hatasanak.

Kisérletlink sorén a fentnevezett EDKet egyszeri intraperitonedlis injektalassal juttattuk a
mindkét nembe tartozo juvenilis egerekbe, harom kiilonb6z6é dozisban (40 g, 5 mg és 10 mg).
A kezelést kdvetden 6 oraval keriilt sor a mintavételezésre, a hypothalamus kiemelésére. A
melanocortin rendszer jellemzo sejtjeit, az AgRP és a POMC neuronokat immunhisztokémiai
eljarassal jeloltik és TEM-pal vizsgaltuk. A vizsgalt morfologiai paraméterek a kovetkezok
voltak: mitokondriumok éatlagos teriilete (nm?), atlagszama (db), crista aranya a mitokondrium
tertiletéhez képest (%), mitokondrium-EndoR kapcsolatok szama (db), ezek kozti atlagtavolsag
(nm), egymassal szorosan érintkez0, illetve fuzionalt mitokondrium-EndoR el6fordulasa.

Az eredményekbdl leszlirhetd az ED mitokondriumokra kifejtett hatdsa minden vizsgalt
paraméteren. A mitokondriumok atlagteriletében egy névekedés, szamukban megfogyatkozas,
a cristak aranyaban szintén novekedés figyelheté meg, tovabba az EndoR-mal valé kapcsolatok
szdmanak csokkenése és a koztik 1évo tadvolsag novekedése lathato. Az AgRP és POMC
neuroncsoportokban, illetve az egyes hatéanyagokban és kiilonb6z6 dozisaikban fellépd
kilénbségek is prezentalasra kerltek.

Az EDk okozta ultrastrukturalis valtozasok kulcsfontossaglak azok hatasmechanizmusaban,
a kutatas alapjan kijelenthetjiik, hogy a sejtszintli folyamatok, azon beliil is a mitokondrialis
morfofunkcid kiillondsen meghatarozo tényezd a késdbbiekben, és alapjaiban befolyasolja a
sejtszintli energiahaztartast, fehérjemetabolizmust, a neuronok kdozti megfeleld jelatvitelt,

mindezek altal pedig a szervezet egészére hatassal van.
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8 Summary

The goal of our research was to investigate morphological changes at the cellular level
caused by EDs in an in vivo mouse model. EDs are able to modify hormonal signalling
pathways, even in very small doses, which determine processes related to development,
reproduction, energy balance and stress tolerance, thus influencing homeostasis at the cellular
level. Previous research has already demonstrated the direct cellular effects of BPA, ZEA and
As, such as the induction of oxidative stress, mitochondrial DNA damage, apoptosis, membrane
potential reduction. However, it is still unclear whether these EDs can also, in acute form,
induce mitochondrial damage, and in particular, whether this manifests at the ultrastructural
level, in neurons of the hypothalamic melanocortin system that plays an important role in the
regulation of energy balance and homeostasis, and that is directly exposed to EDs.

In our experiment, the above-mentioned EDs were administered by single intraperitoneal
injection to juvenile mice of both sexes, in three different doses (40 pg, 5 mg and 10 mg).
Sampling took place 6 hours after the treatment, and the hypothalamus was isolated. AgQRP and
POMC neurons, characteristic cells of the melanocortin system, were labelled by
immunohistochemistry and examined by transmission electron microscopy. The examined
morphological parameters were the following: average area of mitochondria (nm2), average
number (pc), crista ratio compared to the area of mitochondria (%), number of mitochondria-
EndoR connections (pc), average distance between them (nm), and the occurrence of closely
contacting or fused mitochondria-EndoR.

Considering the results, the effect of ED on mitochondria can be deduced on all parameters
examined. There is an increase in the average area of mitochondria and in the proportion of
cristae, there is a decrease in the number of mitochondria and in the number of connections
with the EndoR, while also an increase in the distance between the two organelles. Differences
in the AgRP and POMC neuron groups, as well as the individual active substances and their
different doses, were also presented.

The ultrastructural changes caused by EDs are crucial in their mechanism of action. Based
on our results, we can state that in order to unveil the ED’s effects, processes at the cellular
level, and particularly mitochondrial morpho-function is of utmost importance considering its
fundamental impact on the energy balance at the cellular level, protein metabolism, and the

proper signal transmission between neurons, through all of these it affects the whole organism.
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