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1 Rövidítések jegyzéke 

ACTH: adrenocorticotrop hormon 

AgRP: agouti-kapcsolt fehérje szintetizáló sejtek 

ARC: nucleus arcuatus 

As:  arzén 

BPA:  biszfenol A 

DMSO:  dimetil-szulfoxid 

ED:  endokrin diszruptor 

EndoR:  endoplazmatikus retikulum 

ER:  ösztrogénreceptor 

GABA:  gamma-aminovajsav 

KIR:  központi idegrendszer 

MCR:  melanocortin-receptor 

MSH:  melanocitastimuláló hormon 

NPY:  neuropeptid Y 

NR:  magreceptor 

PB:   foszfátpuffer 

POMC:  proopiomelanocortin 

PPAR:  peroxiszóma proliferátor által aktivált receptor-gamma  

ROS:  reaktív oxigéngyök 

TEM:  transzmissziós elektronmikroszkóp 

TR:  pajzsmirigyhormon-receptor 

ZEA:  zearalenon 
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2 Irodalmi áttekintés 

2.1 Endokrin diszruptorok 

A mai világ részévé vált a mindennapos károsanyag kibocsátás, melynek így az élőlények 

nap mint nap ki vannak téve. Ennek megakadályozása, illetve visszafordítása érdekében 

elengedhetetlen ezeknek a mérgező anyagoknak a vizsgálata, kimutatása, semlegesítése és a 

kibocsátás csökkentése, annak érdekében, hogy megelőzzük azok káros hatásainak 

manifesztálódását. Ilyen anyagnak számítanak többek között az endokrin diszruptorok (ED) is. 

Az EDk számos definíciója ismert az elmúlt években, de összességében olyan természetben 

elsősorban növényekben (fitoösztrogének, genistein, kumestrol) [1] mesterségesen környezeti 

vegyszerekben (peszticidek, ipari melléktermékek, feldolgozó ipari termékek – elsősorban 

műanyag [2, 3]) található kémiai anyagok, amelyek agonista/antagonista hatást gyakorolnak a 

hormonrendszerre, a normál endokrin működésre, így befolyásolva az élőlények egészségi és 

reprodukciós állapotát [4]. 

Napjainkban számos kutatás foglalkozik elsősorban a mesterséges EDk mechanizmusának 

vizsgálatával, azok hatásainak megállapításával. Ezek a kémiai anyagok hatással vannak egyes 

hormonok metabolizmusára, szintézisére, felszabadulására, eliminációjára, továbbá maguk is 

képesek bizonyos hormonokként viselkedni, azokkal megegyező vagy éppen azokéval 

ellentétes hatást kiváltani a szervezetben [5] (1. ábra). Az ED hatások olyan élettani 

folyamatokat zavarnak meg, módosítanak, vagy gátolnak, mint a nemi fejlődés, szexuális 

viselkedés, reprodukció, inzulin háztartás szabályozása, növekedés, stressztűrés, illetve 

metabolikus ráta. Különösen fontos megemlíteni, hogy ezek a kémiai anyagok már kis 

mennyiségben képesek komoly hatást kiváltani a szervezetben – a sejteken található 

receptorokat fel- vagy leszabályozzák, így az élettaninál erősebb vagy gyengébb választ 

generálva [6]. 

Meghatározó továbbá az is, hogy az élet mely szakaszában és milyen hosszú ideig van kitéve 

az állat vagy ember az adott ED-nak. A magzati, illetve az újszülött élet során már minimális 

mennyiségű ED is kihathat a fejlődésre, ideértve bizonyos agyi funkciókat, a szervek fiziológiás 

formáját vagy az immunrendszert. Ezek a tényezők a későbbi élet során komoly betegségek, 

rendellenességek alapjai lehetnek (pl. elhízás, rák), befolyásolhatják az életminőséget és a 

normális egyedfejlődést [7, 8]. 
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1. ábra: EDk működési elvének sematikus ábrázolása: a) A normál hormon szintet növelni, illetve csökkenteni képes,  

b) hormonként képes viselkedni, c) a hormonok természetes mechanizmusát befolyásolja. Tabb és Blumber (2006) alapján. 

Az EDk pontos mechanizmusa még nem ismert, továbbá az egyes anyagok igen 

különbözőek egymástól, mind struktúrában, mind természetükben [9], így általános 

következtetést egy hatóanyag alapján nem vonhatunk le minden ED-ra. Szöveti szinten már 

tisztázott a magreceptorok (NR), ösztrogénreceptorok (ER), pajzsmirigyhormon-receptorok 

(TR) és peroxiszóma proliferátor által aktivált gamma receptorok (PPAR) fontossága az EDk 

hatásmechanizmusában [10], az okozott celluláris elváltozások azonban még kétségesek. 

Többek között direkt hatást fejthetnek ki sejtszinten a mitokondriumok metabolikus 

funkciójára; ezt célozva számos kutatás vizsgálta a biszfenol A (BPA), zearalenon (ZEA) és 

arzén (As) celluláris hatását sejttenyészeten, illetve kísérleti állatokban. Így figyelték meg 

többek között a megnövekedett mennyiségű reaktív oxigéngyök (ROS) termelődését, oxidatív 

stressznek kitett mitokondriumokat és endoplazmatikus retikulumot (EndoR). Továbbá, 

kimutattak mitokondriális DNS károsodást, a mitokondrium membránpotenciáljának 

csökkenését és különböző apoptotikus utak aktiválódását is [11–13]. Morfológia tekintetben 

azonban hiányoznak lényegi kutatások.  

2.1.1 Biszfenol A 

A biszfenol A az egyik legnagyobb mennyiségben termelt kémiai anyag világszerte [14], 

mivel nélkülözhetetlen az ütésálló polisztirol, a poliamid, a polivinil-klorid, illetve a 

polikarbonát műanyag gyártásához, amiből például cumisüvegek, többször használatos 

palackok, ételhordozók, építési anyagok (ablakkeret, padló burkolat) készülnek. A fém 
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dobozok belső felszínét borító epoxigyanta szintéziséhez ugyancsak szükséges a BPA. Utóbbi 

esetben számos tanulmány mutatta ki inkomplett polimerizáció lezajlását, mely miatt a BPA 

kiválik a gyantából és az élelmiszerbe kerülhet, ez megtörténhet a gyártás során, vagy 

háztartásban hő, savas, illetve bázikus oldatok hatására. Széleskörű felhasználása miatt a 

leginkább tanulmányozott ED-rá vált az elmúlt 20 évben. Kimutatták már talajból, természetes 

vizekből, szennyvízből és levegőből is [15]. 

A BPA hatása az ERkon keresztül érvényesül, az alfa és béta receptorokhoz egyaránt nagy 

az affinitása, de az ösztradiolénál kisebb [16]. Emiatt sokáig nem nyilvánítottak neki 

komolyabb károsító hatást, azonban kutatások bizonyították, hogy számos molekuláris 

mechanizmuson keresztül képes stimulálni a celluláris választ már alacsony dózisban is [17].  

Számos rendellenesség kapcsolható a BPA endokrinológiai hatásaihoz, az érintettek 

különböző testfolyadékai (vér, magzatvíz, anyatej, vizelet, ondó, follikuláris folyadék) mérhető 

mennyiségben tartalmazhatják a BPA-t ekkor. Ilyen állapotok többek között a kóros elhízás, 

policisztás petefészek szindróma (PCOS), vemhességi rendellenességek, rák [15], 2-es típusú 

diabetes, pajzsmirigy működési problémák [18]. 

2.1.2 Zearalenon 

A zearalenon, vagy F-2 toxin, egy gomba mikotoxin, melyet a Fusarium genus tagjai 

szintetizálnak [19]. Széleskörben előfordul az emberi fogyasztásra szánt gabonatermékekben, 

melyek közül leginkább a kukorica érintett, de a gombatoxinnal érintkező vizek is potenciális 

veszélyforrások [20]. A Fusarium gombák már a termőföldön megfertőzhetik a növényeket, de 

gyakran a tárolás, illetve feldolgozás során történik ez meg [21]. Amennyiben nem történik meg 

a gomba, illetve a mikotoxin kimutatása és semlegesítése megfelelő időben, az az 

élelmiszerlánc egészét érintő folyamatba torkollhat. A ZEA bejuthat olyan általános 

gabonatermékektől kezdve, mint a reggelizőpehely, a toxinnak kitett állatok húsán, tején át, a 

bor, sör, szárított gyümölcsökig és fűszerekig, minden feldolgozott élelmiszerbe [22]. 

A ZEA elsődleges támadási pontja a reproduktív szervrendszer, strukturálisan ugyanis mind 

a mikotoxin, mind annak metabolitjai nagyon hasonlóak az ösztrogén hormonokhoz (ösztradiol, 

ösztron, ösztriol). Az ER-alfa és ER-béta receptorokhoz való kapcsolódása a BPA-hoz hasonló 

módon zajlik le, hatása függ a mennyiségtől és a sejttípustól, melyen kötődött az adott 

receptorhoz. Ugyanakkor a ZEA esetében fontos kiemelni, hogy metabolitjai, elsősorban az 

alfa-ZEA, nagy toxicitással rendelkezik, százszor erősebb ösztrogénszerű hatása van, mint az 

eredeti molekulának [23]. Felvétel után a ZEA nagyon gyorsan metabolizálódik a 

vékonybelekben és a májban, erősen kötődik a szervezet szöveteihez, a felesleg pedig 
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kiválasztódik a vizelettel és az epével, így innen kimutatható a mikotoxinnal való fertőzöttség 

[19]. 

A ZEA hatása igen széleskörű, a farmállatok között a sertés a legérzékenyebb, ugyanakkor 

a veszélynek leginkább kitett állat is. A reproduktív szervrendszert károsító hatások között 

beszélhetünk a nemi utak elváltozásairól (uterusmegnagyobbodás), fertilitásról, 

magzatkárosításról. Emberekben a DNS károsítás miatt összefüggésbe hozták különböző 

daganatos megbetegedésekkel is (endometriális adenocarcinoma) [21], továbbá bizonyítottan 

kihat a központi idegrendszer (KIR) [24], az immunrendszer, a csontok, a máj és a vesék élettani 

működésére is [25]. 

2.1.3 Arzén 

Az arzén egy olyan félfém, mely a természetben szinte mindenhol fellelhető, ugyanakkor 

közegészségügyi veszélyt jelent. A földkéregben és az alapkőzetekben halmozódott fel nagy 

mennyiségben, innen juthat be természetes és mesterséges vizeinkbe [26], a levegőbe, állatokba 

és növényekbe, valamint élelmiszerinkbe [27]. Elemi állapotban nem toxikus, azonban 

oxigénnel reagálva olyan vegyületek jönnek létre, melyek súlyos mérgezést okoznak [28]. 

Szervetlen formában fordul elő nagyobb mennyiségben, ebben a formában toxikusabb, mint a 

legtöbb szerves vegyülete, kivételt képeznek ez alól a három vegyértékű arzénsavak, amik a 

szervezetből lassabban ürülnek és így toxikusabbak is. Szervetlen formában beszélhetünk a 

háromvegyértékű arzenitről, illetve az öt vegyértékű arzenátról, utóbbi kevésbé toxikus [27]. 

Az As természetes kimosódásán túl komoly problémát jelent az emberi tevékenység okozta 

szennyezés. A legfontosabb ezek közül a fémbányászat és a fémkohászat, de a szénbányászat 

és bizonyos fosszilis tüzelőanyagok égetése, a mezőgazdaságban használt peszticidek, 

faanyagvédőszerek használata szintén komoly szennyezést jelent [29]. 

A szervezetbe jutva az As vegyületei könnyen felszívódnak és eljutnak a különböző 

szövetféleségekbe. Többek között a bélben, májban koncentrálódnak, de jelentős mennyiség 

mérhető a csontokban, szaruképletekben és a bőrben is [27]. 

Az As ED hatását több receptoron keresztül fejti ki, kis mennyiségben hormon dependens 

géntranszkripciót indít, nagyobb, de nem citotoxikus dózisban szupresszálja azt. Az érintett 

szteroid receptorok a glükokortikoid, mineralokortikoid, progeszteron és androgén receptorok. 

Az ERkon keresztül szintén képes génmódosítást végrehajtani kis dózisban, azonban a 

hatásmechanizmus itt több ponton is különbözik a másik négy receptortól. Ebből következtetve 

az As számára nem a receptorok jelentik valószínűleg a célpontot, hanem egy olyan fehérje 

vagy szabályozó útvonal, mely hasonlóan jelen van mindegyiknél [30]. Az arzént 

karcinogénként tartják számon, számos szervrendszer daganatos elváltozását idézheti elő, 
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többek között tüdőrákot, bőr-, húgyhólyag-, prosztata- és májdaganatot is okozhat [31]. A 

keringési szervrendszert érintő megbetegedések közül a magas vérnyomás, agyvérzés, 

szívelégtelenség egyik kiváltó tényezője lehet [32], továbbá mellékvese és pajzsmirigy 

funkciókat érintő elváltozások is köthetők hozzá [33].  

2.2 Hypothalamicus melanocortin rendszer 

A hypothalamus a diencephalon részét képező, elsődleges információszelektáló terület, 

ennek okán komplex anatómiával rendelkezik és bármilyen sérülése komoly 

következményekhez vezet [34]. 

Funkcióját tekintve az egyik legjelentősebb magcsoport, a nucleus arcuatus (ARC) [35] a 

hypothalamus mediobasalis részén, a harmadik kamra és eminentia mediana szomszédságában 

helyezkedik el (2. ábra). Mivel ezen a területen a vér-agy gát módosult [36, 37], így a 

különböző tápanyagok, hormonok és egyéb molekulák könnyen átjutnak a vérből, ezáltal a 

perifériáról érkező információk elsődleges szenzoraként hivatkozhatunk az ARC-ra. A 

különböző információk ezen a területen integrálódnak és szelektálódnak, az egyes 

neuroncsoportoknak feladata ezek kiválogatása, továbbítása. Az ARC számos neuronjának 

köszönhetően alapvető a homeosztázis fenntartásában, a metabolizmus és a táplálkozás 

központja, részt vesz a szexuális viselkedés kialakításában, továbbá a keringési rendszer 

megfelelő működésében [38]. 
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2. ábra: A nucleus arcuatus elhelyezkedése patkány agyának sematikus ábrázolásán (zöld kereszt) a 

hypothalamuson (piros keret) belül, coronalis metszetben. Az ábra a Scalable Brain Atlas alkalmazás 

segítségével készült (https://scalablebrainatlas.incf.org/rat/PLCJB14). 

Az ARC területén számos neurokémiailag jól elkülöníthető, eltérő funkciójú 

neuronpopuláció található, ezek közé tartozik a két, a melanocortin rendszert alkotó 

sejtpopuláció. A proopiomelanocortint szintetizáló anorexigén (táplálékfelvételt gátló) 

neuronok csoportját nevezzük röviden POMC-sejteknek. Ezek a neuronok a melanocortin-

receptorok (MCR) agonistái, a táplálékfelvételt gátló, valamint az energiafelhasználást növelő 

jeleket továbbítanak a központi idegrendszer felé, továbbá számos hormon termelését és 

leadását szabályozzák, mint például az ACTH (adrenocorticotrop hormon) és alfa-MSH 

(melanocitastimuláló hormon). A neuronok másik csoportját az AgRP idegsejtek adják, 

nevüket a termelt Agouti-kapcsolt fehérjéről kapták, de termelnek továbbá neuropeptid Y-t 

(NPY) és gamma-aminovajsavat (GABA) is. Az AgRP neuronok orexigének, az MCR 

antagonistái, a táplálékfelvételt serkentik, az energiafelhasználást pedig csökkentik, az alfa-

MSH hormonhatást blokkolják [35, 39]. 

Ezen neuronok receptorai kifejezetten érzékenyek és rapid módon válaszolnak a 

hormonváltozásra és a hormonszerű anyagok hatására [40–42], például az ösztrogének [43, 44], 

a pajzsmirigyhormonok [45] és a PPAR-k is befolyásolják működésüket [46], melyek 
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összefüggésbe hozhatók az EDkkal. Az utóbbi évek fontos tanulmányozási területe lett, milyen 

módon történik ez a folyamat, és mivel az adaptív változások a sejtekben található 

mitokondriumok elváltozásainak függvényében jelentkeznek, így ezek részletes vizsgálata 

került előtérbe [47]. 

2.3 Mitokondrium morfológia 

A mitokondriumok többnyire minden eukarióta sejtben megtalálható, az alfa-

protobaktériumok osztályába tartozó endoszimbiontától származtatható, kettős membránnal 

határolt sejtorganellumok, melyek alapvető fontosságúak a sejtek metabolizmusában. A 

mitokondriumok szerkezeti elemei a külső membrán, a cristákkal tagolt (lemezes) belső 

membrán, a belső membrán által határolt mitokondriális mátrix és a két membrán közötti 

intermembrán tér (3. ábra). A belső membrán molekuláris összetételében is különbözik a 

szokványos egységmembránoktól: 80%-a fehérje, 20%-a lipid természetű anyag, melynek oka, 

hogy az elektrontranszportlánc fehérje komplexei és az ATP-szintáz transzmembrán enzim is 

itt foglal helyet [48]. 

 

3. ábra: A mitokondrium felépítése sematikus ábrán szemléltetve, Pánek és mtsai (2020) alapján. 

A mitokondriumok jellemzően 2-8 µm nagyságú ellipszoid alakú organellumok, számuk a 

sejttípustól függően néhány és több ezer darab között ingadozhat, a sejten belül képesek 

elmozdulni az energiaigény függvényében [49], ezt fúziós és hasadási folyamatok, valamint a 

mitofágiát szabályozó rendszerek kontrollálják [50]. A mitokondrium képes külső és belső 

struktúráját egyaránt változtatni, amely hatással van annak funkciójára, ugyanakkor ez 

visszafelé is igaz [51], ezt a kétirányú folyamatot nevezzük morfofunkciónak. A 
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mitokondriumok alakja alapvetően meghatározza annak metabolikus aktivitását, például az 

elongált, fuzionált mitokondriumban hatékonyabb az ATP szintézis, míg a fragmentált, 

kerekebb mitokondriumokban a ROS termelés fokozottabb, így hajlamosabb a mitofágiára 

[52]. A morfofunkcióból következően a mitokondriumok sérülése egyértelműen patológiás 

elváltozásokhoz vezethet, például anyagcsere és neurodegeneratív megbetegedésekhez. 

Az NRk szerepe az EDk hatásában a szöveti funkciók tekintetében mára már tisztázott [53, 

54], az intracelluláris folyamatok mindemögött azonban még nem teljesen. Az elmúlt években 

került előtérbe az EDk közvetlen hatásának vizsgálata a mitokondriumokra, hiszen az már 

kimutatott mind az As, ZEA és BPA esetén, hogy a mitokondriális ROS produkciót, a 

mitokondrium és az EndoR oxidatív stresszét növeli, továbbá mitokondriális DNS károsodást 

és membránpotenciálcsökkenést okoz, aktiválja a kaszpáz-3 és 9-es apoptotikus utakat [11]. 

A mitokondriális dinamika az ARC melanocortin rendszerben már bizonyítottan releváns a 

neuronok ingerlékenységével és a neuronális áramkör működésével kapcsolatban a 

viselkedésre és a perifériás szöveti funkciókra vonatkozóan, továbbá a hypothalamus AgRP és 

POMC neuronjai is fontos szerepet játszanak ezek meghatározásában. Mindezek következtében 

az AgRP és POMC neuronok tanulmányozása egy pragmatikus, új modellrendszert kínál a 

mitokondriumok szerepének megfejtésére az EDk nukleáris- és membránreceptorokra, illetve 

a sejtek, azokon keresztül pedig a teljes test fiziológiájára tett hatásának vizsgálatában.  
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3 Célkitűzések 

A kísérlet célja, hogy bizonyosságot nyerjünk az EDk celluláris szintű működéséről a 

mitokondriumok morfológiájára kifejtett hatásukon keresztül. Feltételezzük, hogy ezen 

ultrastrukturális elváltozások által mélyebben megérthetőek lesznek a szöveti szinten kiváltott 

folyamatok. Az elváltozások három ED, az As, a ZEA és a BPA három különböző dózisban 

való adagolása függvényében kerülnek vizsgálatra in vivo egér modellen. Korábbi kutatások 

már kimutatták ezen hatóanyagok különböző receptorokra kifejtett hatását szöveti szinten, 

azonban a direkt celluláris hatásuk még nem teljesen tisztázottak.  

A mintavételezés során az ARC AgRP és POMC neuronokat magába foglaló területére 

koncentrálunk, figyelembe véve ezek közvetlen és nagymértékű kitettségét a keringésben 

jelenlévő kemikáliáknak, valamint meghatározó szerepét a szervezet endokrin rendszerének 

működésében és a homeosztázis fenntartásában. Kísérletünk alapjául a mitokondriumok 

kerültek elbírálásra, ugyanis mint a sejt energiaháztartásának szabályozója, morfofunkciójában 

bekövetkező bármely változás befolyásolja a sejt fiziológiás működését. 

A mitokondriumok morfológiai jellemzői, úgymint azok mérete, belső struktúrája, alakbeli 

elváltozása, fúziója, mitofágiája, továbbá az EndoR-mal való kapcsolata transzmissziós 

elektronmikroszkópos (TEM) képalkotó eljárással megfigyelhető és elemezhető, ezért ezt az 

elemzési technikát „gold standard” módszerként alkalmazzuk.  

Hipotézisünk szerint a mitokondriumok morfológiájában, számában és az EndoR-rel való 

kapcsolatában bekövetkező változások alapvető fontosságúak az EDk által kiváltott szöveti 

szinten zajló folyamatokban. Ezen ultrastrukturális jellemzők által mélyebben megismerhetjük 

a szóban forgó endokrin károsítók sejtszintű hatásmechanizmusát. Feltételezzük, hogy az 

egyes hatóanyagok különböző koncentrációkban sejttípus-függő módon, ED indukálta 

ultrastrukturális elváltozásokat generálnak, és mindezek az AgRP és POMC neuronokban 

különösen jól megfigyelhetőek lesznek. 
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4 Anyag és módszer 

4.1 Helyszín és kísérleti állatok 

Az állatok tartása és a kísérletek végrehajtása egyaránt az Állatorvostudományi Egyetem 

Élettani és Biokémiai Tanszék állatházában és laboratóriumában zajlott. A laboratórium 

teljesen felszerelt, légkondicionált helység, mely a kísérletek végrehajtásához megfelelő. Az 

elektronmikroszkóp használatát a Patológia Tanszék biztosította. A kísérleti állatok NMRI BP, 

vegyes ivarú, 18 napos egerek, az állatházban az egerek nevelésének megfelelő körülmények 

biztosítva vannak, csapvizet és általános egér eleséget ad libitum kaptak, 12 óra mesterséges 

megvilágításban, majd 12 óra sötétségben tartottuk őket. A kísérletek végrehajtásához 

szükséges állatvédelmi engedéllyel rendelkezünk (PE/EA/1252-6-2016), az állatokat az 

Európai Tanács direktívái (86/89/EEC) szerint kezeltük, az összes eljárást felülvizsgálta és 

jóváhagyta a helyi etikai bizottság. 

4.2 Kísérleti elrendezés 

A kezelési csoportok a három vegyszer három dózisban történő beadása és egy kontroll 

csoport. Kezelési csoportonként három állattal dolgoztunk. A vegyszerek intraperitoneális 

injekció formájában kerültek beadásra 6 órával a perfúzió előtt. A három fő csoport a nátrium-

arzenit, ZEA és BPA, melyek testtömeg kilogrammonként 40 µg, 5 mg és 10 mg dózisban 

kerültek beadásra. A kontroll csoport kezelése 0,9% NaCl oldattal történt. Az As NaCl 

oldószerrel, a BPA és a ZEA pedig fiziológiás sóoldat és dimetil-szulfoxid (DMSO) oldószerrel 

keverve kerültek injektálásra. A törzsoldatok elkészítésére a kísérleteket megelőzően került sor 

a laboratóriumban, az egyes koncentrációkból 50 µl került beadásra adott állatnak. 

4.3 Mintavétel 

A mintavételre a kezelő oldatok injektálását követően 6 óra elteltével került sor, az állatokat 

először izofluránnal extermináltuk, majd hátán fekve rögzítettük a padon. Az altatás alatt a 

perfúziós csövet csatlakoztattuk a fiziológiás sóoldatot tartalmazó palackhoz és 

buborékmentesítettük. A perfúzió megkezdéséhez a hasüreg feltárását a lapátos porc mögötti 

medián bemetszéssel végeztük. A rekesz ínlemezeit lefejtettük az eredési pontjaikról. A 

mellkast a mellkasbejáratig bilaterálisan, caudo-craniális irányú borda átmetszésekkel tártuk 

fel. A keletkező lebenyszerű, ventrálisan helyeződő mellkasfalrészletet caudo-craniális 

irányban felhajtottuk, ezzel a mellüreget teljes mértékben hozzáférhetővé téve. A szívburok 

eltávolítása után a bal kamrát egy 25G-s (5/8 0,5x16 mm) tűvel nyitottuk fel, a tűt pedig az 

bulbus aortae-ba vezettük. A jobb pitvar is megnyitásra került, helyet adva a vér és perfúziós 
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oldatok elfolyásának (4. ábra). Az érrendszer kimosását 0,9% NaCl és 25 000/3 l heparin 

oldattal végeztük, 5 ml/perc sebességgel 20-30 percig. A fixálás 4%-os paraformaldehiddel és 

0,5%-os glutáraldehiddel történt, ezt a görcsök megszűnését követő 15 percig adagoltuk, ami 

80-100 ml oldatot jelentett. 

 

4. ábra: A szív megfelelő felnyitásának sematikus ábrázolása. 

A fixált célszerv kiemeléséhez a fej közepén a bőrt a fejtetőtől az orrig felvágtuk, a koponyát 

kisollóval az öreglyuktól kétoldalt sagittális ívben vágtuk fel és emeltük le a koponyatetőt. Az 

agyat kiemelve, fejjel lefelé helyeztük az agymátrixba, így elérhetővé vált a basálisan 

helyezkedő hypothalamus, amelyről óvatosan csipesszel fejtettük le a kötőszövetet, majd a 

kisagy és agytörzs között végeztünk metszést. Az első vágás a chiasma opticum mögött, a 

második a corpus mamillaren történt, a coronális blokk meghagyásával (5. ábra). A kiemelt 

hypothalamust az előkészített 4%-os, pH 7,4-es paraformaldehid fixálóba helyeztük egy 20 ml-

es szcintillációs üvegben és 4 °C-on tároltuk feldolgozásig. 
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5. ábra: A hypothalamust tartalmazó blokk kiemelésének módja. Az ábra Praxinos és Franklin (2001) The mouse 

brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition alapján készült.  

4.4 Metszetkészítés 

A metszetkészítést Leica vibratommal (Leica Biosystems, Wetzlar, Németország) végeztük, 

ehhez az agyszeletet 0,1 M foszfát pufferrel (PB) tartottuk nedvesen a metszés során, 

ugyanezzel került a vibratom csónakja is feltöltésre, a csónak metszetkészítőben való fixálása 

után behelyeztük a pengét a pengetartóba, majd az agyat papírtörlőn átforgattuk annyira, hogy 

az a szövettartón való ragasztásra megfelelően száraz legyen. Száradás közben beállítottuk a 

spotlámpát és a nagyítólencsét (2x), a csónakot felemeltük úgy, hogy a pengét a puffer ellepje 

teljesen. A pengét a blokk előtt 1-1,5 mm-re megállítottuk és rögzítettük, majd ugyanezt 

megtettük a blokk utáni részen is, így ablakot készítve. A levágott metszeteket vékony ecsettel 

emeltük ki a csónakból és PB-ben mostuk.  

4.5 Immunhisztokémia 

A 60 µm-es metszetek elkészítését követően indirekt immunhisztokémiai módszerrel 

jelöltük meg a vizsgálni kívánt sejtcsoportokat, az AgRP és POMC neuronokat külön 

metszeteken. Ennek lényege egy antigén specifikus primer ellenanyag kötése a sejtspecifikus 

antigénekhez, majd egy, a primer ellenanyag ellen termelt szekunder ellenanyag kötése. Ez a 

jelölési módszer érzékenyebb, mint a direkt immunhisztokémiai eljárás.  

Az inkubációs idők alatt 250-300-as percenkénti fordulatszámon a rázókeverőn tartottuk a 

mintákat. A jelölésre használt primer ellenanyagok nyúlban termeltek voltak, a POMC sejtek 

jelöléshez poliklonális primer POMC ellenanyagot, az AgRP sejtek jelöléséhez pedig 
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poliklonális primer AgRP ellenanyagot használtunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). A szekunder jelölő mindkét esetben kecskében termelt anti-nyúl poliklonális ellenanyag 

volt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Előhíváshoz ABC kits-et (avidin-biotin 

complex kits) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és DAB-t (diaminobenzidin) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) használtunk. 

4.6 Beágyazás és ultrametszés 

A levágott metszeteket az immunizálás után 0,1M PB-ben tároltuk, ezt az ozmiumozás 

követte OsO4 oldattal 30-60 percig, majd újabb mosás történt PB-ben 10-15 percig. Következő 

lépésként 50-70-90-96-100%-os felszálló alkohol sorban, minden lépésben 6-7 percig mostuk 

a metszeteket, a 100%-os oldatban kétszer. Az inkubálást propilén-oxidban kétszer 3-5 percig 

végeztük, majd újabb inkubálás következett 1:1 arányú propilén-oxid:durcupan gyanta 

keverékben 30 percig. A blokkba való beágyazás során egy végleges durcupan gyantát 

használtunk, a buborékok elkerülése itt igen fontos volt, majd 24-48 órás inkubálás következett 

polimerizációs hőmérsékleten (60 °C).  

Ezt követően készítettük el az elektronmikroszkópos ultravékony metszeteket Reichert 

ultramikrotómmal (Reichert Technologies, Buffalo, NY USA) 50-70 nm-es, illetve 

tájékozódásul szolgáló metszetként 300 nm-es méretben. Ezeket 300 meshes réz rácsokra 

(gridekre) vittük fel. Minden kezelési csoport esetén célunk az volt, hogy állatonként 10 

hasznos metszet kerüljön tárolásra, ezek 60 µm-es metszetek, a válogatás során a 10 metszetből 

4 került beágyazásra 1 db tárgylemezre, minden tárgylemezről egy metszet egy hypothalamus 

területe került gyantablokkba, egy ilyen blokk 20 hasznos ultrametszetet kellett, hogy adjon, 

ami 5 gridre fért rá (300 mesh). 

4.7 Elektronmikroszkópia 

A TEM a mai napig az úgynevezett „gold standard” a mitokondriumok kvalitatív és 

kvantitatív ultrastrukturális elemzésére, mind fiziológiás, mind patofiziológiás viszonyok 

között [55]. Az elkészült metszeteket JEOL-1011 TEM-pal (JEOL USA, Peabody, MA, USA) 

vizsgáltuk 80kV gyorsítófeszültség mellett az Állatorvostudományi Egyetem 

Elektronmikroszkópos Laboratóriumában. A digitális felvételek véletlenszerűen készültek el az 

ARC területén található POMC és AgRP neuronokról, 7 500x-os, 25 000x-es, valamint 

50 000x-es nagyítási tartományban. 
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4.8 Morfológiai elemzés 

A kalibrált digitális elektronmikroszkópos felvételeken a mitokondriumokat az NIH Image 

J (ver. 1.52n) program segítségével kvantifikáltuk. A felvételeken azonosítottuk a 

mitokondriumokat, az EndoR-okat (6. ábra) és az alábbi paraméterek kerültek lemérésre: a 

mitokondriumok száma, az alakjukat leíró paraméterek, úgymint terület, a cristák területe és 

aránya a mitokondriumhoz képest, az EndoR-rel való kapcsolatok száma és távolságuk. A 

kapott adatokat Microsoft Excel (Microsoft, Microsoft Co., Redmond, WA, USA) táblázatokban 

összesítettük. A statiszikai elemzés R statisztikai környezetben történt, one-way ANOVA 

eljárással és Dunnette-posthoc teszt alkalmazásával. 

 

6. ábra: A mitokondrium és EndoR morfológiája egy kontroll csoportból származó POMC neuronban. 

Az elemzések 5x10-6 mm2, 2x10-5 mm2 és 2x10-4 mm2-es felvételeken történtek 

túlnyomórészt, a mitokondriumok darabszámának vizsgálata során a 2x10-4 mm2 látótérre 

vonatkoztatva számoltunk. Külön kerültek elbírálásra az AgRP és POMC neuroncsoportok 

mitokondriumai, valamint a különböző kezelési dózisok és EDk is, továbbá a kontroll csoport. 

Csoportonként 6-10 db megfelelő minőségűnek nyilvánított kép került elemzésre, összesen 195 

db. A kapott adatokat Excel táblázatban gyűjtöttük össze és csoportonként kiszámítottuk a 

mitokondriumok átlagos területét (nm2), átlagszámát (db), a crista arányát a mitokondrium 

területéhez képest (%), a mitokondrium-EndoR kapcsolatok számát (db), lemértük a távolságot 
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ezen sejtorganellumok között (nm), illetve megfigyeltük az egymással adott területen szorosan 

érintkező, illetve fuzionált mitokondrium-EndoR előfordulását is (van/nincs) (7. ábra). 

 

7. ábra: 2x10-5 mm2 látóterű elektronmikroszkópos kép a kontroll csoportból (25 000x-es nagyítás).  
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5 Eredmények 

5.1 Mitokondriumok átlagmérete 

A mitokondriumok területének meghatározása során adott kezelési csoportra vetített 

átlagterületekkel dolgoztunk. Ezek alapján az látható, hogy az As-nal kezelt AgRP, illetve 

POMC neuroncsoportokban is a kontrollhoz képest a 40 µg-mal kezelt egyedekben a 

mitokondriumok mérete csökkent, majd az 5 mg-mal kezeltekben nőtt, a 10 mg-mal 

kezeltekben pedig ismét kisebb értékeket kaptunk. Ezt a méretbeli változást a kiugró 

(legnagyobb mitokondrium) értékek is tükrözték. Továbbá megfigyelhető, hogy az AgRP 

neuronokban a méretbeli különbségek valamivel nagyobb léptékűek, mint a POMC sejtek 

esetén. Szignifikáns különbséget az AgRP és POMC neuronokban is csak az 5 mg-mal kezelt 

csoport (p<0,05) mutatott átlagterület tekintetében. A legnagyobb mitokondrium méretet 

vizsgálva AgRP sejtekben az 5 mg-os (p<0,001), POMC sejtekben a 40 µg-os (p<0,05) kezelési 

csoportok mutattak szignifikáns különbséget a kontrollhoz képest. 

 

1. diagram: Mitokondriumok területének megoszlása a különböző kezelési csoportokban AgRP sejtek vizsgálata során. 

A ZEA-nal kezelt csoportokban mind a 40 µg-mal, 5 mg-mal és 10 mg-mal kezelt 

egyedekben is méretbeli növekedést láthatunk, azonban megfigyelhető, hogy itt is az 5 mg-os 

csoport mutat nagyobb növekedést, majd a 10 mg-os ehhez képest visszaesést mutat a 

mitokondriumok méretét tekintve. Továbbá az AgRP neuronok esetén itt is megállapítható, 

hogy erőteljesebb a növekedés mértéke. Szignifikáns különbséget a POMC neuronok esetén a 

40 µg-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 µg-os csoport legkisebb (p<0,05) és legnagyobb (p<0,1) 

mitokondriumot leíró értékei változtak szignifikánsan a kezelés hatására, AgRP neuronok 

vizsgálata során csak a legkisebb mitokondriumok az 5 mg-os kezelési csoportban (p<0,05). 
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2. diagram: Mitokondriumok területének megoszlása a különböző kezelési csoportokban POMC sejtek vizsgálata során. 

BPA kezelés hatására az AgRP neuronokban a 40 µg-mal kezelt csoport csupán minimális 

méretbeli növekedést mutat, az 5 mg-os csoport ennél jóval kifejezettebb, illetve a 10 mg-os is, 

habár az előbbinél kisebb mitokondriumokkal. POMC sejtek esetén a 40 µg-mal kezelt csoport 

mutat nagyobb volumenű növekedést, az 5 mg-os csoport igen minimálisat, majd a 10 mg-os 

szintén kifejezettebb. A legnagyobb mitokondriumokat vizsgálva a kontrollnál ugyan kisebb, 

de a három kezelési csoportból az 5 mg-osban találtunk kiemelkedően nagyméretűt, ezutóbbi 

egyértelműen a kezelés hatására jelentkezett POMC neuronok esetén (p<0,05). A legkisebb 

mitokondriumok is nagyobbak a kontrollban találhatókhoz viszonyítva, ez a POMC sejtekben 

a 40 µg-os (p<0,05), AgRP sejtekben az 5 mg-os (p<0,05) és 10 mg-os (p<0,1) kezelési 

csoportokban is szignifikáns. A mitokondriumok átlagterületét tekintve POMC sejtekben a 40 

µg-os (p<0,05) és a 10 mg-os (p<0,1) csoportok, AgRP sejtekben az 5 mg-os csoport (p<0,01) 

mutatott szignifikáns különbséget a kontrollhoz képest. 

A mitokondriumok területének eloszlása AgRP neuronok vizsgálata során az 1. diagram-on, 

POMC neuronok esetén a 2. diagram-on látható. 

5.2 Mitokondriumok száma 

A mitokondriumok számát azon túl, hogy kezelési csoportonként, egységes látótérre 

vonatkoztatva vizsgáltuk, a statisztikai elemzéseinket is ezen adatokkal végeztük. As esetén 

csupán egy esetben találtunk több mitokondriumot a kontroll csoporthoz képest, a 2x10-4 mm2 

látóterű képeken, az AgRP neuronokban, a 40 µg-mal kezelt csoportban, azonban ez nem lett 

szignifikáns eredmény. Minden más esetben a mitokondriumok száma kevesebb lett, mint a 

kontrollban, azonban a hatóanyag koncentráció növelésével nem egyenes arányosságban 

csökkent a számuk, továbbá a 10 mg-mal kezelt csoportokban valamivel magasabb érték 

mutatkozik, mint a másik két kezelési csoportban (40 µg, 5 mg). POMC neuronokban a 2x10-4 
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mm2 látóterű képek esetén az 5 mg As-nal kezelt csoportokban látható valamivel magasabb 

érték, a 2x10-5 mm2-es képek esetén ismét a 10 mg-mal kezelt csoportok adtak a kontrollnál 

ugyan alacsonyabb, de a másik két koncentrációnál nagyobb darabszámot. Az 5x10-6 mm2-es 

képeknél született egy, a kontrollcsoporténál magasabb érték 10 mg-os kezelés mellett. 

Szignifikáns különbséget a kontrolhoz viszonyítva az As kezelés esetén csupán a POMC sejtek 

5 mg-os kezelési csoportjában találtunk (p<0,1). 

 

3. diagram: A mitokondriumok darabszámának eloszlása a különböző kezelési csoportokban AgRP neuronok esetén. 

A ZEA-val kezelt csoportoknál is hasonló eredmények születtek, majdnem minden esetben 

alacsonyabb mitokondrium számot mértünk, kivéve a POMC sejtek közül a 2x10-4 mm2 látóterű 

képek tekintetében, a 40 µg-mal kezelt csoportot, ahol csaknem kétszeres mitokondrium 

darabszám növekedés látható. Egyébiránt az AgRP neuronokban jellemzően a 10 mg ZEA-nal 

kezelt egyedeknél láttunk magasabb mitokondrium számot, mint a 40 µg-mal, illetve 5 mg-mal 

kezeltek esetén. Továbbá a POMC neuronokban a 10 mg-mal kezelt csoportban tapasztaltunk 

magasabb darabszámot, mint az 5 mg-mal kezeltben. Az 5x10-6 mm2-es képek tekintetében a 

kontrollhoz képest minden esetben minimális eltérés volt látható. A statisztikai elemzés során 

a POMC (p<0,1) és az AgRP (p<0,05) sejtekben is az 5 mg-os kezelési csoport mutatott 

szignifikáns különbséget a kontrollhoz képest. 
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4. diagram: A mitokondriumok darabszámának eloszlása a különböző kezelési csoportokban POMC neuronok esetén. 

Harmadik ED, a BPA esetén is alapvetően a kontrollhoz képest minden kezelt csoport 

alacsonyabb mitokondrium számot eredményezett, kivétel a POMC neuronok 2x10-4 mm2-es 

képeinek elemzése során, a 10 mg-mal kezelt egyedek magasabb értékeit. Ezt leszámítva itt is 

elmondható, hogy a 10 mg-os kezelési csoportok a másik két koncentrációnál magasabb 

értékeket mutattak. Továbbá két esetben, AgRP és POMC neuronoknál is a 2x10-4 mm2-es 

látótéren az 5 mg-os csoport a 40 µg-osnál magasabb mitokondrium darabszámot 

eredményezett, de a kontrollnál továbbra is alacsonyabbat. Szignifikáns különbség POMC 

sejtek vizsgálata során a 40 µg-os és az 5 mg-os kezelési csoportban lépett fel (p<0,1), AgRP 

sejtekben az 5 mg-os (p<0,05) és 10 mg-os (p<0,1) csoportokban. 

Az említett változások eloszlása AgRP sejtekben a 3. diagram-on, POMC sejtekben a 4. 

diagram-on látható. 

5.3 Cristák 

Mérésre került a cristák által elfoglalt terület a mitokondriumon belül, mely során a cristák 

határait adó belső membrán mentén kereteztük a behúzásokat és kaptuk meg a területet nm2-

ben. Ezt viszonyítottuk a mitokondrium külső membránjának mentén lemért teljes 

mitokondrium területhez és kaptuk meg a %-os eredményt. Az eredmények a POMC sejtekben 

a 40 µg-os As kezelési csoport kivételével minden kezelési csoportban, mindhárom hatóanyag 

esetén szignifikánsak (p<0,0001) lettek. Az As esetén közel azonos mértékben nőtt a crista 

aránya a mitokondrium területéhez képest mind az AgRP, mind a POMC sejtekben. Emellett 

látható, hogy a nagyobb mennyiségű hatóanyag befecskendezése arányosan nagyobb crista 

területet jelentett. A ZEA és BPA-val kezelt csoportokban ez az érték szintén nagyobb lett, mint 

a kontroll csoportban, azonban a hatóanyag koncentrációk ennek mértékét nem befolyásolták 

annyira, mint As esetén, közel azonos százalékos arányokat kaptunk mindhárom kezelési 

csoportban (5. diagram és 6. diagram). 
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5. diagram: Crista területének %-os aránya a mitokondrium területéhez képest AgRP neuronok vizsgálata során a különböző 

kezelési csoportokban. 

 

6. diagram: Crista területének %-os aránya a mitokondrium területéhez képest POMC neuronok vizsgálata során a 

különböző kezelési csoportokban. 
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5.4 Mitokondrium-endoplazmatikus retikulum kapcsolat 

Az EndoR tekintetében megfigyelésre került a mitokondriumokkal való kapcsolatok száma, 

a két sejtorganellum között mérhető átlag távolságok hossza, valamint hogy jelen van-e olyan 

két sejtalkotó, amelyek esetén a távolság már olyan minimális, hogy az Image J program 

segítségével nincs lehetőség annak mérésére. Azon sejtkapcsolatok, ahol több, mint 100 nm 

távolság mérhető a mitokondrium és az EndoR között nem kerültek beszámításra az elemzés 

során, ugyanis ezekből elenyésző mennyiségű volt és kifejezetten kiugró értékeknek 

számítottak.  

Az As-nal, ZEA-nal és BPA-val kezelt csoportokban egyaránt látható volt, hogy a 

kontrollhoz képest mindhárom hatóanyag kevesebb ilyen kapcsolatot eredményezett, valamint 

nagyobb átlagtávolságot is. Megfigyelhető, hogy az 5 mg As-nal, illetve a 40 µg BPA-val kezelt 

AgRP neuronokban egyetlen ilyen kapcsolat sem volt látható, ennél fogva pedig távolság sem 

volt mérhető (7. diagram-8. diagram-9. diagram). A két sejtorganellum közötti távolság 

statisztikai elemzése során nem lett szignifikáns különbség a kontroll csoporthoz képest, így 

ezen megfigyelések nem hozhatóak összefüggésbe egyértelműen az EDk hatásával. 

 

7. diagram: Mitokondrium és EndoR közötti kapcsolatok prezentálása az As kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok 

vizsgálata során. 
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8. diagram: Mitokondrium és EndoR közötti kapcsolatok prezentálása a ZEA kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok 

vizsgálata során.

 

9. diagram: Mitokondrium és EndoR közötti kapcsolatok prezentálása a BPA kezelési csoportban AgRP és POMC neuronok 

vizsgálata során. 

  



 25 

Az egymással szorosan érintkező mitokondrium és EndoR tekintetében elmondható, hogy a 

kontroll csoportban ilyen eset egyáltalán nem fordult elő, csupán az ED-ral kezeltekben. Az As 

csoportban csak a POMC neuronok között és csak az 5, illetve 10 mg oldattal kezelt egyedeknél 

találtunk ilyen szoros kapcsolatot. A ZEA kezelési csoportban AgRP sejtekben mindhárom 

koncentráció eredményezett ilyen elváltozást, míg POMC sejtekben a 40 µg-os csoport nem. 

BPA esetén mindkét neuroncsoportban csak az 5 mg, valamint 10 mg hatóanyaggal kezelt 

csoportokban volt látható ez a fajta kapcsolat.  

5.5 További megfigyelések 

Az alapvető méréseken túl figyelemmel voltunk egyéb sejten belül zajló jelenségekre is, így 

további információkat tudtunk leszűrni az EDkkal való kezelések kapcsán. A mitokondriumok 

morfológiájáról elmondható, hogy a kezelt csoportokban a duzzadt mitokondriális mátrix 

sokkal gyakoribb, az egyes képeken a mitokondriumok közel 100%-a mutatja ezt a morfológiai 

elváltozást. Megfigyeltük, hogy a kezelt csoportokban a kontrollal ellentétben, hatóanyag 

koncentráció függvényében egyre gyakoribb és egyre több lizoszóma látható, illetve az általuk 

bekebelezett mitokondriumok száma is növekszik (8. ábra). Továbbá a széteső, elmosódott 

szélű mitokondriumok száma is nagyobb volt a neuronokban. 

 

8. ábra: Lizoszóma által bekebelezett mitokondriumok egy 40 µg arzénnal kezelt egyed AgRP neuronjában  

(50 000x-es nagyítás). 
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6 Megbeszélés 

Minden egészséges szervezetben, legyen az állati vagy emberi, a neuroendokrin rendszer 

egy igen érzékeny egyensúlyt tart fenn, mely külső (vagy belső) zavaró hatásra könnyen 

felborulhat. Az eddig a WHO (World Health Organization) által ED-ként elismert mind a 177 

kemikália bizonyítottan hatással van ennek a belső egyensúlynak a működésére. Mivel az EDk 

számos neurodegeneratív, viselkedésbeli, endokrinológiai megbetegedéssel és diszfunkcióval 

hozhatók összefüggésbe, ennek okán kiemelt fontosságú a sejtszintű folyamatok megértése 

[56]. Annak érdekében, hogy az EDk okozta elváltozásokat képesek legyünk megfelelően 

gyógykezelni, illetve azok hatását kivédeni, különösen fontos megismerni a háttérben zajló 

patofiziológiás folyamatok egészét. Számos kutatás foglalkozott már az As, ZEA és BPA 

hormonális, valamint molekuláris hatásaival, a szakirodalom is felhívja a funkcionális és 

morfológiai elváltozások közti összefüggésre a figyelmet, ennek ellenére erre irányuló 

vizsgálatok lényegében nem történtek. Ennek fényében vizsgálatunk számos szempontból is 

igen fontos és elgondolkodtató eredményeket közöl. 

6.1 Mitokondriumok átlagmérete 

A mitokondriumok morfológiáját a három ED egyértelműen nagymértékben befolyásolja, 

és az elváltozás mértéke láthatóan a hatóanyag koncentrációtól is függ. Az As esetén a legtöbb 

kezelési csoportban méretbeli csökkenés látható, kivételt képez ez alól az 5 mg-os dózis, amely 

éppen növekedést generál. A ZEA és a BPA csoportokban ezzel szemben minden dózis 

méretbeli növekedést eredményezett a mitokondriumokban, különösképp igaz ez a 40 µg-os 

hatóanyagkoncentrációra a POMC neuronokban. Korábbi kutatások már bebizonyították, hogy 

a mitokondriumok mérete egyértelmű korrelációt mutat a sejt ATP-igényével [57]. Kutatási 

eredményeink arra engednek következtetni, hogy az ED hatásnak kitett sejtek nem megfelelő 

működése, akár apoptózisa összefüggésbe hozható a csökkent mitokondriummérettel és az 

ebből fakadó ATP-hiánnyal As kezelés esetén. A ZEA és a BPA kezelési csoportokban 

feltételezhető, hogy a sejteket ért ezen külső stressztényező kompenzálásként megnövelte a 

celluláris energiaigényt és a mitokondriumok méretbeli változása ehhez igazodik [58, 59] 

6.2 Mitokondriumok száma 

A mitokondriumok számának meghatározása is egyértelműsíti a három ED celluláris szintű 

hatását, a méretbeli változáshoz hasonlóan itt is bizonyított az összefüggés a sejt ATP-igénye 

és a mitokondriumok száma között [57]. Néhány kiugró értéktől eltekintve, elmondható, hogy 

a mitokondriumok száma a kontroll csoportéhoz képest lényegesen alacsonyabb, ezt leginkább 
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a 2x10-5 mm2 látóterű képeken végzett mérések reprezentálják. A mitokondriumok számának 

csökkenését elsősorban a mitofágia eredményezi, a sérült, rosszul funkcionáló 

mitokondriumokat eltávolító, szelektív autofág rendszer. Mivel a mitokondriumok 

intramembrán terükben számos olyan fehérjét tartalmaznak, amelyek a sejt citoplazmájába 

jutva apoptogén hatásúak (citokróm-c, AIF, endonukleáz G), így sérülésük, illetve szétesésük 

a sejt fiziológiájának akár teljes felborulásához és apoptotikus utak aktiválásához vezethet [60]. 

A mitokondriumok számának csökkenése így arra enged következtetni, hogy a sejt alapvető 

ATP-hiányos állapotba kerül az EDk hatására, mindemellett pedig a szétesésük is hozzájárul a 

celluláris diszfunkcióhoz [58–60]. 

6.3 Cristák 

A crista a mitokondrium funkcionális egységeként szolgál, hiszen az oxidatív foszforilláció 

színtere, morfológiájában, arányaiban bekövetkező változások befolyásolják az ATP-képzés 

folyamatát és intenzitását. Kutatásunk során a cristák aránya a mitokondrium területéhez képest 

eltérő irányultságot mutat a fenti eredményekkel szemben, az As esetén a koncentrációtól 

függően egyre nagyobb százalékos eredményeket kapunk, míg a ZEA és a BPA kezelési 

csoportokban a kontrollénál magasabb, de a három koncentrációban közel azonos 

arányszámokat kapunk. A cristák tekintetében BPA kezelés hatására másik is hasonló 

eredményeket figyeltek meg a hippocampus neuronjaiban [61], valamint As-kezelés hatására a 

frontális cortexet vizsgálva [62]. Korábban már kimutatták a cristák szélesbedését a 

mitokondriumon belül apoptotikus stimulus hatására [63]. Mindez arra enged következtetni, 

hogy az EDk olyan folyamatokat generálnak sejtszinten, amely növeli a respirációs kapacitást, 

és ezáltal a crista arányát a mitokondriumon belül. Ez párhuzamba hozva a mitokondriumok 

számának és méretének csökkenésével – ami ATP hiányt okoz sejtszinten – azt feltételezi, hogy 

a cristákban bekövetkező változások igyekeznek kompenzálni a mitokondrium egyéb 

diszfunkcióját [57, 61–63]. 

6.4 Mitokondrium-endoplazmatikus retikulum kapcsolat 

Az EndoR és a mitokondriumok között fennálló kapcsolatokra vonatkozóan az vonható le 

következtetésként, hogy a nagyobb hatóanyag koncentráció kevesebb organellum kapcsolatot, 

azonban a közöttük lévő távolság megnövekedését eredményezi. Ezzel kissé ellentmondóan, az 

egymással érintkező, illetve fuzionáló [64, 65] két sejtorganellum jelenlétére csak ezekben a 

csoportokban volt példa, a kontrollban nem. A nagyobb távolság a két sejtorganellum között 

gátolhatja a megfelelő mitokondriális funkciót, divíziót, illetve az apoptózis regulációt kálcium-

ion hiányában [66]. Továbbá valószínűsíthető az autofagoszómák nem megfelelő termelődése 
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is, amelyek a mitokondrium-EndoR kapcsolódási pontokon (MERCS) képződnek és a 

citoplazmatikus komponensek (beleértve a lebontandó mitokondriumokat is) szállítását végzik 

a lizoszómák felé [67]. Ezutóbbit bizonyítja a lizoszómák megszaporodott száma is az ED-ral 

kezelt csoportok neuronjaiban. 

6.5 Következtetések 

Számos kutató hozta összefüggésbe az idegsejtek diszfunkcióját, degenerációját, illetve 

apoptózisát bizonyos EDkkal, és figyelt meg minden esetben az összefüggést a 

mitokondriumok nem megfelelő funkciójával [32, 62, 68, 69]. A háttérben zajló 

folyamatokként elsődlegesen a citokróm-c fokozott termelését, a mitokondriális 

transzmembránpotenciál-csökkenését, a kaszpáz-3 és -9-as utak aktiválódását, a ROS-

produkció fokozódását és az EndoR fokozott oxidatív stressznek való kitettségét állapították 

meg [13]. Ezentúl az általunk megfigyelt ultrastrukturális elváltozások arra engednek 

következtetni, hogy a sejtek egy alapvető energiahiányos állapotba kerülnek az EDk hatására, 

amelyet ugyan a cristák morfológiai módosulása valamely mértékben kompenzálhat, de ez nem 

elegendő a sejt megfelelő működéséhez. 

Hipotézisünket alátámasztva, eredményeink azt mutatják, hogy a vizsgált EDk morfológiai 

elváltozásokat okoztak a mitokondriumok ultrastruktúrájában és ezek párhuzamba állíthatók a 

már meglévő molekuláris eredményekkel. Bebizonyosodott az, hogy a hypothalamicus sejtek 

valóban rapid módon reagálnak ezen kemikáliák hatására, nemcsak molekuláris, hanem 

morfológiai elváltozások terén is. Ezen keresztül erősen feltételezhető, hogy az EDk hatással 

vannak nemcsak általánosságban a neuronok mitokondriális morfológiájára és azon keresztül a 

celluláris energiaháztartásra, hanem a hypothalamus funkciója kapcsán a teljes szervezet 

homeosztázisára is [70]. Arra azonban nem láttunk egyértelmű jelet, hogy a két sejttípus közül 

az egyik érzékenyebben reagálna az EDk okozta hatásokra, mint a másik. Az EDk dózisfüggő 

hatására több ponton is láthattunk példát – a crista mitokondriumhoz mért arányának 

változásánál, a mitokondriumok területének változását vizsgálva és az EndoR-mal való 

kapcsolatok elemzése során is.  

A jelenlegi eredmények még további párhuzamos morfológiai és molekuláris vizsgálatokat 

kívánnak, ennek ellenére már most felfedezhetők lényegi különbségek az ED-ok hatására a 

mitokondriumok ultrastrukturális jellemzőiben, számában, az EndoR-mal való kapcsolatában. 

A mitokondriumok megváltozott mérete összefüggésben lehet azok fúziójával, vagy 

éppenséggel a mitokondriumok osztódásával, amelyek a sejtek részéről történő energetikai 

adaptációs reakciók. További tervezett kísérleteink során a mitokondriális osztódás és fúziót 
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szabályzó gének és fehérjék működését/expresszióját szándékozzuk meghatározni a jelen 

munkában ismertetett kísérletes körülmények között. Ezen további kísérleti eredmények új 

jelentéssel fogják feltölteni a jelen eredményeinket, ennél fogva sokkal pontosabb és átfogóbb 

képet kaphatunk majd az egyes EDk hatásmechanizmusa közti különbségek feltárására is. 
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7 Összefoglaló 

Kutatásunk során célunk az EDk okozta sejtszintű morfológiai elváltozások vizsgálata volt 

in vivo egér modellen. Az EDk olyan hormonális jelátviteli utakat képesek már igen kis 

mennyiségben is módosítani, amelyek meghatározzák a fejlődési, a reproduktív, az 

energiaháztartással, valamint a stressztűréssel kapcsolatos folyamatokat, tehát a homeosztázist 

sejtszinten befolyásolják. Korábbi kutatások már kimutatták a BPA, ZEA és az As direkt 

celluláris hatását, mint például az oxidatív stressz, mitokondriális DNS károsodás, apoptózis, 

membránpotenciál-csökkenés indukálását, az azonban mindmáig tisztázatlan, hogy ezen EDk 

akut formában is képesek-e kiváltani mitokondriális károsodást, és különös tekintettel, hogy ez 

megmutatkozik-e ultrastrukturális szinten, az energiaháztartás és ezzel a homeosztázis 

szabályozásban fontos szerepet játszó hypothalamicus melanocortin rendszer neuronjaiban, 

amelyek az e helyen módosult szerkezetű vér-agy gát miatt közvetlen ki vannak téve az EDk 

hatásának. 

Kísérletünk során a fentnevezett EDket egyszeri intraperitoneális injektálással juttattuk a 

mindkét nembe tartozó juvenilis egerekbe, három különböző dózisban (40 µg, 5 mg és 10 mg). 

A kezelést követően 6 órával került sor a mintavételezésre, a hypothalamus kiemelésére. A 

melanocortin rendszer jellemző sejtjeit, az AgRP és a POMC neuronokat immunhisztokémiai 

eljárással jelöltük és TEM-pal vizsgáltuk. A vizsgált morfológiai paraméterek a következők 

voltak: mitokondriumok átlagos területe (nm2), átlagszáma (db), crista aránya a mitokondrium 

területéhez képest (%), mitokondrium-EndoR kapcsolatok száma (db), ezek közti átlagtávolság 

(nm), egymással szorosan érintkező, illetve fuzionált mitokondrium-EndoR előfordulása. 

Az eredményekből leszűrhető az ED mitokondriumokra kifejtett hatása minden vizsgált 

paraméteren. A mitokondriumok átlagterületében egy növekedés, számukban megfogyatkozás, 

a cristák arányában szintén növekedés figyelhető meg, továbbá az EndoR-mal való kapcsolatok 

számának csökkenése és a köztük lévő távolság növekedése látható. Az AgRP és POMC 

neuroncsoportokban, illetve az egyes hatóanyagokban és különböző dózisaikban fellépő 

különbségek is prezentálásra kerültek. 

Az EDk okozta ultrastrukturális változások kulcsfontosságúak azok hatásmechanizmusában, 

a kutatás alapján kijelenthetjük, hogy a sejtszintű folyamatok, azon belül is a mitokondriális 

morfofunkció különösen meghatározó tényező a későbbiekben, és alapjaiban befolyásolja a 

sejtszintű energiaháztartást, fehérjemetabolizmust, a neuronok közti megfelelő jelátvitelt, 

mindezek által pedig a szervezet egészére hatással 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 µg, 5 mg and 10 mg). 

Sampling took place 6 hours after the treatment, and the hypothalamus was isolated. AgRP 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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