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Bevezetés

A kisérletben hasznalt hormonok élettana
Osztrogén:

Az Osztrogén a fejlédés soran nélkiilozhetetlen, mindkét nemben termel6dd, szamos
szervrendszerre haté hormon. Szerepe van a masodlagos nemi jellegek kialakitasaban, a

nemi milkdodés beinditasdban ¢és fenntartasaban, a méhnyalkahartya vastagodasaban,



csontképzddésben, lipid forgalomban, a véralvadasi folyamatokban, fehérje szintézisben, bél
mozgasban, a léghdlyagocskak funkcidjaban (els6sorban ragcsalokban bizonyitottan, de
feltehetden emberben is), illetve himekben a sperma érésében. A legpotensebb Osztrogén
molekula a 17B-0sztradiol (E2), mely egy szteranvazas, lipofil hormon. Emellett termelédik
még a szervezetben kisebb mértékben Osztron(E1), 6sztriol(E3) és Osztetrol(E4) is. Kis
aranyban oldodik vizben is, ezért minimalis mennyiségben az ivovizbe is bekeriil. Masik
neve a tiisz6hormon, mivel a f6 termelddési helye a petetiiszd falat alkotd granulosa sejtek.
Emellett termelédik még testszerte egyéb helyeken is, a majban, mellékvesében,
zsirszovetben, illetve vemhesség soran a placentaban. Az E2, illetve az 6sztrogén-szeri
vegyiiletek intracellularis 6sztrogénreceptorokhoz kapcsolddva, 6rak-napok alatt alakitjak ki
hatasukat. Ezek, a klasszikus tton hatd receptorok, az tn. klasszikus Osztrogénreceptorok,
az ERa (elsonek irtak le, 1973-ban) és ERB (1996). Az endokrin diszruptorok (ED), ezen
beliil a kamfor képes e receptorokhoz kotve antagonizalni az Osztradiol hatdsat. Ezen
receptorok tobbek kozott kimutathatéak a neuronokon és gliasejteken is [1]. Emellett 1étezik
egy rapid, nem genomidlis Ut is, mely sokkal gyorsabb és nem intracellularis, hanem egy

Gprotein kapcsolt 7-transzmembran receptor kozvetiti, a GPR30 [2] [3] [4].

Osztrogén kisebb mértékben ugyan, de termelédik a him egyedekben is. Legnagyobb
mértékben a reproduktiv szervekben. Az Osztrogént atalakitd enzim, az aromataz, mely a
CYP450 (citokrom P450) enzimrendszer részeként az endoplazmatikus retikulumban van, a
him egyedekben szintén szamos szervben megtalalhato, igy az agyban, herékben, bdérben,
érfalban is. Azok a felndtt ferfiak, akiknek az Osztrogénreceptor vagy az aromatdz enzim
génjei hibasan fejlédnek, esetleg gatoltak miikodésiikben, gyakran érintettek csontrendszeri

betegségekben. Ezeket 6sztrogénterapiaval jol lehet kezelni.

Az 0sztrogének bioszintézisének alapja a koleszterin. A koleszterint az egyes szervekben
enzimek alakitjk at, igy a végmolekula a szervben megtalalhaté enzim fliggvényében mas
és mas lehet. A néi nemi hormonok szintézise a koleszterin pregnenolonna alakulasaval
folytatodik. Abbol progeszteron, 17-alfa hidroxiprogeszteron, androsztendion, majd
aromatdz enzimmel Osztron, Osztradiol, végiil osztriol keletkezik. Az Osztetrol csupan a
vemhesség sordn keletkezik, az embridé majaban, 6sztradiolbdl, illetve 6sztriolbdl, hidroxilaz

enzim hatasara. Ennek a termelése posztnatalisan leall, mert az enzim kiliriil a szervezetbdl.



A hormonok féként az ovarium granulosa sejtjeiben termelddnek, mivel itt lokalizalodik az
aromataz enzim. Mig az ovarium theca sejtjeinek feliiletén elsésorban luteinizald6 hormon
(LH) receptorokat talalhatunk, addig a granulosa sejtek follikulus stimulal6 hormon (FSH)
receptorokat expresszalnak, igy az FSH kifejtheti hatasat, ami a tiisz6érés stimulalasa, ezzel
egylitt pedig az 0sztrogéntermelés. Az ovarium mellett a szervezetben szamos mas szovet
rendelkezik aromatéz aktivitassal, igy példaul a Sertolli-sejtek a herében, a zsirszovet, de
jelen van az enzim a kozponti idegrendszerben, emldben, s6t a csontokban is. Ebbdl
kovetkezik, hogy ezekben a szervekben is keletkezik Osztrogén (elsésorban dsztron). Igy
lehetséges az, hogy a himekben, illetve az ovariectomizalt ndstényekben is képzodik

Osztrogeén.

Az 0sztrogén masik forméja az 6sztron, mely a szervezetben legkisebb mértékben van jelen.
Az 0Osztriol is kis mértékben jelen van a szervezetben, és sajatos a preferencidja az ERB
receptorokhoz. Kiilonlegessége, hogy enyhe a hatasa, illetve, hogy 6sztradiollal a GPR30
receptoron 0sztrogén-antagonista tulajdonsagu. Az 6sztrogénhez hasonl6 hatast 6sztetrol az

anyai szérumban talalhaté meg, kb a vemhesség 20. napja kdrnyékén [5].

Pajzsmirigyhormonok

A pajzsmirigy a 1égcsdvon talalhato, isztmusszal 0sszekotott 2 lebenybdl allo mirigyes
endokrin szerv. Hormonjai, a tiroxin (T4) és a trijodtironin (T3), a szerv follikulusdban
kolloidot alkoto tireoglobulin fehérje felszinén képzddnek, az azon talalhato tirozin lancok
jod-kotése révén. Az endokrin diszruptorok jellegzetessége, hogy gyakran a hormonhatast
mar a hormon kialakuldsanal gatoljak. A kdmfor a pajzsmirigy hormonokat egyeldre
ismeretlen hataismechanizmussal gatolja, igy lehetséges, hogy mar a bioszintézisiik soran hat
rdjuk. A follikulusba aktiv pumpamechanizmussal (ami egy, natrium-jod pumpat és egy
pendrinpumpat foglal magaba) beérkezd jod ionok peroxidaz enzim segitségével elemi jodda
alakulnak, mely utat a kamfor vélhetéen nem gatol le, [6] majd a tireoglobulin molekula
felszinén, annak tirozin végéhez csatlakoznak, igy lesz beldliik monojod-tirozin (MIT), két
jod beépiilésével dijod-tirozin (DIT). E két molekula kiilonb6zé kombinécioju
Osszekapcsolodasa, T3-ma €és T4-gyé alakuldsa utan a hormon leadasa kovetkezik, mely elsd
1épéseként a follikulust béleld hamsejtbe 1€p endocitosissal. A hormon a tireoglobulin LRP2
(low-density lipoprotein receptor-related protein 2) receptoraihoz valdé kotddése utan a

tireoglobulin lebomlik, és legnagyobb részt a T3 és T4 keriilnek passzivan a keringésbe. A



jod, illetve a visszamaradt tireoglobulin visszakeriilnek a follikulusba, ahol
ujrafelhasznalédhatnak. Dejodinaz enzimek segitségével torténd Osszeépiilésiikkel
trijodtironin (MIT+DIT) vagy tetrajodtironin (DIT+DIT) keletkezik. Mindez a folyamat

(hormon sejtbdl valo passziv kilépésén kiviil) a hipotalamusz pajzsmirigy serkenté hormonja
(TSH) altal — negativ visszacsatolason alapuld — serkentett folyamat. A kamfor nem a
feedback mechanizmus legatloja, inkdbb a hormonok szintézisét teszi tonkre [6]. A
hormonszintézist valamilyen tton gatldo anyagok, tiocianatok (peroxidaz-gatlo),
szulfocianatok  (jodtranszport gatld), illetve az endémids jodhiany szintén
pajzsmirigyalulmikodést eredményeznek. A  pajzsmirigyben a MIT ¢és DIT
Osszekapcsolodasan kiviil még az 1.-es tipust dejodinaz révén is keletkezhet T4-bol sokkal
aktivabb T3. Ezen enzim bizonyos génjeit szdmos diszruptor, tobbek kozott a kamfor is
képes gatolni, tehat a kamfor részt vehet az aktiv pajzsmirigyhormonok kialakuldsdhoz
sziikséges enzim legatolasaban [7]. Ez az enzim szelén-ciszteint tartalmaz, igy a szelénhiany
IS pajzsmirigy-alulmiikodéshez vezethet. Emellett pajzsmirigy-alulmiikodést okozhat még
tobbek kozott a tal sok jod felvétele, litium szervezetbe jutasa, vagy akar a Brassica-félék,
pl. a fejes kaposzta (Brassica oleracea convar. capitata var. alba), karfiol (Brassica
oleracea convar. botrytis var. botrytis), kelbimb6 (Brassica oleracea convar. oleracea var.

gemmifera) felvétele. A pajzsmirigy 90%-ban T4-et, 10%-ban T3-at valaszt ki.

Ezutan a hormonokat a szervek igénye szerint, a szervezet kiilonb6zd pontjaira szallithatjak
az albumin, TBG (Thyroxine-binding globulin), TBPA (thyroxine-binding prealbumin)
molekulak, majd dejodinaz enzimek segitségével modosulnak a célszervnél. A modositas a
dejodinaz enzimektél fiiggben eredményezhet tiroxint (3,5,3’,5’-tetrajod-tironin),
trijodtironint  (3,5,3’-trijod-tironin), vagy reverz trijodtironint (3,3’5’-trijodtironin.
Amennyiben a dejodinaz enzimek miikodése akar 6roklotten zavart szenved, vagy endokrin

diszruptorok legatoljak, a kovetkezmény pajzsmirigy-alulmiikodés lesz.

Az aktiv pajzsmirigyhormon (T3) a h6haztartas szabalyozasaval, a szivfrekvenciat novelve,
szivre pozitiv inotrop hatdsaval és szamos egyéb szerepével az anyagcsere fokozasaért
felelés hormon. A fejlddést, csontok novekedését serkenti, kétéltieckben a metamorfozist
fokozza, a szénhidrat-, lipid-, fehérjemetabolizmust is felgyorsitja, noveli a vércukorszintet

¢s az alapanyagcserét [5].



Osztrogén, tiroxin hatdsa a kézponti idegrendszerre;

Osztrogén hatdsa a kisagyra

Kisérletlink modelljének hasznaltuk a kisagyat, segitségével az 6sztrogén kisagyi sejtekre
kifejtett hatasardl is. Mar tudjuk, hogy Osztrogénreceptorok expresszalodnak a kisagyi
sejteken, ¢és semi-quantitativ PCR vizsgélatokkal azt is kimutattak, hogy pontosan milyen
tendenciaval valtozik az egyes ER altipusok expresszidja a sziiletés utani élet elsé 15
napjaban. Ezen vizsgélatokbol kideriil, hogy az élet els6 4 napjan a reproduktivitasért
legfoképp felelés ERa expresszidja a legalacsonyabb, majd a 4-t6l a 10. napig folyamatosan
nod, végiil a 15 napig csokkent tendenciat mutat. Az ERB-t szubtipusaira bontva, az ER31 az
elsé 4 napon volt a legmagasabb, majd az ERB2 dominalt. Az ERB receptorok — melyek a
nem reproduktiv folyamatokért felelnek és a kisagy mellett még mas agyi teriileteken is
kifejezddnek — komplementer modon expresszalodtak az ERa receptorokkal, tehat az els6 4
napban ezek kifejezédése a dominans, majd a 10. napig csokken, végiil ujra né. A vizsgalat
kiterjedt nemcsak a receptorfehérjékre, de természetesen azok mRNS szintjeinek
vizsgalatara is, mely alatamasztotta a receptorfehérje-szintek valtozasait. BERKO (ERB
mentes ,.knock-out” egerek) egerek agyaban szdmos morfologiai abnormalitas alakul ki, és
az Alzheimer- és Parkinson-korral is Osszefliggésbe hoztdk e receptorok hianyat, igy
amennyiben valamilyen oktani ERp receptor hiany, hiba, vagy antagonizmus alakul ki,
fennall a veszélye ezen korképeknek [8] [9] [10]. A kisagyi ERB receptor expressziok
fliggnek a kortol és a sejttipustol, am az allat nemétdl nem [11]. A posztnatélis €let sordn, a
Purkinje-sejteken, kosarsejteken, asztrocitakon és a Golgi-sejteken nagymértékii a receptor
fehérjek és receptorfehérje mRNS-ének jelenléte. A kisagy fejlédése soran a fejlodo
neuritokon, illetve a vandorlo gliasejteken a legnagyobb az ERB expresszio [11] [12]._Ezen
észrevételek voltak az anatomiai bizonyitékai annak, hogy az Osztrogénreceptorok
megjelennek a cerebellaris sejteken a sziiletés utani ¢€let elejétdl kezdve egészen a
felndttkorig, igy célpontjaiva valnak az dsztrogénhatdsnak, ezzel egyiitt az dsztrogénhatas
kiesése is hatdssal van rdjuk. Az E2 receptorokat 0sszefiiggésbe hoztdk tovabba, az agyi
motoros funkcidk fejlodésével, a kisagyi plaszticitds €s sejtkapcsolatok eldsegitése révén

[13].



Pajzsmirigyhormon hatadsa a kisagyra

A fejlod6 emlds agya egyarant érzékeny a tul alacsony és a tal magas
pajzsmirigyhormonszintekre. A kritikus id0szakban, a fejlédés korai szakaszaban
alacsonyan marado¢ tiroid hormon szint (TH) vezethet egyarant a mielinhiively fejlodésének
elmaradasdhoz, ¢és a sejtmigracio hianydhoz. Ezen események defektusa a késobbi életben
viselkedésbeli és teljesitménybeli visszamaradottsaghoz vezethetnek. A hormon képes
aminosav transzporterekkel atjutni a vér-agy gaton, igy bejutva a kozponti idegrendszerbe.
Az aktiv pajzsmirigyhormon, a T3, a T4-b6l alakul ki, a kettes tipust dejodinaz enzim (D2)
hatasara, mely a tanicitakban (k6zponti idegrendszerben taldlhato sejttipus, mely a centralis
idegrendszer ¢és az agyalapi portalis keringés kozott képez hidat), gliasejtekben és
asztrocitakban is megtalalhat6. A neuronokban levé TR magreceptorok, a hormon bekdtése
utan kiilonbozo fehérjék, mitokondrium, mielin, neurotrofinok, transzkripcios faktorok, stb
expresszidjahoz vezetnek. A TRal receptor izotipus in vivo egérben képes az
kezdeti szakaszan, amikor megfeleld kornyezetet biztositva segiti ezen sejtek fennmaradasat,

kiilonb6z6é neurotrofikus faktorok termelésének segitésével, majd az axonok novekedése

cres

crer

Az ¢let soran legeldszor a telencephalon sejtjein jelennek meg e receptorok, majd a fejlédo
Purkinje-sejtekben is megjelennek, am a kifejletteken mar nincsenek, illetve a kisagyi
sejteken eleinte nincsenek, d&m a sejtmigracié soran megjelennek [15]. TRal mutaciok
els6sorban a Purkinje- és a Bergmann-gliasejtek differencialodasat karositjak, tehat annak
ellenére, hogy sok célsejtje van a receptornak, mégis vannak preferaltak [16]. A
pajzsmirigyhormon tehat tobb ponton szabdlyozza a kozponti idegrendszer sejtjeinek

miikddését, ezen funkciok kiesése, legatlasa pedig sulyos korképek kialakuldsahoz vezethet.

Osztrogén és pajzsmirigyhormonok egyensiilya

Kérdés, hogy e két hormon és receptorai ugyanannyira fontosak-e, illetve kommunikalnake
egymassal. Tobb tanulmany is bebizonyitotta, hogy ezek szinergista médon miikodnek, tehat
kommunikélnak egymassal, mind sejtmagi, mind molekuléris szinten, gondoljunk csak az
¢hség-jollakottsag érzetekben szerepet jatsz6 hormonokra, leptinre, grelinre, inzulinra,

Osztrogénre, pajzsmirigyhormonokra. Az éldlényeknek egyarant sziikségiik van E2-re és



TH-ra is, ezek nemcsak egymas hatasat valtoztatjak, de a receptoraik expresszalodasa is a
hormonok kombinaciéitdl fiiggenek. Emellett a szoveti integritds kérosodasa is alakitja a

receptorok expresszidjat [17] [18] [19] [20].

A fent bemutatott 6sztrogén és pajzsmirigyhormonok mindegyike nagyon fontos szerepet
jatszik a kisagy fejlodésében, kialakuldsaban, mar egészen a fejlodés korai szakaszatol
kezdve. Mindezt alatamasztja, hogy Osztrogénreceptorok a kisagy fejlodésének egészen
korai pontjan kialakulnak a szerv sejtjein. Pajzsmirigyhormonok szintén, mar a fejlodo
cerebellumon kifejtik hatasukat. Rendelkezésre 4all6 adataink szerint az E2 és a
pajzsmirigyhormonok egyformén fontosak a cerebellum fejlodéséhez. Habar az 6sztrogén és
pajzsmirigyhormonok szerepe a fejlédésben jol ismert, a rajtuk kialakuld gatlé hatasok,
esetleg a szintézisiik soran bekovetkezd antagonizaldsok még nincsenek pontosan leirva.
Nem igazan ismerjiilk az e hormonokat befolyasoldé endokrin diszruptorokat, sem pontos

hatasukat, hatdsmechanizmusukat, sem a cerebellaris, sem egyéb sejteken.

Endokrin diszruptorok, fitoosztrogének:

Az endokrin diszruptorok (ED) olyan kemikaliak, melyek dozisfiiggden, valamilyen médon
befolyasoljak az endokrin rendszert, és 1évén az endokrin rendszer a szervezet egyik o
iranyitoja, igy az egész szervezet mitkodésére és fejlodésére hatassal vannak. Léteznek olyan
endokrin diszruptor vegyliletek, melyek képesek az Osztrogénreceptorokhoz kdétni, és
befolyasolni azok miitkodését. Habar 6sztrogénszerii hatasuk lehet, de sosem lesznek annyira
effektivek, mint az 0sztradiol (E2). Ezek az anyagok lehetnek olyan kérnyezeti szennyezd
anyagok, pl fito-, mikoosztrogének, melyek megtalalhatoak a természetben és felborithatjak
az endokrin rendszer miikodését. A leggyakoribb mikodsztrogének a Fusarium gombak

termékei [21] [22]. A fitodsztrogéneknek 2 nagy csoportja a lignanok, és az izoflavonoidok.

Az endokrin diszruptorok lehetnek szintetikus anyagok is, pl. az elészor 1938-ban
szintetizalt nem szteroid Osztrogén, a dietilstilbosztrol. (DES) Ezt az anyagot sokaig
alkalmaztdk vaginitisz, posztpartum laktdcié, menopauza tiineteire, illetve a sziilési
komplikéaciok csokkentésére terhes ndknek. Férfiaknak is adtdk, mert ez volt az elsd
hatdsosnak bizonyuld szer a metasztatikus prosztata daganat ellen. Csupan 1971-ben deriilt
ki, hogy bizonyithatd tényezd bizonyos hamsejt eredetii daganat kialakulasaban. Az ED-k
hatdsukat azért tudjak kifejteni, mert vagy képesek kotddni a receptorokhoz, igy

10



megakadalyozva az eredeti hormon bekotését, vagy be tudnak kotni a receptorhoz, de nem
akadalyozzak az eredeti hormon hatasat, hanem azzal agonistaként a hormon hatdsanak
tobbszorosét képesek a szervezetre mérni. Ezeken kiviil ezek az anyagok képesek lehetnek
még beleszélni az eredeti hormon metabolizmusdba, példaul a majbeli lebontést
akadalyozhatjak. Az érintett hormonok és hormonreceptorok elsdsorban az 0sztrogén- és a
pajzsmirigyhormonok, illetve azok receptorai.

Mindennapjaink soran folyamatosan ki vagyunk téve kiilonb6z6 endokrin diszruptorok
hatadsanak, mind mi, emberek, de az allatok is. A vegyiiletek a karosité hatasukat sokkal
eroteljesebben ki tudjak fejteni, ha a szervezet a pre-, és korai posztnatalis élet soran
¢érintkezik veliik, ugyanis a fejlodd szervezet sokkal érzékenyebb, sériilékenyebb, kevésbé
tud hatékonyan védekezni az ED-k hatédsai ellen. Tanulmanyunk, illetve a legtobb tanulméany
ilyen témaban egy bizonyos diszruptor hatdsat irja le, habar az életben egyszerre tobb ilyen

anyaggal is érintkeziink. Ezen anyagok kombinécidinak hatdsat még nem ismerjik.

Kamfor

A kémfor (1. 4dbra) egy jol ismert Osztrogénhatdsu toxikus anyag, vilagszerte elterjedt
endokrin diszruptor, évente tobb ezer mérgezés kivaltod oka. Ez azért lehetséges, mert széles
korben megtalalhato, hiszen a mindennapi élet szdmos teriiletén ki vagyunk téve ennek az
anyagnak, gondoljunk csak a kozmetikai termékekre, ahol a termékek illatanyagdnak
létrehozasaért, lipofil tulajdonsagéért hasznaljak, de alkalmazzak még szdmos helyen, a
fertétlenitdszerektdl kezdve a napveédd krémek UV védelmét biztositandd kamfor adalékain
keresztiil a vallasos ceremoéniakig, de még az élelmiszerekben is. A kdmfor-toxikdzis
perceken beliil, legkésdbb 24-48 ora leforgésa alatt, akut modon alakul ki, manifesztacioja
pedig neuroldgiai, gasztrointesztinalis, légzdszervi, sziv- €s érrendszeri tiinetekben nyilvanul
meg. A per os felvett kamfor letalis dozisa felnéttek korében 50-500 mg/kg, gyerekeknél ez
70 mg/kg. 50 mg/kg felett neurologiai tiinetek jelentkezhetnek. Legsulyosabb esetben akar
agyvérzést, komat, 1égzési apnoét is okozhat. A legtobb lathaté tlinet akut mdédon jelentkezik

ugyan, de az elvaltozasok irreverzibilisek [23] [24].
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H3C CHz

H3C CHy

1. abra: Kamfor vegyiiletek molekularis szerkezete. Az abra A részén a 4-metilbenzilidén molekularis

szerkezete, a B részén a természetes kamfor molekularis szerkezete lathato.

A kémfor a természetben megtaldlhatd ndvényi olaj, egy rendkiviil lipofil ciklikus terpén.
Fellelhet6 a kozonséges kamforfa (Cinammomum camphora) kérgében, illetve nagyon sok
novényi aroma is kamfor eredetli, mint példaul zsalya (Salvia fruticosa, Salvia
lavandulifolia), cipruska noévény (Santolina insularis), irom (Artimisia annua) aroma

anyagai. A fentiek mellett a kdmfor szintetizalhato terpentinbdl.

A kamfor felhasznalasa egészen az Okori Kindig nytlik vissza, Eurépaban a kozépkortol
kezdve hasznaljdk egyre szélesedd korben. Jelenleg alkalmazzdk kohogéscsillapitok
hatéanyagaként, inhaldtorokban, antimikrobidlis, antivirdlis szerekben, illetve
fajdalomcsillapitokban, €s inszekticidekben is. Fontos rola tudni, hogy fizikai tulajdonségai,
az oldhatosaga lehetdvé teszi, hogy a bdrfelilleten kdnnyen penetraljon, igy sokszor
krémekben is felhasznaljak, mint segédanyagot [25]. Ez a hatdsa azonban bizonyos
testidegen anyagok szervezetbe jutdsat is megkoOnnyitheti, &m a boOrrél a szisztémas
keringésbe csak lassan jut el. Amennyiben bejut, széles korben elterjed a szervezeten beliil,

a vesékben, agyban, majban, a magzatban, még az amnion folyadékban is.

A kamfor toxikus tulajdonsagait a XIX. szazadban ismerték fel, majd 1983-ban, az FDA

(Food and Drug Administration) 11%-ra limitalta a kamfor eléfordulasanak maximumat az
egyes termékekben. Ezen szabalyozas ellenére is, a tiszta kdmfor tabletta (camphor cube) és
egyéb kamfor tartalma termékek, amelyeket Kina és India importdlnak, nagyrészt 20
szazaléknyit is tartalmazhatnak a tiltott anyagbol. Ezek a termékek javarészt illegalisan arult

cikkek a feketepiacon, megfazasra, bérapolasi termékként, fejfajasra, hasfajasra, terhesség
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soran, az aranyér enyhitésére kiils6leg alkalmazand6 krémekben, érdsszehtzo, hiisitd,
viszketést csokkentd hatasa miatt, de felhasznaljdk akar még spiritualis ritualék
segédleteként is. Ez vezetett ahhoz, hogy ilyen mértékben elterjedt a kamfor toxikozis a
vilagban, szamszerGsitve pedig: csak az USA-ban, 2011-ben az American Association of
Poison Control Centers Toxic Exposures Surveillance System altal rogzitett adatok alapjan

tobb, mint 10,000 kamfortoxikdzisos esetet regisztraltak.

A kamfor toxikus hatdsmechanizmusa egyelére nem teljesen ismert. A kamfornak
természetesen tobbféle formdja van a természetben, illetve eltérd szerkezetli vegyiiletei
hasznalatosak az iparban, ennek megfeleléen a kiilonb6z0 izomerek mas doézisban, mas
szervezetben, mas hatasokat produkalhatnak. Példdul az UV sziiréként hasznélatos
3benzilidén kamfor (3MBC) a halakban és emldsokon dsztrogénszerli hatassal bir, mig a
4metilbenzilidén (4MBC) kamfor féleg patkanyokban kot az 0sztrogénreceptorokhoz. Ezen
feliil a 3MBC specialis hatasa, hogy mig a vemhes allat sulyat csokkenti, ugy a sziiletés utani
tulélési ratat, illetve a csecsemOmirigy sulyat ndveli. Masrészt a reproduktiv szervek méretét,
sulyat himekben és ndstényekben egyarant befolyasolja [26]. Egyes tanulmanyok szerint a
kamfor nem kompetitiv nikotinos acetilkolin-receptor antagonista, igy csokkenti a
katekolamin szekréciot [27]. A kdmfor nem kompetitiv inhibitora az acetilkolin-észteraznak
is [28]. Emellett képes bekotni bizonyos dsztrogénreceptorokhoz, illetve gatolni tudja a
pajzsmirigyhormonok bioszintézisét is, igy szamos szervrendszeren ki tudja fejteni modositod
hatasat (2. abra). Lipofil tulajdonsaganak koszonhetden kdnnyen penetral a hamszoveten,
illetve membranokon keresztiil. Abszorpcidja a gasztrointesztinalis traktuson keresztiil,
bordn at, inhalacios uton, €s a nyalkahartydkon keresztiil is megtorténhet. Abszorpcid utan
oxidalodik és konjugélodik a majban, majd a vesével és kis mennyiségben a tiidon keresztiil
valasztodik ki. Per os uton bejuttatott kdmfor, magas koncentracidt érhet el a magzati
agyban, majban, vesében, és vérben, illetve az amnionfolyadékban. Mivel a magzatokban
hidnyzik a hidroxilacidohoz és a gliikkuronsavas konjugacidohoz sziikséges enzimrendszer,
gyakori a spontan vetélés a kumulacié miatt, &m teratogén hatdsa nem ismert. A halal oka

altalaban 1égzdrendszeri 6sszeomlas.
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2. abra: A kamfor szervezetkarosito hatasa. A MBC ERp, TRa és TRp receptorokra kifejtett gatlo hatasa

révén elsésorban az abrazolt szervek miikodését zavarja meg.

Latva a kamfor toxikozis eléfordulasanak gyakorisagat, és a méreg pusztitd hatasat, fontos
az ilyen irdnya kutatdsok végzése, tdmogatasa, hogy megértsiik a ma még ismeretlennek
tekinthetd hatasmechanizmusat. Felismerve a tiineteit, a toxikozis altal érintett szerveken
torténd hosszu tava hatasat, a szakemberek specifikus antidotumot fejleszthetnének ki ellene,
am egyel6re csupan tamogatd, nem specifikus terapidt ismeriink a kamformérgezés

kezelésére [29] [30].

Primer kisagyi sejtkutiura

Kisérleteink soran in vivo szérum-, antioxidans- és szteroidmentes primer kisagyi

sejtkultarat alkalmaztunk. Az alkalmazott sejtkulturdban a cerebellaris sejtek egy rétegben
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helyezdédnek el, illetve egymassal nem érintkeznek, igy az adott sejtet érd kiils6 hatdsok nem
terjedhetnek at a kornyezd sejtekre a parakrin kommunikécié segitségével. Igy a kisérlet
végén a sejtkulturaban vizsgalt sejtek mind az endokrin diszruptor modulalé hatasara
szolgaltak bizonyitékként, nem pedig a sejtek kozti kapcsolat szorossagara. Az in Vvivo
kisérleti modellre azért volt sziikséglink, mert csak az ¢l6 sejtek tudnak reagalni a
kornyezetiikben bedllo valtozasra, jelen esetben receptoraik expresszids szintjének
modulalasaval. A szérum-, antioxidans- és szteroidmentességre azért volt sziikség, mert ezek
az anyagok befolyasolhatjdk az agyban talalhato sejteket, igy torzithatjdk a kisérlet

végeredményét [31].
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Ceélkituzeések

A kamfor, mint ismert endokrin diszruptor hatdsu vegyiilet, a szervezetbe jutva képes
felboritani a neuroendorkin szabalyozasi mechanizmusokat, és ezzel befolyéasolni a kifejlett
emldsO6k hormonhaztartasat, illetve tonkreteheti az egyedfejlodés kényes mechanizmusainak

egyensulyat is.

Kisérletiink soran arra kerestiink valaszt, hogy a fejlddo kdzponti idegrendszer idegsejtjein -
amelyekhez kisagyi szemcsesejteket hasznaltunk modellként - talalhato ERB, TRa és TRB

receptorok expresszidjanak mértékére hatassal van-e a kamfor, mint endokrin diszruptor

vegyiilet.

Emellett megvizsgaltuk a kamfor hatasat a fiziologiasan eléfordulé hormonok jelenlétében,
¢s nélkiiliik is, igy lehetdségiink nyilt a kdmfor, ¢és az altala modositott endokrin rendszer

hormonjai kozti 6sszefiiggések vizsgalatara is.
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Anyag és modszer

Allatok

Korabbi eredményeink alapjan az allatok neme nem befolyasolta a kisérleteink eredményét,
igy egyarant hasznaltunk him és ndstény Sprague-Dawley patkany kolykoket (atlagos
testtomeg: 18-20g). A tenyészt6tdl vasarolt vemhes néstények (TOXI-COOP Zrt, Budapest,
Magyarorszag) az ellés el6tt minimum 4 nappal lettek az allathazunkban elhelyezve.

Innentdl az allatokat megfeleld laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, ad libitum tap
¢s ivoviz mellett egy 12 oras nappal, 12 o6rés sotét ciklusban. A kolykok sziiletését
posztnatalis nulladik napként (P0) jeloltiik. A sejtkultarat alkotd sejtek izoldlasa a hetedik
posztnatalis napon (P7) tortént meg. Az allatok haszndlatit a Szent Istvan Egyetem
Allatjoléti tanacsa, és a regionalis Allategészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosag

engedélyezte (regisztracios szam: XI1V-1-001/2201-4/2012) [32].

A sejtkultura létrehozdsa

A primer Kisagyi szemcsesejt-kultarat a mar publikalt metodika alapjan allitottuk el6. Az
allatok kisagyat gyors dekapitalast kovetden eltavolitottuk. Az agyszovetbdl izolalt sejteket
enzimatikus kezelés nélkiil szérum- és szteroidmentes kdrnyezetben inkubaltuk. A 7 napos
inkubalasi id6 letelte és a kezelések megtorténte utan a sejteket EDTA-s PBS oldat
segitségével, mechanikai Giton betakaritottuk. A sejtkultura gliatartalmanak ellendrzése GFP
(Glial Fibrillary Acidic Protein) segitségével tortént. A kiiiltetés részletes metodikdja, a
sejtkultirak glia tartalmédnak ellendrzése és a sejtek tipizalasa egy korabbi publikacionkban

olvashato [33] [17].

Kezelések

A gliamentes sejtkultarak eléallitasahoz 10 uM cytosine f-D-arabinofuranoside-ot (AraC;

Sigma Aldrich Ltd., Magyarorszag) hasznaltunk mintanként 24 6raval a kitiltetést kvetden.
Az AraC képes legatolni a nem neurondlis eredetii sejtek osztodasat (AraC + kisérleti
csoport). A gliat tartalmazo csoportok médiumaba nem keriilt AraC (AraC — kisérleti
csoport). A sejtkultarakat a kiiiltetést kovetd hetedik napon (P14) az alabbi endokrin
diszruptorokkal és/vagy hormonokkal kezeltiik (fiziologidsan eléforduld koncentracio, ill. a

kornyezeti szennyezés utan mérhetd koncentracio). 17p-estradiol (E2, 1.16x10° M, Sigma
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Aldrich Ltd., Magyarorszag, vizoldékony); 3,3°,5-triiodo-L-thyronine (T3, 0.92 nM, Sigma
Aldrich Ltd., Magyarorszag); L-thyroxine (T4, 65 nM, Sigma Aldrich Ltd., Magyarorszag);
4-methyl benzilidene camphor (MBC, 6.3X10® M, Sigma Aldrich Ltd., Magyarorszag).

Western blot technika

A sejtek betakaritasat kovetden a mintadkhoz, a gyartd protokolljat kdvetve lizis puffert
(MPER Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific) és protedz inhibitort
adtunk (HALT Protease and Phosphatase Inhibitor Coctail, Thermo Scientific), majd 5x5
bicinchoninsav fehérje proba (BCA; bicinchoninic acid protein assay kit; Thermo Scientific)
segitségével mértik meg. A Western blot analizis soran a mintakat 10%-0s poliakrilamid
gélben (Precise Tris-Glycine Gel, Thermo Scientific) futtattuk. A fehérjéket molekulastly
szerinti valasztottuk szét, majd megtortént a transzfer, melynek soran egy PVDF
(Immobilon-P, Millipore) membranra vandoroltattuk. A membran még megmaradt szabad
kotéhelyeit 5%-o0s, zsirmentes tejporral blokkoltuk egy oran keresztiil, majd az altalunk
vizsgalt receptor proteineket TBS-T (Tris-Buffered Saline with Tween) oldatban, a
megfeleld ellenanyagok (Primer ellenanyagok: Anti-estrogen receptor beta, Sigma Aldrich,
E-1276, higitas: 1:1000; Anti-thyroid hormone receptor alpha, Abnova, PAB11276, higitas:
1:1000; Anti-thyroid hormone receptor beta, Abnova, PAB11277, higitas: 1:1000.
Szekunder ellenanyagok: Peroxidase labeled goat anti-rabbit IgG, Vector Laboratories, Pl-
1000, higitas: 1:2000; Peroxidase labeled horse anti-mouse 1gG, Vector Laboratories,
P12000, higitas: 1:2000) segitségével jeloltik meg. A megjelolt fehérjesavokat
rontgenfilmen  tettik  lathatova,  kemilumineszcencia  (Western Lightning
Chemiluminescence C.N., PerkinElmer) segitségével, majd a kapott jeleket
denzitometridsan analizaltuk. Az egyes csoportokbol késziilt legalabb 3 mérés eredményét
atlagolva kaptuk meg az eredményeinket. Az optikai denzitasértékeket a nem kezelt kontroll

mintabol mért értékekhez viszonyitottuk.

Adatelemzés

A statisztikai analizisként hasznalt egyutas ANOVA-t Tukey-féle teszttel kiegészitve a ATE

Biomatematikai tanszék segitségével végeztik el. Az adatok elemzését az EXCEL
(Microsoft, Microsoft Co., Redmond, WA, USA) és a GraphPad Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA) program segitségével elemeztiik ki.
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Eredmények:

Western-blot moddszerrel vizsgéaltuk az ERB, TRa, TRB receptorok expresszidjanak
valtozasat a primer kisagyi sejtkultira sejtjein, 4-metilbenzilidén-kdmfor (MBC) hianyaban,

majd jelenlétében, illetve E2, T3 és T4 kiilonb6z6 kombinacidju eléforduldsakor.

ERJ receptorok expressziojanak valtozasa kezelések hatdasdra

ERp receptor expresszio
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3. abra: az ERpP receptorfehérjék expressziéja, hormon és kamfor kezelés hatasara. Az ERf
receptorfehérjék expresszidjat az oszlopok magassaga jeldli, kezeletlen, majd MBC kezelt, T3; T3 és MBC
kezelt, E2 és T3; E2, T3 és MBC kezelt, E2 és T4; E2, T4 és MBC kezelt sejtpopulacidkon. Az y tengelyen
abrazolt értékek a mért fehérje expressziojanak mértékét mutatjak a kontroll csoport expresszidjahoz képest.
Az oszlopok felett jelzett csillagok a jel6lt oszlopok kozti szignifikans kiilonbséget mutatjak (* p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001).

Az ERB receptorok expresszidja (3. abra) a kontroll csoporton (1 + 0,08) mérve atlagosan
656,58%-kal volt alacsonyabb, mint MBC-vel kezelt sejtek populacidjan (7,56 + 0,81). A
valtozas mértéke szignifikdns volt. A mért adatokbol arra kovetkeztettiink, hogy a
kontrollcsoport sejtjei érzékelik a kornyezetiikben beallo valtozasokat, és arra a receptoraik
expresszidjanak fokozasaval valaszolnak. Ugyanezen receptorok expresszids szintjét T3
hormon kezelés (0,81 + 0,03), és T3 + MBC kezelés (6,45 + 0,6) utan is megvizsgaltuk. A

receptor expresszids szintje 564,19%-kal volt kevesebb, amennyiben csupan T3 hormon
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kezelést kaptak a sejtek. Kamfor és T3 kezelés hatasara a receptor fehérjék kifejezddése
szignifikans novekedést mutatott, mind a T3-mal kezelt, mind az ntc ¢és az MBC
sejtpopulaciokhoz  viszonyitva. A T3-mal kezelt sejtek 18,75%-kal kevesebb
Osztrogénreceptor fehérjét fejeztek ki, mint az ntc populaciok. Megvizsgélva a sejtpopulaciot
T3 és E2 kezelés (1,18 + 0,15) utan, illetve T3, E2 és MBC hozzaadasat (5,81 £+ 0,85)
kovetéen azt az eredményt kaptuk, hogy a kamfor kezelés hatasara 462,89%-kal
megndvekedik az ERB expresszio. Emellett 37,25%-kal mértiink nagyobb ERf expressziot
az E2-vel is kezelt sejteken, mint a csupan T3-mal kezelteken. A T4-gyel, illetve E2-vel
kezelt populaciok (1,07 £ 0,22), MBC-s kezelés nélkiil 477,71%-kal kevesebb ERB-t
expresszaltak, mint a kamforos kezelés utan (5,84 + 0,79). Az E2 illetve T3 kezelt
sejtpopulaciok 11,75%-kal tobb ERB-t expresszaltak, mint az E2 ¢és T4 kezeltek.

TRa receptorok expressziojanak valtozdasa kezelések hatdasdra

TRa receptor expresszio
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4. abra: a TRo receptorfehérjék expresszidja, hormon és kamfor kezelés hatiasira. A TRa
receptorfehérjék expresszidjat az oszlopok magassaga jeldli, kezeletlen, majd MBC kezelt, T3; T3 és MBC
kezelt, E2 és T3; E2, T3 és MBC kezelt, E2 és T4; E2, T4 és MBC kezelt sejtpopulaciokon. Az y tengelyen
abrazolt értékek a mért fehérje expressziojanak mértékét mutatjak a kontroll csoport expresszidjahoz képest.
Az oszlopok felett jelzett csillagok a jeldlt oszlopok kozti szignifikans kiilonbséget mutatjak (* p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001).

A kontroll csoportban (I + 0,49) 286,46%-kal meértiink szignifikdnsan kisebb TRa
expressziot, (4. abra) mint az MBC kezelt csoportban (3,86 = 0,27). A csupan T3-mal kezelt
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csoportunk (1,57 £+ 0,98) 190,77%-kal fejezett ki receptorfehérjét a T3 mellett MBC-vel is
kezelt sejtpopulacional (3,48 + 0,42). A T3-mal kezelt csoportban 57,25%-kal mértiink
fokozottabb TR receptor expressziot, mint az ntc csoportokban. Az E2-vel, T3-mal és
MBC-vel kezelt sejteken (3,15 £+ 0,26) 134,67% volt magasabb a receptor expresszio, mint
az MBC nélkiili, csak E2-vel és T3-mal kezelt csoporton (1,8 + 0,95). A hozzaadott E2
kezelés a kordbbi T3-as kezeléshez képest 23%-kal eredményezett magasabb
receptorszamot. Végiil az E2-vel és T4-gyel kezelt sejtpopulaciok (1,76 + 0,98) 163,19%kal
kevesebb TRa receptort expresszaltak az MBC-vel, E2-vel, T4-gyel kezelt csoporthoz
viszonyitva (3,39 + 0,28).

TRp receptorok expresszidjanak valtozdasa kezelések hatdasdra

TRp receptor expresszio
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5. abra: a TRP receptorfehérjék expressziéja, hormon és kamfor kezelés hatasara. A TRp
receptorfehérjék expresszidjat az oszlopok magassaga jeldli, kezeletlen, majd MBC kezelt, T3; T3 és MBC
kezelt, E2 és T3; E2, T3 és MBC kezelt, E2 és T4; E2, T4 és MBC kezelt sejtpopulacidkon. Az y tengelyen
abrazolt értékek a mért fehérje expressziojanak mértékét mutatjak a kontroll csoport expresszidjahoz képest.
Az oszlopok felett jelzett csillagok a jelolt oszlopok kozti szignifikans kiilonbséget mutatjak (* p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001).

A TRB receptorok expresszioja (5. abra) kontroll csoportok (1 + 0,35) esetén 59,67%-kal
bizonyult kevesebbnek, mint MBC-vel kezelt csoportoknal (1,6 = 0,48). A T3-mal kezelt
csoportoknal (1,72 £ 0,35) 23,22%-kal tobb receptor expressziot detektaltunk, a T3 és MBC

kezelt csoportokhoz (1,49 =+ 0,31) képest. Emellett 72%-kal mutatott magasabb
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receptorszamot a T3-mal kezelt csoport az kontrollcsoporthoz viszonyitva. 23,72%-kal
mértiink magasabb TRB kifejezodést a T3-mal, E2-vel és MBC-vel kezelt csoportokon (1,81
+ 0,2), a hasonld, am MBC nélkiili sejtpopulacidhoz (1,57 + 0,42) képest. 14,75%-kal
bizonyult magasabbnak a T3 kezelt populacid, a T3 és E2 kezelt sejtcsoporthoz képest. A
T4-gyel, és E2-vel kezelt sejtpopulacioknal (1,39 + 0,41) 22,19%-kal mértiink kisebb
receptor expressziot, mint a T4-gyel, E2-vel és MBC-vel kezelt sejtek (1,61 +0,18) esetében.
18,75%-kal bizonyult magasabbnak az E2 mellett az aktiv pajzsmirigyhormonnal kezelt

sejtcsoportokban megjelend TRB receptorok szama, az E2 és T4 kezelt csoportokhoz képest.
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Megbeszélés

A sejtek az Oket érd kiilsé hatasokra tobbek kozott receptorfehérjéik expresszidjanak
valtoztatasaval tudnak reagalni. Eredményeink kimutattdk, hogy a MBC hatasara a sejtek
megnovelik mind a TRa, mind a TR receptorfehérje expresszidjukat. A receptorok
upregulacioja akkor kovetkezik be, amikor a sejt nem kap elegendd hormonhatast, tehat
folyamatosan alacsony a hormon szintje a vérben. Ezen tények ismeretében az eredményeink
alatamasztjak, hogy a kamfor képes a pajzsmirigyhormon hatdsat legatolni. A folyamat
hatdsmechanizmusa még nem ismert, lehetséges, hogy a kamfor befolyasolja a TRa és TR
atir6dasat is, mRNS szinten, vagy akar az mRNS atir6das elétt, esetleg a transzlacio elott,
de eléfordulhat, hogy egy szallitbenzimet befolydsolva gatolja a pajzsmirigyhormont. A
pajzsmirigyhormon hianya szamos, akar sulyos betegséget képes kialakitani, attol fliggéen,
hogy melyik korban, milyen mértékben jelentkezik. A pajzsmirigy-alulmiikodése
velesziiletett vagy fiatal korban kialakult, mixddémaval, szellemi visszamaradottsaggal,
hipogonadizmussal jaro, kreténizmusnak nevezett korképet alakit ki emberben ¢és allatban
egyarant. A kritikus iddszakban, a fejlodés korai szakaszaban alacsonyan maradé TH szint
vezethet egyarant a mielinhiively fejlédésének elmaradasahoz és a sejtmigracio hianyahoz.
Ezen események defektusa vezet a késobbi életben viselkedésbeli és teljesitménybeli
visszamaradottsdghoz. A hormon hidnya a kisagyban az idegsejtek ingerelhetOségét
csokkenti, ¢s az idegingeriilet jelatvivd anyagok transzportjat karositja, igy motorikus és
lokomotorikus funkciok leromlasat eredményezi. A pajzsmirigyhormonok sokszinii regulald
hatdsdra utal az is, hogy mig az aktiv pajzsmirigyhormon elsdsorban serkenti az
idegrendszeri fejlodést, addig a T4 nem genomikus uton gatolja az aktin polimerizaciot, és
az iodotironin dejodindz aktivitdsat, mely a pajzsmirigyhormonok aktivalasaért és
inaktivalasaért felelds enzim [34] [35]. Eredményeink kimutattdk, hogy az kamfor
ismeretlen hatasmechanizmussal, de befolyasolja mind a TRa, mind a TR receptorfehérjék
expresszidjanak meértékét. Méréseink alapjan a TRa receptorokon tobbszor alakitott ki
szignifikans valtozasokat a MBC, mint a TR receptorokon. E2-t és T3-at egyiitt adva a
MBC kezelt sejtekhez szintén szignifikdns valtozast indukalt, azonban az inaktiv
pajzsmirigyhormonnal E2-vel és MBC-vel kezelt sejtpopulacido esetében nem tortént
szignifikans valtozas. Eredményeink ¢és a felhasznalt irodalom arra engednek kovetkeztetni,
hogy az 6sztradiol €s a pajzsmirigyhormonok szabdlyoz6 mechanizmusai kozott interakcio

van. A két hormon befolyasolja egymas expresszidjat genomialis titon, a DNS TRE (Thyroid
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hormone response element) és az ERE (estrogen response element) régiokon keresztiil [36].
A hormonokkal és kamforral is kezelt sejtek megnovekedett receptorfehérje expresszidja
visszavezethetd a fentiek soran emlitett sejtkommunikéciora. Ezen hatasok az érzékenyebb
fejlodo sejteken még markansabban megjelennek. Elegendd dozisban felvett kamfor tehat

eldidézhet pajzsmirigy-alulmikodést.

A nem velesziiletetten kialakuld pajzsmirigy-alulmiikodés szintén jellegzetes tlinetekben
nyilvanul meg. Manapsadg egyre gyakrabban autoimmun eredetre vezetik vissza a
pajzsmirigy limfocitas gyulladasait. Ilyen kérkép a mirigy megnagyobbodasaval jaro

Hashimoto-tireoiditisz, illetve a pajzsmirigy sorvadasaval jelentkezé Ord-tireoiditisz [37].
Egy felmérés szerint az eurdpai lakossagnak 1-2%-at ez a forma érint, 6-8%-aban latens a
megbetegedés [38]. Jelenleg e korformak ma még gydgyithatatlanok, csupan L-thyroxinnal,
szintetikus pajzsmirigyhormonnal kezelhetéek. Ez a leggyakoribb formaja a hipotiredzisnak,
¢s ugyan kialakuldsa autoimmun eredetii, mégis, amennyiben egy ilyen korképben szenvedd
szervezet MBC-vel érintkezik, feltételezhetéen stlyosbitja a tlineteit, de mindenképpen
befolyasolhatja. Emellett el6fordulhat egyéb oku hipotiredzis is, melyet az ED-K
sulyosbithatnak, mint pl. az endémiésan jelentkezd, jod- illetve szelénhidanyos forma. A
hiany oka lehet centralis, a hipotalamusz, vagy a hipofizis TRH, illetve TSH hormonjainak
termelés defektjének kovetkeztében, de periféridsan, a pajzsmirigy karosodasa is vezethet
alulmiikodéshez. Ezen centrdlis ¢és periférids formak, tekintve, hogy a MBC
hatasmechanizmusa ismeretlen, feltételezhetoen kialakulhatnak kamfor toxikoézis hatasara.
Ismeretes, hogy a szérum TSH, T3 és T4 szintjeit a 12 hétig kezelt, ovariektomizalt ndstény
patkanyokban a MBC megvaltoztatta. Nem gatolja a tiroid-peroxiddz enzim miikodését,
viszont a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengelyt modositja [6] [39]. Emellett a kamfor
csokkenti a szérum T4-szintet, mely kovetkezményeképp ndé a TSH szint, tehat gatolja a

pajzsmirigyhormont [40] [41].

A kisagy fejlodésének egyik legfontosabb kritériuma az, hogy a kisagyi szemcsesejtek
képesek legyenek vandorolni a germinativ, elsddleges zonabol, a mélyebb sejtrétegek fele
(a cerebellumban un. ,,outside-in” vandorlds megy végbe), a Purkinje sejtek ald, a Bergmann-
gliasejtek mentén. Amennyiben ez nem torténik meg, a sejtek szaporodoképessége
megmarad, ez pedig akar medulloblasztoma kialakulasahoz is vezethet.

Ez hatarozza meg a cerebellaris fejlodés sziiletés utani elsé iddszakat. Ezt a migraciot tobb

tényezd befolyésolja, tobbek kozott a pajzsmirigyhormonok is. A pajzsmirigyhormonok
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képesek az asztrocitakat EGF (epithelial growth factor) termelésre birni, mely
kulcsfontossagi novekedési faktor az idegsejtek proliferacioja és atszervezodése soran in
vitro koriilmények kozott. Az asztrocita és a pajzsmirigyhormon k6zotti kommunikaciot
lehetévé tevo bisz-tirfoszfin legatlasa révén az idegsejt migracidé nem zajlik le [42] [43]. A
kisagyi neuronok ¢€s neuritjaik fejloédéséhez optimalis kornyezet sziikséges, mely megfeleld
mennyiségli és mindségl, asztrocitak altal termelt laminin és fibronektin molekuldkat kell,
hogy tartalmazzon. Azonban pajzsmirigy-alulmiikodés esetén — ami megtorténhet a kamfor
hatasara, a TH receptorok egyensulyanak felborulasa kovetkeztében — az asztrocitak ezen
funkcioja karosodik és ekkor a laminin és fibronektin szint alacsony a sejtek kornyezetében,
ami kovetkezményes neuron és neurit fejlodés elmaradasdhoz és a kisagyi sejtek tulélési

es¢lyének csokkenéséhez vezet [44]

A hipotiredzis, barmilyen oku is legyen, jellegzetes tiinetekben nyilvanul meg, melyek a
kovetkezdek: alacsony testhdmérséklet, gyakori hidegérzet, embereknél depresszio,
panikrohamok, faradtsag, izomgyengeség, akar gorcsok, tovabba torékeny szaruképletek,
elhizas, emésztési zavarok, mint a bél renyhesége, a mixddéma. Amennyiben a pajzsmirigy
lathaté modon is megnagyobbodik, a mirigy nyomhatja a mellette levé 1égcsovet, mely
emberben fojtogatasérzéshez, krakogashoz, kohécseléshez vezethet. Allatoknal, az emberi
manifesztacio analogjara, a legjellegzetesebb tiinet az elhizas, a bor elvékonyodasa, szérzet
ritkulasa, vemhesiilési zavarok, el6fordul szimmetrikus szoérhullas, elbutulas, lelassult
kognitiv funkcié. Emellett a nem kompenzalt hipotiredzis a sziv kontraktilitas

csokkenéséhez és az autonom idegrendszer miikodési zavardhoz vezet [45] [46].

Kisérleteink eredményébdl latszik, hogy a MBC hatdsiara az ERP receptorfehérje
expresszidja modosult. A  MBC az endometridlis Ishikawa-sejtek alkalikus
foszfatazaktivitdsanak indukaloja. Az endometrium sejtjein az dsztrogénszerli aktivitdsnak
ez az egyik markere, a kdmfor 6sztrogénszerl hatassal bir [47]. A MBC ezen endometrialis
sejtek transzaktivaciojat serkenti, els6sorban ER receptor-medialta uton, kis mennyiségben
az

ERa receptoron keresztiil. Emellett a MBC hatékony ERa és ERP antagonistanak is
bizonyult [48] [49]. Noha ezen hatésait csak nagy dozisban fejti ki, és szamos endokrin
diszruptor osztrogenikus potencialja nagyobb, mint a MBC-é, mégis szamitasba kell
venniink [48]. A valtozas jellemzden kiugrd volt az dsszes, mas anyagokat is kapott, MBC

kezelt sejtcsoporton, a MBC kezeletlen sejtpopulaciohoz képest. A valtozas szignifikancidja
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az Osztrogénreceptorok esetében minden MBC-vel is kezelt sejtcsoportndl jelentds volt, a
MBC-vel nem kezelt csoportokhoz képest. A csupan MBC-vel kezelt csoporthoz képest, a

T3-mal, T3+E2-vel és a T4+E2-vel is kezelt csoportok szintén szignifikansan valtoztak.

Ahogy a pajzsmirigyhormon-receptorok esetében, itt is jelentdségteljes az E2 és T3, illetve
T4 hormonok interakcidja [50]. A kontrollcsoport €s a csupan T3-mal kezelt csoport kozott
pedig felfedezhetiink szignifikansan novekvd értéket a kontrollcsoport javara. Tehat a
receptorfehérje expresszid alacsonyabb, ha T3-mal kezeljiik a sejteket, mintha nem kezeljiik
semmivel. Az ER receptorfehérjét tartalmazo sejtpopulacion detektalhatod valtozéasok, azt a
kovetkeztetést engedik levonni, hogy a sejtek, endogén aton bejuttatott endokrin diszruptor
hatasara, receptorfehérje expresszid fokozasaval reagalnak. Irodalmi adatok alapjan a
kamfor az ER[ receptor antagonistija, enyhe Osztrogénszeri hatast képes a receptoron
kifejteni. Be tud kotni az Osztrogénreceptorok Osztrogénkotd helyeire, és igy a
hormonreceptor komplex a DNS promoter génjében taldlhatd ERE régioba beépiilhet, igy
regulalva bizonyos gének expresszidjat [S1]. A kamfor hatdssal van az 6sztrusz ciklusra
patkanyban, szabalytalan ciklusokat alakit ki, a receptorfehérje kodold6 mRNS szintjének
modositasaval, és mivel az emberi anyatejben is kimutattak jelenlétét, ilyen tuton is
befolyassal lehet az emberi szervezetre [52]. Mindezek mellett him patkdnyokban csokkenti
a prosztata, illetve herék méreteit, eltolja a pubertast, mivel az 6sztrogénreceptorok mellett

androgén receptorokra is hatassal van [53].

Az Osztrogén hidnya, vagy ez esetben akadalyozott hatdsa a pajzsmirigyhormon hianyhoz
hasonldéan szamos korképet ki tud alakitani. A ndéi nemihormon hidnya emberekben
természetes koriilmények kozott leggyakrabban a nd életének posztmenopauzalis
szakaszaban (12 havi elmaradt menstruacio, vagy a magas FSH szint jelzi) kovetkezik be
[54][55]. Bekovetkezhet még POF korkép folytan is (Premature ovarian failure) [56]. Ebben
az esetben a petesejtek hianyoznak, vagy nem mitkodnek megfelelden, fejletlenségiikbol
kifolyolag, igy nem termelnek Osztradiolt sem. Hipodsztrogénizmus eldfordulhat még
amenorrhea esetén, ami az — életének reproduktiv szakaszaban levd — nem terhes nd
menstruacios ciklusanak elmaradasa. Hiperprolaktinémidban szenvedd ndk esetében a
hipotalamusz-hipofizis tengelyen keresztiil gatolja le a ndi nemi hormon termelédését [57].
Az ok sokféle lehet, de az esetek tobbségében az el6idézd az, hogy a petesejtek érése,

miikédése renyhtl, leall, igy az Osztradiol termelésiik is megsziinik. Amennyiben
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természetes modon kialakult hipodsztrogénizmusban szenvedd szervezet ED-kel, MBC-vel

¢érintkezik, a korkép még latvanyosabban manifesztalédhat, még stilyosabb lehet.

Kisérletiink soran az ER receptorok szignifikansan up-regulalodtak MBC hatasara. Ez arra
utal, hogy a sejt ERP receptorai MBC adas utan nem ¢érintkeznek elegendd Osztradiollal,
nincs elég ndi nemi hormon a kdrnyezetiikben, ezért tobb receptorfehérjét expresszalnak. A
MBC elsdsorban az ERB receptoron keresztiil fejti ki antagonista hatésat, ez az oka annak,
hogy kisérletiinkben csupan ezen Osztrogénreceptor-fehérje expresszidinak valtozasat
vizsgaltuk. Ezen, mRNS expresszid modulalasa révén létrejott valtozasok az agyban,
méhben és a prosztataban alakulnak ki [52] [53]. A MBC hatassal van a lipid és zsir
homeosztazisra is. Ezek lehetnek 0sztrogénnel agonista hatdsok, mint a zsir raktarak és a
szérum leptin szint csokkentése. Lehet antagonista hatésa is, pl. a szérum LH-szintre, melyet
az Osztrogén csokkent, a kdmfor novel. Ebbdl kifolydlag logikus lenne, hogy a MBC
befolyasolja a szexualis viselkedést, am ennek bizonyitasdhoz tovabbi kisérletek
sziikségesek, ellentmondésos, nem egyértelmi kutatasi Bedmények miatt [S8] [59]. Emellett
a szérum triglicerid szintet is csupan a MBC redukalta, mig a szérumkoleszterint, az LDL-t,
a HDL-t az E2 csokkentette, mig a MBC nem volt ra hatassal. Azonban, ha az E2 hatdsat a
MBC legatolja, a hormon nem tudja kifejteni hatasat, nem fogja tudni csokkenteni a
szérumkoleszterint és az LDL-t, ami noveli pl. az agyvérzés és a szivinfarktus rizikgjat. 12
hetes patkanyokban végzett in vivo kisérletben kimutattak, hogy a MBC nemcsak az ERa és
ERB mRNS expressziojat gatolja milkodésében, hanem a progeszteron, androgén,

preproenkefalin és IGF-I receptorokét is. [60] [61].

A hipoosztrogénizmus, mely a fent emlitett eredményeink alapjan kamfor hatdsara
jelentkezhet, vagy sulyosbodhat MBC hatasara, jellegzetes tiinetekben nyilvanul meg, mely
szamos szervrendszert érint. A hiively veszit a falanak vastagsagabol, lubrikaltsagabol [62],
a méh fala atrofizal, a vagina pH-ja megvaltozik, ami gyakran vezet UTI (urinary tract
infections — hugyuti fertézések) kialakulasahoz [63]. Emellett jellegzetes még a
csontrendszer atrofidja, csontritkuldsra vald hajlam megjelenése. A csont lecsokkent
denzitasa gyakran vezet a csigolyak kompresszids toréséhez. A csontok elgorbiilnek, a hat
meghajlik. Emellett vazomotoros jelenségek, héhullamok is markansak lehetnek ekkor.
Egyéb, szintén a koztiagy funkcidjanak zavarabol adodoé tiinetek alakulhatnak ki, melyek
koziil az alvaszavar, depressziora valo hajlam jellegzetesek. Allatoknal napjainkban

leggyakrabban ivartalanitas utan talalkozunk a hipodsztrogénizmus tiineteivel, melyet, mint
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emberek esetében, a kamfor sulyosbithat. Hasonld6 moddon, itt is jellegzetes tiinetekkel
szamolhatunk. Ezek a szimmetrikus szorhullas, az elhizas, lelassult reakcididd, az

alapanyagcsere renyhiilése.

A hipoosztrogénizmus kezelésére gyakran alkalmaznak SERM (selective estrogen receptor
modulators) hatasu szereket, pl. Raloxifent, posztmenopauzalis csontritkulas esetén. Ez a
gyogyszer képes szelektiven Osztrogénszerli hatdst kialakitani a csontsejteken, ¢és

antiosztrogénszerl hatast kifejteni a méhben. [64] [65]

Az Osztrogénnek és a pajzsmirigyhormonoknak kulcsszerepe van az agy fejlédésében is, az
interneuralis migracioban, gondoljunk csak a fiatalkori pajzsmirigy-alulmikodés miatt
manifesztal6do kreténizmusra. Az ERB cerebellaris kiiktatasaval (BERKO) szamos fejlédési
rendellenességet detektalhatunk, melyek a kisagy neuronjainak nem megfeleld
sejtszerkezetébdl adodnak. Vannak esetek, mikor ezek a rendellenességek csak késdbb
jelentkeznek az élet soran, ahogy az Alzheimer-kort és Parkinson-kort is Osszefiiggésbe
hoztak az ERP receptorok hibas miikddésével. Az dsztradiol hatasanak csokkentése mellett
a MBC azonban képes lehet felboritani az Osztrogénreceptorok egyensulyat is. A
megemelkedett 6sztrogén szint, amit a kdmfor okozta receptorok egyensulyanak felboruldsa
alakithat ki, képes sejtmigraciot indukalni primitiv kiilsé csirahdmsejt eredetli tumorban.
[13]. Mindemellett a kdmfornak nincsen bizonyitott hatdsa a tobbi 6sztrogéntipusra, az Elre,

E3-ra, E4-re nézve.

Kisérleteink eredményeképpen latszik, hogy a kdmfor felboritja a hormonok egyenstlyat,
beleszolhat bioszintézisiikbe, hasznosuldsukba, igy szdmos megbetegedés és hianytiinet
okozdja lehet. Erdemes lenne e veszélyes endokrin diszruptorral a jovében foglalkozni,
kutatni hatasait, kiismerni pontosabban a hatdsmechanizmusat, hogy specifikus védekezést

lehessen kifejleszteni ellene, igy megakadalyozva a kamfor toxikozist.

Osszefoglalas

A 4-metilbenzilidén-kdmfor (MBC) egy terpénvazas molekula, melyet szdmos novényfaj
termel, mint példaul egyes, Azsidban fellelhetd 6rokzold ndvények, a rozmaring, és néhany,
a babérfélék csaladjaba tartoz6 fa. A kémfor egy széles korben hasznalt vegyiilet,

felhasznalja tobbek kozott a kozmetikai ipar, a gyogyszeripar, de tartositoszernek is
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alkalmazzéak. Endokrin diszruptorként is képes viselkedni, eszerint egy olyan kdrnyezeti
anyagként, amely képes a neuroendokrin rendszert befolyasolni, elsésorban a
pajzsmirigyhormon ¢és az Osztrogén jelatviteli Utjain keresztlil hatva. A neuroendokrin
rendszer, a hormonok el6allitdsa Utjan, a homeosztazis lassi, am tartés regulatora. A
pajzsmirigyhormonok ¢és az 0sztrogének ezen rendszer 1ényegi szabalyozoi, €s receptoraik
(tiroid receptorok; TR-ek, 0sztrogénreceptorok; ER-ek) az endokrin diszruptorok legfobb
célpontjai. Kisérletiink soran az MBC hatasat vizsgaltuk az ERB, TRa ¢és TRRB
receptorfehérjék expresszidin, szteroidmentes, primer kisagyi sejtkulturan, a kdzponti
idegrendszer fejlodéséhez éaltalanosan elfogadott modellen. Eredményeink kimutattak, hogy
az endokrin diszruptorok szignifikdnsan modositottak a receptorfehérje expressziot a kisagyi
sejteken, az 0sztrogének és pajzsmirigyhormonok jelenlététdl fiiggéen. Ezen megfigyelések

vezettek minket arra a kdvetkeztetésre, hogy az MBC befolyasolhatja az idegsejtek

crer

Abstract

4-methylbenzilidene-camphor (MBC) is a terpenoid molecule, produced by different plant
species in Asia, such like evergreen trees, rosemary, and some trees in the laurel family. The
substance is widely used by the cosmetics industry, the medical industry, and as a
preservative. It can act as an endocrine disruptor, an environmental substance which can
interfere with the mammalian neuroendocrine system, mainly by influencing the thyroid, and
estrogen hormone signaling pathways.

The neuroendocrine system, with the production of the endocrine hormones, can control the
physiology of the organism as a slow but persistent regulator of the homeostasis. The thyroid
and estrogen hormones are core regulators in the aforementioned system, and their receptors
(thyriod receptors; TRs and estrogen receptors; ERs) are main targets of endocrine
disruption.

In our experiment we examined the effect of MBC on the expression of ERB, TRa and TR
receptors, in a steroid free primer cerebellar cell culture, a generally accepted universal
model for the neuronal development of the central nervous system.

Our results show that the ED can significally alter the expression of the receptors on the
cerebellar cells, and the level of expression depend on the individual, as well as combined
presence of E2 and THs. These observations suggest that MBC may influence the
physiology of the nerve cells, and can alter the cerebellar development.
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