ALLATORVOSTUDOMANYI EGYETEM
ELETTANI ES BIOKEMIAI TANSZEK

ARZEN, BISZFENOL-A ES ZEARALENON ERa ES ERB
TRANSZKRIPCIORA KIFEJTETT ONALLO HATASAINAK
OSSZEHASONLITASA EGER ES PATKANY MODELLEN

Szerzo: Németh Kata

Témavezetd: Dr. Jocsak Gergely

Tudoményos Munkatars, Elettani és Biokémiai Tanszék

Budapest, 2020



Tartalomjegyzék

1. ROVIAIESEK JEZYZEKE. ... ecviiiiiiiiiitieiiie e 4
2 BRVEZEES ..ottt e e e b b e h e e b e ane e naes )
3. Szakirodalmi AtEEKINEES .......covieiiiiiiieiie ettt ee e 7
3.1 ENAOKIIN DISZIUPLOTOK ...t 7
3.2. Az 6sztrogének €s az GSZIrogen reCePLOTOK ... ..civvviiiiiiiiiiieiiiie i 8
B30 ATZEN ot e R e e n e neearee s 11
3.3.1. Az arzén, mint endokrin diSZIUPLOT ......cvieiiiviiiiiiiiiiiie i 11
3.3.2. Az arzén metaboliZMUSA ........ooviiiiiiiieic e 12
3.3.3. Az arzén hatasmechaniZmusa ...........ccocviiiiiiiiiiiese e 12
3.3.4. AZ arz€n @ SZEIVEZELDEM .....cueiiiiiiiii et 12

B4, BISZIENOI-A ... 13
3.4.1. A biszfenol-A, mint endoKrin diSZIrUPtOr ..........cocevveieiiiriiee e 13
3.4.2. A biszfenol-A metabolizmusa ¢s hatasmechanizmusa ............c.ccevevererieenieerenieenennn 15
3.4.3. A biSzfenol-A @ SZEIVEZEIDEN ..o 15

3.5, ZBATCIBNON ... 16
3.5.1. A zearalenon, mint endokrin diSZIUPLOL.........cccevveiveieiiieie e 16
3.5.2. A zearalenon metaboliZMUSA ...........ccceiviiiiieiiiree e 17
3.5.3. A zearalanon a SZervezZetheN ...........cociiiiiiiee e 18

A, CEIKITIZESEK ...ttt ettt e b e b b e et e nr e e nneeannis 21
5. ANYAG €S MOUSZET ....eouviiiiiiiiiii i 22
5.1 ATIALOK 1o 22
5.2. Reagensek €5 anyagok .......occciiiiiiiiiiiiiiiie s 22
5.3. Sejtkultlrak elOAITtASA ......oovviiiiiiiei e 22
54 K@ZRIESEK ... e 23
5.5. Reverz-transzkripcio €s kvantitativ-RT-PCR ...........ccccoiiiiiiiiie 23



5.6. AdatelemzEs, STatiSZIIKA.........cccivrriiiiie i e e s a e e 24

6. EredmENYEK.......ooviiiiiiiiiiic e 25
6.1. ERo mRNS expresszid valtozasa a kezelések hatdsara............cccooeeiiiiiiiniininiieennns 25
6.2.ERB mRNS expresszid valtozasa a kezelések hatdsara...........cocoeveiiiiiiiiniiiiii e 27

7. MegbeszEl€s, KOVEtK@ZIEtESEK ........viiiiiiiiiiii i 29

8. OSSZEFOZIALO ......voveveveiviiecteteee ettt bttt 34

0. SUMMEIY .t b bt bR e bbbt been e 35

10. TrodalomJEEYZEK .......eivviiiiiieie e 36

11. Kdszonetnyilvanitas €s egyéb nyilatkozatoK...........cooviiiiiiiiiiiiiic e 43



1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

Az endokrin diszruptor (ED) elnevezés egy gyljtéfogalom, mely magaba foglalja
mindazon anyagokat, amelyek bizonyos dozisban az allati vagy emberi szervezetbe kertilve,
kémiai szerkezetiiknek koszonhetéen az endokrin rendszer receptorainak agonistajaként vagy
antagonistajaként befolyasoljak a hormonalis miikodést.

A vilagon szamos nemzetkozi szervezet (EFSA, UNEP, WHO) kozegészségiigyi

veszélyként ismeri el az endokrin diszruptorokat. Az utobbi évtizedekben tobb mint 100 000 1j
vegyi anyagot vezettek be emberi felhasznalasra, valamint az emberek koérnyezetébe, amelyek
jelentds része endokrin diszruptorként van nyilvantartva (vagy var nyilvantartasra).
Az ED-okkal kapcsolatos aggodalmak elsdsorban bizonyos vadon é16 allatokban, halakban és
okoszisztémakban megfigyelt karos hatasoknak, egyes endokrin eredetli emberi betegségek
fokozott eléforduldsanak €s a laboratoriumi kisérleti allatoknal megfigyelt bizonyos kdrnyezeti
vegyi anyagoknak vald kitettség kovetkeztében bekovetkezé endokrin rendellenességeknek
tudhatoak be. Ezek az aggodalmak szamos nemzeti kormanyt, nemzetkdzi szervezetet,
tudomanyos tarsasagot, a vegyipart ¢s kozérdekli csoportokat 6sztondztek kutatdsi programok
létrehozasara, konferenciak és workshopok szervezésére, valamint szakértdi csoportok és
bizottsagok létrehozasara az ED-okkal kapcsolatos kérdések kezelésére és értékelésére.

Az ED-ok szinte mindenhol megtalalhatoak. Az éallati €s az emberi Szervezet
folyamatosan t6bb, kiillonboz6 forrasbol szarmazoé ED hatasanak van kitéve. Ugyanakkor az
ED-k a fiziologias hormonokénal 1ényegesen kisebb dozisban is képesek megzavarni az
endokrin rendszer miikodését, azonban a fiziologiasnal szamottevéen nagyobb dozisban is
bekeriilhetnek a szervezetbe. Ha az él61ény neuroendokrin szabalyozasa az ED-k altal zavart
szenved, az egyedszinten sulyos fejlddéstani, €s élettani elvaltozasokat is okoz. A felszivodott
vegylilet a szervezet legkiilonb6zObb pontjait karosithatja. Az ED-ok hatdssal vannak az
immunrendszerre, a vese- és majmiikodésre, a szervezet homeosztazisara, a fejlédésre és a
kozponti idegrendszerre egyarant. Az éllatok szaporitdé szervrendszereinek karositasa
kovetkeztében allattenyésztési problémakat, €s igy jelentds - a gazdasdgra nézve karos - hatast
is képesek ezek az anyagok eldidézni.

A ragcsalok évek ota a legelterjedtebb modellek az orvosbioldgiai kutatasban.
Figyelemre mélt6 elmozdulas tortént az elmult két és fél évtizedben, az egerek a patkanyokhoz
képest egyre nagyobb szerepet kaptak az allatkisérletek soran. Ebb6l adodoan egyre fontosabb

figyelembe venni a patkanyok és egerek kozotti fiziologiai, anatomiai, biokémiai és



farmakologiai vonatkozasu kiilonbségeket, hogy a megfeleld6 modellrendszert tudjuk
kivalasztani egy adott biologiai kérdéshez.

Jelen dolgozatban harom ismert endokrin diszruptor, az arzén, a biszfenol-A és a
zearalenon hatésait vizsgaltuk az 6sztrogén receptorok kifejezodésére patkany és egér kozponti
idegrendszeri sejkultirdkban kiilonb6z0 molekularis-bioldgiai méddszerek segitségével. Az
arzén (As) egy a talaj- és ivovizekben el6forduldé metalloid vegyiilet, a biszfenol-A (BPA)
mianyagok ipari eléallitasa soran keletkezik, mint melléktermék, a zearalenon (ZEA) egy az
allati takarmany gombafertézése kovetkeztében termel6dé mikotoxin. Ezen anyagok kémiai
szerkezetiiknek koszonhetden képesek kotddni az Osztrogén receptorokhoz, ezaltal hatast
gyakorolnak a neuroendokrin rendszerre.

A kutatas soran az alabbi kérdésre kerestiik a valaszt: a vizsgalt ED-k hatésa eltérhet-e
nagysagrendben, illetve a hatas iranyaban (gatlo- valamint stimulalé hatas) a két vizsgalt

allatmodellben.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1. Endokrin diszruptorok

Az endokrin rendszert karosito vegyiileteket az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi
Ugynoksége (EPA) igy hatdrozta meg: "olyan szerek, amely zavarjak a szervezetben 1évé
¢s amelyek felelések a homeosztazis fenntartasaért, a szaporodasért, a fejlodésért és/vagy a
viselkedésért. Leegyszeriisitve ez azt jelenti, hogy az endokrin diszruptorok (ED-K) olyan vegyi
anyagok vagy vegyi keverékek, amelyek zavarjak a normalis hormonfunkciét (Kabir et al.,
2015).

Ezek az exogén anyagok megvaltoztatjdk a hormonadlis egyensulyt azaltal, hogy

beavatkoznak az élettani visszacsatolasi mechanizmusokba, és/vagy megzavarjak a specifikus
sejtszignalokat. Az ED-0k molekularis szerkezete hasonld lehet barmelyik endogén
hormonhoz, igy - mint a leggyakoribb hatasmechanizmus - az anyagok kotédnek az adott
hormonreceptorhoz, agonista vagy antagonista hormonhatast valthatnak ki, vagy blokkolhatjak
azok hatasat. Ezen receptorok révén az ED-k befolyasolhatjdk a kozponti idegrendszer
miitkodését, kozvetleniil az endokrin mirigyeket és/vagy az effektor sejtek szabalyozo
kozpontjainak miikodését (Jocsak et al., 2019).
Az endokrin rendszert karositd anyagok szarmazhatnak természetes allati, emberi vagy ndvényi
(fitodsztrogén) forrasokbol is; azonban a nemzetkdzi aggodalmak tobbnyire a szintetikus vegyi
anyagokra 6sszpontositanak (Casals-Casas & Desvergne, 2011). Mindennapi életiik soran mind
az emberek, mind az allatok egyszerre vannak kitéve szamos ED-nak (Zsarnovszky et al.,
2007).

Az ED-k kiilonféle utakon juthatnak be az emberi szervezetbe, példaul szennyezett
élelmiszer vagy ivoviz elfogyasztasaval, kontaminalt levegd belégzésével, intravénas uton vagy
a boron at is felszivodhatnak. A csecsemdk szervezetébe a placentan keresztiil, szoptatassal és
a tidon keresztiil juthat be (Kabir et al., 2015). A legtobb ED lipofil, ezért at tudnak jutni a
sejtmembranokon és a sejten beliil az intracellularis receptorokhoz kétddhetnek. Egyetlen ED
kotédhet egy vagy akar tobb hormon receptorhoz is, és agonistaként vagy antagonistaként
mitkodhet. Az ED-k - hasonldéan sok endogén hormonhoz - szabad vegyi anyagként is
tovabbjuthatnak a keringési rendszerben, ezaltal az ED-k viszonylag magas bioldogiai
hozzaférhet6séggel rendelkeznek (Gore et al., 2019).

Az ED-expozicid a célszervezet fejlodési stadiumatol fiiggéen  sulyos

kovetkezményekhez vezethet. Az egész életen at tartdé szovodmeények (modifikacios hatasok)



prenatalisan, az expozici6 soran alakulnak ki, majd késébb sulyos fejlédési
rendellenességekben nyilvanulnak meg. A posztnatalis beépiilés foként az élettani funkciok
reverzibilis, kéros elvaltozasahoz vezet (aktivacids hatasok) (Jocsak et al., 2019).

Az ED-k nemcsak a neuroendokrin szervek funkcioit és a kozponti idegrendszer
bizonyos folyamatait karosithatjak, hanem a test kozponti szabalyozasanak megvaltoztatasaval
amaj és a vese homeosztazisat, illetve funkcioit is karositjak a méregtelenités soran (Diamanti-
Kandarakis et al., 2009; Kabir et al., 2015; Gore et al., 2019; Sabir et al., 2019). Az ED-k
befolyésoljak az immunvalasz mindségét azaltal, hogy hatast gyakorolnak a T-sejtek szamara,

crer

szamos anyagcsere-betegség megnyilvanulasahoz is. Ezenkiviil az ED-k erdteljesen
okoznak az allatallomany termelékenységének csokkentése révén, nem is beszélve a lehetséges

human vonatkozasokrol (Jocsak et al., 2019).

3.2. Az osztrogének és az 6sztrogén receptorok

A szervezetben megtalalhatd Osztrogének szteroidhormonok, amelyek kozil a
legnagyobb mennyiségben a 178-6sztradiol (E2) termelédik (Kuhl, 2005). Az E2 két
metabolitja, az Osztron (E1) és az Osztriol (E3), bar nagy affinitast ligandumok, sokkal
gyengébb agonistaként hatnak az 6sztrogén receptorokon (Heldring et al., 2007).

Az 0Osztrogének fontos szerepet tOltenek be a szervezet Szinte Gsszes szovetének
fejlddésében és szabalyozasaban. Ha a szabalyozd hormonok egyenstlya megzavarodik
(endogén vagy exogén tényezOk hatdsira), az eredmény sulyos anatomiai €s fizioldgiai
valtozasokhoz vezethet. Az Gsztrogén-szabalyozas zavara kiilonféle tumorok kialakulasahoz
vezethet, foleg az elsddleges és a masodlagos nemi szervekben, pl. az emldben, a petefészekben
¢s a prosztataban. A hiperdsztrogenizmus szamos korfolyamattal all 6sszefiiggésben, példaul a
tromboembolia, a szivinfarktus és a stroke fokozott kockazataval (Deroo & Korach, 2006). Az
Osztrogén-elégtelenség hatassal van a kozponti idegrendszerre is.

Az Osztrogének fontos szerepet jatszanak ndéi nemi hormonként a reproduktiv
folyamatok fenntartasaban (Saito & Cui, 2018). Emellett hatast gyakorolnak a sziv- és
érrendszerre, az izom- és csontanyagcserére, az immunrendszerre (Heldring et al., 2007), a
lipid- és szénhidrat metabolizmusra és az elektrolit egyensulyra egyarant (Vrtacnik et al., 2014).
Az agyban az 6sztrogének nemcsak a hipotalamusz és az agyalapi mirigy szintjén vesznek részt

a neuroendokrin feedback-mechanizmus szabalyozasaban, hanem befolyasoljak motoros és



kognitiv funkciok szabalyozasat is. Ujabban kideriilt, hogy az 6sztrogén védéfaktorként hat az
olyan neurodegenerativ rendellenességeknél, mint a Parkinson-kor és az Alzheimer-kor. A
szabalyoz6 és védd funkciok mellett az dsztrogének mas szerepet is jatszanak az idegsejtek
fejlodése soran (Beyer, 1999).

A menopauzat megel6zéen a ndi szervezetben a petefészkek a vérben keringd
Osztrogének legfontosabb forrasai, emellett fontos megjegyezni, hogy a terhesség alatt a
placenta szintén jelentds mennyiségii E2-t allit el6. Az Osztrogének sokrétli szabalyozo
szereppel rendelkeznek a férfi szervezetben is, hiszen minden testi sejt fejlddése soran fontos
funkciokat toltenek be. A férfi szervezetben, illetve menopauzat kévetden a néi szervezetben
(a petefészkek csokkent mikodése miatt), a Keringd dsztrogén mennyisége a nemi mirigyeken
kiviili szovetek hormontermelésétol fiigg (Vrtacnik et al., 2014). Ezen szovetek mezenchimalis
sejteket tartalmaznak. Ezen sejtek megtalalhatoak az emldkben, az oszteoblasztokban, a
kondrocitakban, az aorta falanak simaizomsejtjeiben, a vaszkularis endotéliumban és az agy
szamos részében (Simpson, 2003).

Az dsztrogének szteroid jellegiik miatt atdiffundalhatnak a sejtmembranon keresztiil a
sejtbe ¢és igy az intracellularisan megtalalhatd Osztrogén receptorokhoz (ER-o0khoz)
kotédhetnek. A ER-k magreceptorok, amelyek aktivacio utan dimerizalodnak és a specifikus
génszakasz HRE (Hormone Response Element — hormonvalasz régio) részéhez kotve
modulaljak a célgének expressziojat. Az ER-k két altipusra oszthatok: 6sztrogén receptor alfa
(ERa) és Osztrogén receptor béta (ERP) (Ray et al., 2002; Heldring et al., 2007).

Az ERa receptor expresszidjanak mértéke osszefiigg a reproduktiv funkcioval (Ogawa
etal., 1998), raadasul az ERa receptornak igen fontos szerepe van a posztnatalis fejlddés soran,
szintje a fejlddés alatt folyamatosan valtozik bizonyos szdvetekben, igy szabalyozva ezek
megfeleld differencialodasat (Camacho-Arroyo et al., 2003). Az ERo és az ERp
kulcsfontossagl szerepet jatszik az idegszovetek fejlddésében. Az ERa a magzati agyban és a
korai posztnatalis iddszakban expresszalodik, ugyanakkor az ERB expresszidja az, ami egész
¢leten at fennmarad a legtobb idegsejtben (Belcher, 1999; L. Wang et al., 2001). Az ERf
szilkséges az idegsejtek taléléséhez, Kiiktatasa a fejlodés soran szamos morfologiai
elvaltozashoz vezet a kisagyi szovetekben, feltételezhetden azért, mert az dsztrogén hatasok
hianya miatt a fejlodés alatt végbemend sejtmigracio szabalyozasa zavart szenved (L. Wang et
al., 2001).

A nem megfelelé hormonszint fejlédési problémakhoz vezethet magzatokban vagy

sziiletés utan. Az elégtelen Osztrogénszint azaltal, hogy megvaltoztatja a Szinapszisok

crer
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masodlagos viselkedési vagy pszicholdgiai problémakhoz is vezethet (L. Wang et al., 2001;
Sherwin, 2003). Optimalis esetben a hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely az 6sztrogén hatasat
a fizioldgiai szintek kozott tartja, de mivel a szabalyozasi lanc a szervezet szamos pontjan
befolyasolhato, az egyensuly erdsen sériilékeny az dsztrogénszerli anyagokkal, példaul az ED-
okkal szemben. Az ED-k tobbsége kiilonb6z6 jelatviteli utakon keresztiil fejtik ki hatasukat a
sejtben. Az ER-ok négy kiilonb6zo utvonalon hatnak a sejtekben torténé mRNS expressziora,
miutan az E2 hozzajuk kétddatt (1. Abra):
I. Genomialis 6sztrogén szignal, az E2-ER dimer komplex ko6tédik a mag ERE (Estrogen
Response Element — E2 hormonvalasz régid) szekvenciaihoz.
Il. ERE fliggetlen genomidlis hatasok a célgénekre.
I1l. A membran altal inditott nem genomikus E2 jelatvitel (ER-okon vagy GPR30
receptoron, MAPK ¢és PI3K utvonalakon keresztiil).
IV. Ligandum-fiiggetlen jelatviteli ut
Az endokrin diszruptorok megvaltoztathatjak a felsorolt utvonalak ko6zotti finom
egyensulyt. Ezen folyamatok modja az ED-K tipusatdl fiigg, hipotetikusan az 6sszes biokémiai
folyamat megvaltozhat, amely a receptor aktivalasa és a génatiras folyamata kozott torténik. Az
ED-ok az anyag szerkezetétdl és biokémiai tulajdonsagaitol fiiggben a célreceptor

agonistajaként vagy antagonistajaként mikodhetnek (Jocsak et al., 2019).
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kiilonféle
protein-kinaz \\
kaszkadok '

sejtmag {ERE}

1. Abra - Az bsztrogén altal kozvetitett sejtvalasz I. Az Osztrogén szignal klasszikus
mechanizmusénak tekintett kozvetlen genomi jelatviteli ut eldsegiti a célgén-expressziot azaltal,
hogy az E2-ER komplex kozvetleniil az ERE-hez kotodik. 11. Kozvetett genomi jelatviteli Gt
esetén az E2 altal aktivalt ER-ok fehérje-fehérje kolesonhatason keresztiil kotik meg a DNS-t a
transzkripcios faktorok (TF) segitségével a TF RE-hez (Transzkripcids Faktor Reszponziv Elem)
kotédve. 111. A nem genomikus jelatviteli Gt azzal kezd6dik, hogy az E2 k6t6dik a sejtmembranon
elhelyezkedé ER-okhoz, ami kiilonb6z6 protein-kinaz kaszkadok aktivalodasat eredményezi. A
transzkripcios faktorok foszforilacidja miatt megvaltozhat a génexpresszi6. 1V. A ligandum-
fiiggetlen jelatviteli ut ER-aktivaciot €s célgén-transzkripciot okoz az ER-ok vagy a hozzajuk

kapcsolodo koregulatorok foszforilacidjaval (P- foszfat csoport) (Vrtacnik et al., 2014)

3.3. Arzén

3.3.1. Az arzén, mint endokrin diszruptor
Az arzén (As) természetes formaban el6fordul a foldkéregben, a talajban, a talajvizben
¢és a novényekben. Bizonyos ipari folyamatok soran, mint példaul a szinesfémek olvasztasa és

fosszilis tiizeldanyagokbdl torténd energiatermelés folyaman az arzén kikeriil a kornyezetbe
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(Zsarnovszky et al., 2018). Az ivoviz arzén Szennyezettsége a vilag minden foldrészén
eléfordul. Ahogy az emberi tevékenységbdl eredd arzénkibocsatas folyamatosan novekszik, az
arzén egyre jobban felhalmozodik a kdrnyezetben. Az arzén félvezetdk, olomotvozetek
(16szerek, autoakkumulatorok) ipari felhasznalasabol, valamint a mezdgazdasagi
felhasznalasbol (herbicidek, peszticidek ¢és rovarirtok Osszetevdjeként) és faanyagvédo

szerekbdl szarmazik (Watson & Yager, 2007; Vromman et al., 2014).

3.3.2. Az arzén metabolizmusa

Az As toxicitasa a kémiai formatol és oldhatosagtol fiigg, tovabba allatfajonként, illetve
az alkalmazas modjatol fiiggéen valtozik (Vromman et al., 2014). A szervetlen arzén a
haromértéki arzenit (As I11) és az 6tértéki arzenat (As V) formajaban 1étezik. Inkorporaciot
kovetéen emberben az arzenat redukalddhat arzenitté, ez oxidativ modon metilezGdhet
monometil-arzenatta (MMASs V). A MMASs V redukalédhat monometil-arzenitté (MMAS I11),
ami metilezédhet dimetil-azenatta (DMAs V), amely dimetil-arzenitt¢é (DMAs IlI)
redukalodhat (2. Abra). A metilezési 1épésekért az arzenit-metil-transzferaz (AS3MT) enzim

felelds.

AsV+2e — AsIII + Me" — MMASs V + 2¢ — MMAs 111

MMAs III + Me" — DMAs V + 2e- — DMAs 111

2. Abra - Az arzén metabolizmusa A ,+ 2¢™ a redukalast, a ,+ Me*” a metilezést jeloli.

3.3.3. Az arzén hatasmechanizmusa

Altalanossagban elmondhaté, hogy az As 11l mérgezébb, mintaz As V, a szerves forméak
pedig mérgezébbek, mint a szervetlenek (Li et al., 2005). Az As III erés E2-szer(i aktivitassal
rendelkezik, mivel az ERa ligandumko6té doménjahoz kapcesolodik, ezaltal képes stimulalni a
sejtnovekedést és az Osztrogén reszponziv gének expresszidjat. Az arzenatnak nincs kozvetlen
hatdsa az endokrin rendszerre, azonban arzenit tobbletként funkcional, mivel enzimatikusan

atalakulhat arzenitté (Romagnolo et al., 2016).

3.3.4. Az arzén a szervezetben
A kronikus As expozicid Osszefligg a bdr, a tiidd, az emld és a holyag rakos

megbetegedéseivel. Allatkisérletek eredményeképp bebizonyosodott, hogy az anyai szervezet
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arzén expozicidja soran az utodd szervezetében As vagy karcinogén anyagként viselkedik, vagy
fokozza az utddokban az utélag adott egyéb szerek altal kivaltott karcinogén reakciot, ezaltal
felnéttkorban daganatokat indukal (Tokar et al., 2011).

Erés ED-ként a sziv- és érrendszeri betegségek és a 2-es tipusu diabétesz kialakulasat
is elésegiti, tovabba megzavarja az ivarmirigy, a mellékvese és a pajzsmirigy miikodését is
(Davey et al, 2007, Mufoz et al., 2015). Az arzén szerepét szamos reproduktiv
rendellenességben is jelezték (Sengupta et al., 2015).

Az arzén idegrendszerre gyakorolt toxikus hatasait az ivoviz magas arzénkoncentracidja
esetén lathatjuk, ami f6leg szandékos vagy Ongyilkossagi mérgezések soran fordulnak elé
(Vromman et al., 2014). Az arzén expozicido idegfejlodési zavarok sokasagahoz vezet
(Rodriguez-Barranco et al., 2013). Gyermekeknél az arzén expozicid a kognitiv funkciok
karosodéasat okozhatja: viselkedés-, valamint figyelemzavarokat és tanuldsi nehézségeket
idézhet el6 (Wasserman et al., 2011).

A legtjabb epidemioldgiai vizsgalatok szoros Osszefiiggést mutatnak a prenatalis arzén
expozicid és az azt kovetd gyermekkori léguti fertézések, valamint a felnéttkori 1éguti
megbetegedések megndvekedett prevalencidja kozott, joval az arzén szisztémads eltavolitasa
utan is (Hsu et al., 2020). Ezenkiviil az arzén expozicid hozzajarul olyan egészségkarosito
hatasokhoz, mint példaul a vazizomgyengeség, mobilitasi zavarok és az izmok anyagcseréjének

karosodasa (Anguiano et al., 2020).

3.4. Biszfenol-A

3.4.1. A biszfenol-A, mint endokrin diszruptor

A biszfenol-A (BPA) a mianyaggyartas soran keletkezd melléktermék. A BPA a
polikarbonat miianyagok komponense, amikbdl gyakran késziilhet olyan tarold eszk6z, amiben
¢lelmiszer és ital is tarolhatd. A BPA az epoxigyantak egyik alkotdeleme is, amely anyagokkal
az élelmiszerek és italok tarolasara hasznalt konzervdobozokat bélelik (Rubin, 2011). Ezen
vegyiilet rengeteg mas termékben is megtalalhatd volt, amelyekkel nap mint nap kapcsolatba
keriilhettiink, mint példaul az ujra felhasznalhato vizes palackokban, mianyag étkészletekben,
cumisiivegekben, CD-kben, DVD-kben, elektronikus berendezésekben, gépjarmtivekben és az
ujrahasznositott papirokban (Vandenberg et al., 2010; Rubin, 2011; Tassinari et al., 2020). BPA
szarmazékok egyes fogaszati anyagokban, példaul a fogtomésekben is megtalalhatoak, emiatt

folyamatosan oldodnak a nyalba, és jutnak be az emberi szervezetbe, ezaltal elhz6d6 kronikus
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toxinforrasként viselkednek (Fleisch et al., 2010). Kevésbé tanulmanyozott expozicios forras a
héérzékeny papir - ami maga a vasarlas soran kiallitott nyugta -, amivel naponta szdmos ember
kertil kontaktusba szupermarketekben, bankautomatédkban, benzinkutakon és egyéb vasarloi
1étesitményekben (Ehrlich et al., 2014).

A fémes ¢étel- és italdobozokat az epoxigyantak belsé bevonatként védik a
rozsdasodastol és a korroziotol. Ezen gyantak koziil sok szintéziséhez a BPA-nak
epiklorhidrinnel torténd kondenzacidjara van sziikség a BPA-diglicidil-éter eléallitasahoz. A
térhalositott szerkezetli hore lagyuld milanyagok olyan folyékony gyantabol késziilnek,
amelyek BPA-diglicidil-éter és egy polimer keverékébdl allnak (3. Abra). A folyékony gyantat
térhalositd reagenssel keverik 0ssze, — amely lehet sav, di- vagy polialkohol vagy di- vagy

poliamin — amelynek hatasara a gyanta megkeményedik.

O — Me s
(_;lf + HOQ&-@\—OH (= HO—Ar—OH)

eptklochidrm biszfenol-A

/ i
O O i /_“</ —Ar—O9=H
L\/O—Ar-o\ﬁ%imo“r—o RSAE=0

BPA-diglicidil-éter polimer

T

OH
OH HO Of_</o—/\r—o—~--
___/_</O— Ar _0\>—\O/Ar =

epoxigyanta

3. Abra - Az epoxigyantak gyartiasanak fébb lépései. A biszfenol A-t epiklorhidrinnel
kondenzaljak, majd a keletkez6 BPA-diglicidil-étert biszfenol-A-val reagaltatjak, ezaltal egy

polimer jon létre. Az epoxigyanta a BPA-diglicidil-éter és az abran lathato polimer keveréke.

Ha nem teljes a polimerizacio, a maradék BPA kimosodhat az epoxigyantabol. A magas
homérséklet és a savas vagy lugos oldatoknak valo kitettség szintén ndvelheti a BPA
kimosodasat a bevonatokbol és miianyagokbol, még akkor is, ha a polimerizacié folyamata

teljes volt (Lewars, 1984; Vandenberg et al., 2010).
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3.4.2. A biszfenol-A metabolizmusa és hatasmechanizmusa

A BPA-expozicio {6 Utja a szajon at torténd felvétel (mint élelmiszer- és ivoviz-
szennyez0 anyag), de a boron keresztiil is felszivodik, inkorporaciot kovetden metabolizalodik
¢és vizelettel iiriil a szervezetb6l (Rubin, 2011). A BPA-t elészor gyenge Osztrogént utanzod
anyagnak tekintették minimalis egészségiigyi kockazattal. Késobb receptor-ligand kapcsolatot
vizsgaltak, amelynek eredményei azt mutattak, hogy még kis koncentraciokban is (0,2 — 0,002
ng / ml kozott) kotédik az ERo és az ERB receptorokhoz, ezaltal szamos kiilonféle
intracellulris utat és sejtreakciot befolyasolhat (Iasd 1. Abra). A BPA az energiahaztartast is
befolyésolja, igy kozvetetten hatva a sejtek miikodésére. Nemcsak az ER kifejezOdésre lehet
hatéssal, hanem tobb sejtfejlodést szabalyozd receptoréra is, ami szintén szamos karosodast

eredményezhet (Jocsak et al., 2019).

3.4.3. A biszfenol-A az allati szervezetben

A BPA a szervezetbe jutva a mar korabban emlitett ERa és ERB receptorokhoz kot6dik
¢és kémiai szerkezetének koszonhetéen 6sztrogén receptorokat befolyasolo hatassal rendelkezik.
Ezaltal az akut BPA-expozicid szamos szaporodasbioldgiai rendellenességhez kothetd:
elérehaladott pubertas, petefészek-rendellenességek, Osztrusz ciklus megvaltozasa, prosztata
megnagyobbodasa, valamint a sperma mindségének és mennyiségének csokkenése (Maffini et
al., 2006). A né6i szervezetben a terhesség alatt emelkedett BPA-szint a vetélések és a
korasziilések megnovekedett eléfordulasat idézheti elé (Rubin, 2011). A BPA kimutathat6 az
anyai (0,3-18,9 ng / ml) és a magzati (0,2-9,2 ng / ml) szérumbdl is, bizonyitva, hogy a BPA
képes atjutni a placentan. A BPA a magzatvizben koriilbeliil az 6tszorosére koncentralodik a
terhesség korai szakaszaban, ami tovabbi jelentds magzati expoziciot jelent a prenatalis fejlédés
fontos periodusaiban. A BPA-koncentracio ragesalokban karositja a reproduktiv miikodést, az
idegfejlodést és a szinapszisok képzddését a hippocampusban (Zsarnovszky et al., 2018).

A vizeletben el6forduld magas prenatalis és/vagy gyermekkori BPA koncentracio
Osszefiigg a gyermekek bizonyos szocialis és érzelmi viselkedésével, példaul a fokozott
aktivitassal, agresszioval és a gyenge érzelmi kontrollal. Allatoknél korai életkorban a BPA
expozicio eldsegiti a tarsas viselkedés és interakciok kialakulasat, tovabba fokozza a szorongas
és az agresszid mértékét. A BPA befolyésolja az anyai viselkedést is, a fokozott BPA expozicid
csokkenti az anyai utddgondozas mértékét (Kundakovic et al., 2013; Wolstenholme et al.,
2013).
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A BPA befolyasolja az androgén- és a pajzsmirigyhormonok szabalyozasat is, ezaltal
karos hatassal van a vérben 1év6 pajzsmirigyhormonok szintjére, amely hormonok szintén
fontos szerepet jatszanak a szexualis fejlodés soran (Tassinari et al., 2020). A megndvekedett
BPA-expozicidval jard egészségiigyi szovodmények kozé tartozik a 2-es tipust cukorbetegség
(az alacsony BPA-szint gatolja az emberi zsirszovetbdl szarmazo adiponektin felszabadulasat),
tovabba noveli a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak kockazatat. A BPA expozicid
hatéssal van az immunrendszerre is; a BPA expozici6 egerekben fokozott citokin- és antitest
termeléssel, valamint a T-sejtek szamanak csokkenésével jar. Az emberi szervezetben a vizelet
BPA szintjének emelkedése fokozhatja az asztma kialakulasanak kockazatat (Krementsov et
al., 2013).

3.5. Zearelenon

3.5.1. A zearalenon, mint endokrin diszruptor

A zearalenon (ZEA) vagy masnéven F-2 mikotoxin egy erds, nem szteroid jellegii
mikodsztrogén, amelyet egyes Fusarium penészgombafajok (F. graminerarum, F. culmorum,
F. equiseti és F. crookwellense) termelnek vilagszerte. Ezen gombafajok mar a terméteriileten
megfertdzhetik a gazdandvényt, foképp a kukoricat. A takarmany nem megfelel$ tarolédsa is
kedvez a gombak elszaporodasanak, illetve -toxintermelésének, ugyanis a magas homérséklet
¢és nagy nedvességtartalom mellett is elszaporodhatnak a gabonan. A ZEA mikotoxinokkal
egyiittesen el6fordulhat példaul a didban, a kukoricaban, a rizsben ¢s szamos mas
gabonafélében.

A ZEA az emberek szervezetébe kozvetleniil mikotoxinnal kontamindlt taplalék
felvételével vagy kozvetetten mikotoxinnal kontaminalt takarmanyt elfogyasztd gazdasagi
haszonallatok termékeinek (tej, hus, tojas) elfogyasztasaval jut be (Maragos, 2010; Zhu et al.,
2015; Kowalska et al., 2016; Kiss et al., 2018).

A ZEA stabil vegyiilet, szokasos f6zési homérséklet alatt nem bomlik le, magas
homérsékleten pedig csak részben eliminaloédik (Castelo et al., 1998). Mivel bizonyos
¢lelmiszerek gyartasi folyamatai soran a toxin nem bomlik le, igy az egész emberi
taplaléklancot szamos ¢lelmiszerterméken keresztiil érinti, beleértve a gabonaféléket, hust,
tejet, bort, sort, szaritott gyiimdlcsoket €s a fliszereket (Kriszt et al., 2012). A ZEA a Fusarium

graminearum penészgombaval szennyezett ivovizben IS megtalalhato (Pfeiffer et al., 2011).
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3.5.2. A zearalenon metabolizmusa
A ZEA oralis felvételt kovetden gyorsan felszivodik, majd a bélsejtek (Shin et al., 2009)
¢s a hepatocitak (Molina-Molina et al., 2014) altal metabolizalodik. Két f6 ZEA

biotraszformacios Gtvonal 1étezik:

1) a hidroxilezés, amelynek eredményeként a ZEA-bol 7-keton redukcioval két
sztereoizomer metabolit, az a-zearalenol és a [-zearalenol (a-ZEL és B-ZEL)
képzbdik, amelyet 3a- és 3B-hidroxi-szteroid-dehidrogenaz (HSD) enzim katalizal
(Minervini & Aquila, 2008; Molina-Molina et al., 2014). Ezekbdl tovabbi redukciod
soran (11-12 kettds kotésii redukcio) két kisebb metabolit, a- és B-zearalanol (a-ZAL
¢és B-ZAL) jon 1étre. Egy masik redukcios ut a ZEA-t zearalanonna (ZAN) alakitja,
ami tovabb redukalhaté a-ZAL-ra és B-ZAL-ra (Molina-Molina et al., 2014) (4.
Abra). Az el6bb emlitett ZEA-szarmazékok kimutathatok Fusarium penészgombéval
fert6zott kukoricaszarakban és a rizsfoldeken (Zinedine et al., 2007). A ZEA o6t
metabolitja a ZEA-val kontaminalt takarmany elfogyasztasa utan az allati és az
emberi szervezetben hosszu ideig perzisztalnak, ezaltal ott hosszan Kkifejthetik
hatasukat (Nakamura & Kadokawa, 2015).

H 9 n, ou OH O
A L” i redukeid ] H, ™
l{ll' ‘-::I-/\-o-' ™~ ot /-1-:; ,U_\ o ,«,\
HOT ~ 3 )| I
| ~ J A l ) redukcio
o5 e~ J edukcio
redukcis A7 B e oM S e ‘\\
u-zearalenol (u-ZEL) u-zearalanol (a-ZAL) \
oxidicio
oH O oy cH, clH 2 H, SO
.;.-ﬂ‘\\.,. TR LRy redukcio ﬁ’"*‘\'[ e i
HO” N i ,h - \I\ ] J
" P N
w 3 © ©
zeralenon (ZEA) zearalanon (ZAN)
\ ox@%
B OH O =
redukcio ~ I S o) M 4SHs s redukcid
s e o7
Y e (L =
HO™ 1 >i B HO \l N
o redukcio Yo
B-zearalenol (B-ZEL) B-zearalanol {B-ZAL)

4. Abra - A ZEA és metabolitjainak kémiai szerkezete és metabolikus iitjai. A zearalenonbol redukcioval két
metabolit, az a- és B- zearalenol (o- és B-ZEL) képzddik, amelyekbdl tovabbi redukcié soran a- és B-zearalanol
(o- és B-ZAL) képzoédik. Egy tovabbi redukcios Ut a ZEA-t zearalanonna (ZAN) alakitja, amely tovabbi redukcio

soran o- és 3-ZAL-14 alakithato.
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2) A ZEA ¢és redukalt  metabolitjai gliikuronsavhoz vagy szulfonsavhoz
konjugalodnak, Osztrogénszerii hatasukat elvesztik, majd 4-5 nappal késébb a
vizelettel kivalasztodnak (Molina-Molina et al., 2014; Pack et al., 2020). A ZEA-t és
redukalt metabolitjait az uridin-difoszfat-gliikkuronil-transzferaz (UDPGT) enzim

konjugalja gliikkuronsavval (Minervini & Aquila, 2008).

A ZEA és két f6 metabolitja az o-ZEL és a B-ZEL alacsony koncentraciéban
megtalalhatok a szojalisztben, tovabba a kukorica melléktermékekben, mint példaul a
kukoricaszilazsban (Zinedine et al., 2007). A szervezetbe keriilve a ZEA ¢és metabolitjai
Osztrogén receptorokat befolyasold hatdssal rendelkeznek az allati szervezetben, ezen
vegyiiletek a majban, a méhben, az emldmirigyben €s a hipotalamuszban 1évé Gsztrogén
receptorokhoz kotédnek (Bryden, 2012).

A ZEA iranti érzékenység fajspecifikus, ami annak koszonhetd, hogy a ZEA
metabolikus atalakulasanak sebessége a- és -zearalenolla allatfajonként valtozo (Dong et al.,
2010). A a-ZEL o6sztrogénszerii aktivitasa a célszervtdl fiiggéen 3—100-szor magasabb, mint a
ZEA-é, ennek kovetkeztében sokkal toxikusabb, mint a ZEA. A B-ZEL aktivitasa
nagysagrendekkel alacsonyabb, mint a ZEA-¢, igy gyakorlatilag artalmatlan (Dong et al., 2010;
Rogowska et al., 2019). A ZEA ¢és két f6 metabolitja csak valamivel kisebb Osztrogén
hatékonysagot mutatnak, mint maga a 176-6sztradiol (Zsarnovszky et al., 2018). Ezen anyagok
ER-okhoz val6 kotddésének erdssége nagyjabol a 176-0sztradiol kotddési erejének huszada

(Kuiper-Goodman et al., 1987).

3.5.3. A zearalenon az allati szervezetben

Az 6sztrogén receptorokhoz kotédve a ZEA erds Osztrogénszerli hatassal rendelkezik,
ezért a reproduktiv rendszerrel kapcsolatos rendellenességek kialakitdsaban vehet részt;
kéarosithatja a termékenységet; csokkentheti a termékenyiilés esélyét, novelheti a
halvasziiletések szamat és koros magzati fejlodést idézhet el haszonallatokban (Zinedine et
al., 2007; Dong et al., 2010; Kiss et al., 2018).

Abbasian és mtsai. (2018) patkanyokon végzett kisérletek eredményei alapjan
megallapitottak, hogy a hosszi tavit ZEA expozicionak kitett patkdnyokban megnétt a PCOS
(policisztas ovarium szindroma) kifejlddésének esélye. Pang és mtsai. (2017) altal végzett

crcr

expozicidja a him egerek reprodukcios képességének megzavardsahoz vezethet. Wang €s mtsai.
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(2013) arrol az eredményrél szamoltak be, hogy a ZEA vemhes egerekben noveli a magzati
felszivodas és a korasziilés el6fordulasanak mértékét. A karos hatdsok mellett jotékony hatasa
is lehet a ZEA-nak, példaul pozitivan hat a neurogenezisre, ezaltal javitva a vizsgalt egerek és
a patkanyok memoriajat (Kowalska et al., 2016).

A ZEA expozicié sertéseknél hiperdsztrogenizmust idézhet el6, amely régota problémat
jelent az allattenyésztésben. A hiperdsztrogenizmus tipikus jelei a hosszan tartd Osztrusz,
andsztrusz, megvaltozott libido, medddség, az alvemhesség megnodvekedett eldforduldsa,
valamint a tégy vagy az emlémirigy fokozott fejlédése és a rendellenes laktacio. ZEA expozicio
hatasara gyakrabban fordulnak elé olyan kiilonb6zé korképek, mint a koraellés, vetélés,
togygyulladas, vulvovaginitis és a rektalis vagy hiivelyi prolapsusok (Kuiper-Goodman et al.,
1987). A ZEA-nak val¢ kitettség hatasara kocasiilddkben megnovekedett a reproduktiv szervek
csokkentette a petefészekben 1évé tiiszOk szamat (Kowalska et al., 2016). Raadasul a ZEA
beadasa a vemhesség kritikus periodusaban (35. és 70. nap kozott) a koca alacsonyabb
testsulyaval tarsult, és hatassal volt a sziiletendd malacok szamara, illetve testtomegére (Zhang
etal., 2015).

A baromfi - kiilondsen a csirkék -, meglehetdsen ellenalloak a ZEA hatasaival szemben
(Kuiper-Goodman et al., 1987), ugyanakkor ha a toj6 a takarmannyal felveszi a ZEA-t, a
tojasaban a ZEA felhalmozodhat (Zhu et al., 2015).

Szarvasmarhaknal és juhoknal a ZEA expozicio ndveli a reprodukcios rendellenességek
kialakulasanak kockazatat (Rogowska et al., 2019). Teheneknél a ZEA expozicié hatasara
gyakrabban fordulnak elé kiilonb6z6 koérképek, mint példdul a medddség, tejtermelés
csokkenése és a hiperdsztrogenizmus (Zinedine et al., 2007). Nakamura és mtsai. (2015) arrol
a kisérleti eredményr6l szamoltak be, hogy a ZEA modulalhatja a hipofizis eliilsé lebenyében
talalhato sejtek LH-termelését szarvasmarhaban. Kér6dz6knél a ZEA expozicio csokkentette a
sejtproliferacio és a génexpresszié mértékét, azonban fokozta a granuldza sejtek novekedését.

A zearalenon karos hatdsai az emberi szervezetben is ismertek: a ZEA az emberi
szervezetbe jutva genotoxikus, immunotoxikus, teratogén, karcinogén és hematotoxikus
hatassal rendelkezik (Rogowska et al., 2019). Cao és mtsai. (2019) in vitro kisérleteik soran
arrdl az eredményrdl szamoltak be, hogy a ZEA erds embrionalis toxicitast mutat, apoptdzist
¢s oxidativ stresszt indukal az emberi embrionalis dssejtekben.

A fent emlitett endokrin diszruptorok inkorporaciot kovetden - kémiai szerkezetiiknek
koszonhetden - az ERa és ERB receptorokhoz kotédhetnek. Ezen receptorokon agonista vagy

antagonista hormonhatast valthatnak ki. Az Osztrogén receptorok a szervezetben szamos
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szervben megtalalhatoak, azonban az ED-k leginkabb a reproduktiv- és endokrin szervekre,
tovabba az ezeket szabalyozé kozponti idegrendszeri struktirakra vannak kéros hatassal. Mivel
ezen szervek a hipotalamusz-hipofizis-gonad tengelyen keresztiil igen szoros kapcsolatban
allnak egymassal, ezéltal szervezet teljes neuroendokrin rendszerének miikodése karosodhat,
ha a szabalyozas akar csak egy ponton is modosul, a hormonalis és a feedback szabalyozas

eredményeképp.
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4, Célkituzések

Kisérleteink soran az As, a BPA ¢és a ZEA, mint endokrin diszruptorok 0sztrogén alfa
¢s -béta receptorok mRNS expresszidjara kifejtett hatasat vizsgaltuk patkany és egér modellen.
A vizsgalatok folyaman feltételeztiik azt, hogy az ismert endokrin diszruptorok hatasa nemcsak
nagysagrendben tér majd el a két allatfajban, hanem ezek a szerek altal az ERa és ERB
receptorokra kifejtett gatlo- illetve stimulald hatas a két vizsgalt modellben el is térhet. Ahhoz,
hogy az elébb emlitett szerek hatdsat vizsgalni tudjuk, a kutatas soran patkanybol és egerekbol
szarmazo kisagyi szemcsesejt kultarakat allitunk eld, kezeltiik a korabban emlitett ED-okkal,
majd gRT-PCR vizsgalatot végeztink az ERo és ERB MRNS expresszid szintjének

meghatarozasahoz.
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5. Anyag és modszer

5.1. Allatok

A Sprague-Dawley torzsbe tartozo kisérleti patkanyokat a TOXI-COOP Zrt.-t61 (Budapest,
Magyarorszag), a C56BL/6 egereket a Magyar Tudomanyos Akadémia Bioldgiai
Kutatokozpontjatél (Szeged, Magyarorszadg) vasaroltuk ¢és az anyaallatokat az
Allatorvostudomanyi Egyetem Elettani és Biokémiai Tanszékén (Budapest, Magyarorszag)
tartottuk és szaporitottuk. A vemhes patkanyok és egerek a varhato ellés eldtt legalabb 4 nappal
korabban érkeztek a tanszék allathazadba. Az anyaallatokat standard laboratoriumi koriillmények
kozott tartottuk: a vizhez és élelemhez ad libitum férhettek hozza, mesterséges fénnyel 12 6ras
fény és 12 oras sotét ciklust biztositottunk szamukra. A levegé homérséklete 24-25 °C, -
paratartalma 55-60% volt, tovabba az allathazban oranként 17-szer tortént levegdcsere. Az
allatok huzat és zaj ellen védve voltak (ultrahangos, illetve emberi halldsi tartomanyban
egyarant). Az utédok sziiletését onkényesen a 0. posztnatalis napnak jeloltiik ki. Az allatokat
az 1986. november 24-i EK Tanacs iranyelveinek (86/89/EGK) figyelembevételével kezeltiik.
Az Osszes eljaras a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval és feliilvizsgalataval tortént (a
kisérleteket az ATE Munkahelyi Allatkisérleti és Allatvédelmi Bizottsiga és a regionalis
allatjoléti hatosag engedélyezte, az engedély szama: PE/EA/1252-6/2016, Pest Megyei

Kormanyhivatal).

5.2. Reagensek és anyagok

A taptalajokat (Dulbecco’s modification of Eagle’s medium [DMEM], Ham’s F-12 50/50 mix)
¢s a TRI reagenst az Invitrogéntdl vasaroltuk (Carlsbad, CA, USA). Penicillin/sztreptomicin és
a hoével inaktivalt magzati szarvasmarha szérumot a GIBCO-t6l rendeltiik (Budapest,
Magyarorszag). A citozin 3-D-arabinofuranozidot (CAS: 147-94-4), a ZEA-t (tisztasag: >99%;
CAS:17924-92-4), a BPA-t (tisztasag: >99%; CAS: 80-05-7) és a natirum-meta-arzenitet
(tisztasag: >90%; CAS:7784-46-5) a Sigma-Aldrich-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk.

5.3. Sejtkultarak eloallitasa
A primer kisagyi szemcsesejt kulturat egy korabban leirt (Wong et al., 2001) metddus alapjan
készitettiik el, néhany modositassal kiegészitve. A Sprague-Dawley patkanyok kisagyat 7-9
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napos korban, a C56BL/6 egerek kisagyat 6 napos korukban tavolitottuk el dekapitalast
kovetden. Mivel a kordbbi kutatdsok és jelen kutatds soran sem figyeltiink meg nemi
kiilonbségeket, igy a kisérletben him és néstény nemt allatokat egyarant felhasznaltunk. Az
eltavolitott kisagyat enzimatikus emésztés nélkiil homogenizaltuk, ezutan a sejteket egy nejlon
sejtszird (porusméret: 40-70 um) segitségével szlrtiik at, hogy a nagyobb sejt
agglomeratumokat eltavolitsuk. A sejteket poli-L-lizinnel bevont Petri-csészékbe (sejtstirtiség:
2300-2700 sejt/mm?) iiltettiik ki, majd a kapott sejtkultarat 5-7 napig inkubaltuk 37 °C-on, 5%
COz-dal, szérum- és szteroidmentes kornyezetben (DMEM). A sejtkultara fenntartasa és a
neuronok enyhe depolarizacidja érdekében 5 pg/ml inzulint, 5 pg/ml transzferrint, 5 pg/ml
szelént és 20 mM KCl-ot adtunk a taptalajhoz. Azért, hogy gatoljuk az idegsejteken kiviili
egyéb sejtek szaporodasat, 24 oraval a kioltas utan 10 uM citozin B-D-arabinofuranozidot
adagoltunk a kultirahoz. Az eredmény: a sejtkultirak nem csoportosuld szemcsesejteket
tartalmaztak (~95%).

5.4. Kezelések

Az egérbol szarmazd sejtkulturat 5 naposan, a patkdnybol szdrmazo sejtkultirat 7 naposan
kezeltiik 6 6ran at, a sejtek begytijtése elétt az alabbi endokrin diszruptorokkal: As 2,5 x 107'M,
BPA 10 M, ZEA 107'° M, majd a sejteket eltavolitottuk. Az endokrin diszruptorok
mennyiségét az alkalmazott idegsejti sejtkulttra érzékenysége, valamint a korabbi kisérleteink
alapjan valasztottuk meg, amelyek sordn meghatdroztuk az endokrin diszruptorok
leghatékonyabb dozisat (Wong et al., 2003; Zsarnovszky et al., 2005). BPA ¢és ZEA esetében
vivéanyagként 0,1 % dimetil-szulfoxid (DMSO) oldatot hasznaltunk, mivel ebben a
koncentracidban nincs hatasa a sejtkultarakra. A kontroll mintakat nem kezeltiik ED-okkal. Az

egyes kezeléseket legalabb 6tszor megismételtiik.

5.5.Reverz-transzkripcio és kvantitativ-RT-PCR

A patkany és egér sejtkulturabol TRI reagens segitségével a gyartd protokollja szerint kinyertiik
az Osszes (total) RNS-t és direkt-zol RSN miniprep kittel (Zymo Research, Irvine, CA 92614,
USA) megtisztitottuk azt. Az RNS integritasat etidium-bromid festéssel, OD260/0D280 nm-
en (abszorbcids arany > 1,85), elektroforetikusan ellendriztiik. 3 pg total RNS-t M-MLV reverz
transzkriptaz enzim (Promega Corporation) hozzaadasaval és oligo-dT-primerekkel 30 pL-re
kiegészitve RT-PCR segitségével atirtunk. A kapott cDNS mintakat felhasznalasig -80 °C-on
taroltuk. Késobb a CDNS-b6l 2 plL-t harom példanyban, egér sejtkultira esetében
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glicerinaldehid-3-fosztfat-dehidrogenaz (Gadph), patkany sejtkultira esetében Béta-aktin
segitségével RT-PCR-rel (Master SYBR Green, Hoffmann-La Roche, Basel, Svajc),
LightCycler 2.0 F. késziilékben analizaltuk. Az elobb emlitett anyagok endogén kontrollként
szolgaltak a kisérleti adatok normalizalasahoz. Azok a primer szekvenciak, amiket egérnél és
patkanynal hasznaltunk, egy korabbi publikacioban megtalalhatok (Jocsak et al., 2019). A PCR
homérsékleti ciklusok paraméterei a kovetkezdk voltak: 1 ciklus 95 °C-on 30 masodpercig
(denaturacid), 45 ciklus 72 °C-on 15 masodpercig (amplifikacio), 1 ciklus 70 °C-on 1 percig
(annealing temperature: izzitasi hdmérséklet, ez a primerek tapadasi hdmérséklete) és végiil 1
ciklus 40 °C-on 30 masodpercig (lehtités). Az amplifikalt termékek beazonositasa agardz
gélelektroforézissel, olvadaspont- €s szekvencia analizissel tortént. A valos ideji PCR
kiiszobértékét (threshold cycle: Ct) a REST-XL szoftver 2.0 verzidjanak (GenEx-BioMcec,
TUM, Miinchen, Németorszag) felhasznalasaval hataroztuk meg és normalizaltuk Gaphd-re és

B-aktinra. Az mRNS relativ expresszios aranyait a 2724t képlet alkalmazasaval determinaltuk.

5.6. Adatelemzés, statisztika

Az O6sszes bemutatott adat reprezentalhatd és legalabb harom egymastdl fiiggetlen mérésbol
késziilt. A statisztikai analizist az ATE Biomatematikai Tanszék segitségével, kétutas ANOVA-
val majd Bonferroni korrekcioval és/vagy parositatlan T-probaval készitettiik el, Excel
(Microsoft, Microsoft Co., Redmond, WA, USA) és GraphPad Prism version 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) segitségével.
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6. Eredmények

6.1. ERa mRNS expresszio valtozasa a kezelések hatasara

Patkanybol, illetve egérb6l szarmazéd kisagyi szemcsesejt kultarakat allatfajonként harom
csoportra osztottuk, majd a csoportokat kiilon-kiilon harom egymastol eltéré endokrin
diszruptorral (As, BPA, ZEA) kezeltiik. Ezt kovetéen az adott ED-hoz és modellhez tartozo
ERa receptor expresszidjanak mennyiségi meghatarozasat végeztiik el. Az alabbi tdblazatban,
valamint abran az arzénnal, biszfenol-A-val €s zearalenonnal kezelt patkany és egér sejtkulturak
ERa mRNS expresszidjanak szintjeit lathatjuk (1. Tablazat, 5. Abra). Patkany kontroll
mintakban (non-treated controls, ,,ntC”) az ERa relativ expresszidjat B-aktinra, mig egér
kontroll mintakban az ERa relativ expresszids szinteket Gapdh-ra normalizaltuk. Az egér ERa
MRNS szintje (5,21 + 0,26) szignifikansan magasabb eltérést eredményezett, mint az ennek
megfeleld patkany mintaé (1,00 + 0,29). Patkany kisagyi szemcsesejtekben az arzénnal kezelt
csoport az ERoo mRNS szintjének szignifikans novekedését eredményezte (11,19 + 0,26) a
kontroll csoporthoz képest (p <0,001). Az ,,ntC” mintakhoz viszonyitva ZEA alkalmazasanak
eredményeként az ERa mRNS expresszio jelent6sen emelkedett (p <0,001) patkany modellben,
hasonloan, mint As esetében, azonban az expresszié novekedésének mértéke még magasabb
volt (19,51 +0,27). Egér kisagyi szemcsesejtekben - a patkany sejtkulturakkal ellentétben -, az
As és a ZEA esetében nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy az elébb emlitett ED-oknak lenne
hatdsa az mRNS expresszidra. Patkany sejtkultirdban BPA kezelés hatasara az ERa mRNS
expresszidja szignifikansan csokkent (0,45 £+ 0,31) (p <0,05), ezzel szemben az egér

idegsejttenyészetben a BPA novelte az ERa mRNS expresszio szintjét (3,02 £ 0,29) (p <0,001).

Patkany Egér
ntC 1,00 + 0,29 5,21 +£0,26
As 11,19+ 0,26 1,23 £0,28
BPA 0,45 £ 0,31 3,02+ 0,29

ZEA 19,51 £ 0,27 1,01 £0,19

1. Tablazat A kezeletlen kontrollokhoz viszonyitott ERa gén relativ expresszios értékei és
szbrasai patkany és egér modellben.
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5. Abra - ERo mRNS expressziéja patkany és egér kisagyi szemcsesejtekben, amelyeket
arzénnal, biszfenol-A-val vagy zearalenonnal kezeltiink. (A) Az ERa gén relativ expresszios
szintjei, amit gRT-PCR modszer segitségével detektaltunk, majd patkany esetében B-aktin, egér
esetében Gapdh kontroll gén atlagahoz normalizaltunk. A megjelenitett p-értékeket (* p <0,05; **
p <0,01; *** p <0,001) a nem kezelt kontrollokhoz (ntC) normalizaltuk, emiatt az ntC érték az
,»17. (B) A patkany és egér ntC-hez viszonyitott ERoo mRNS expressziéo mértéke, amelyet patkany
esetében B-aktinra, egér mintakban Gapdh-ra normalizaltunk (p-értéket nem mutatjuk). Az itt

feltiintetett adatok 6t egymastol fiiggetlen kisérlet atlagos szorasanak értékei (n=5 kezelésenként).
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6.2. ERB mMRNS expresszio valtozasa a kezelések hatasara

A 6.1. fejezetben leirt modszert alkalmazva, meghataroztuk az adott ED-hoz és modellhez
tartozo ERB receptor expresszidjanak mennyiségét. Az ERB mRNS szintjei az ,,ntC” mintdkban
kozel azonosak voltak a két ragcsalofajban, ellentétben az ennek megfelel6 ERa mMRNS
szintekkel. Az ERB kifejez6dés hasonld mintazatot mutat mindkét allatfajban, mint amit az ERa
expresszio soran megfigyelhettiink, de van néhéany eltérés az mRNS mennyiségében. Az alabbi
tablazatban, valamint dbran az arzénnal, biszfenol-A-val és zearalenonnal kezelt patkany és
egér sejtkultirak ERB mRNS expresszidjanak szintjeit lathatjuk (2. Tablazat, 6. Abra). Patkany
sejtkulturakban a beadott As ebben az esetben is szignifikdnsan megnovelte az ERB
mennyiségét a sejtekben (11,42 £+ 0,25) (p<0,001) a kontroll csoporthoz képest. A ZEA-val
kezelt patkany csoportnal az mRNS képz6dés nagyobb mértékii (17,86 £ 0,30) (p<0,001), mint
az As esetében. A BPA kezelésnek nem volt bizonyithat6 hatasa az ERB mRNS expressziora
patkany mintakban, mig az ERa receptoroknal az mRNS mennyiség csokkent (p<0,05).

A patkany mintakkal 6sszevetve az egér sejtkulturakban az alkalmazott ED-k koziil egyik sem

valtoztatta meg az ERB mRNS expressziojanak mértékét.

Patkany Egér
ntC 1,00 + 0,34 0,70 + 0,26
As 11,42 £ 0,25 0,67 £0,15
BPA 0,65 +0,33 1,30 £ 0,22
ZEA 17,86 £ 0,30 0,73+ 0,19

2. Tablazat A kezeletlen kontrollokhoz viszonyitott ER gén relativ expresszios értékei és

szorasai patkany és egér modellben.
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NntC-hez viszonyitott ERB mRNS expresszié mértéke

(A) (B)

20 - ® ]
18 *kk lPatkény

M Egér 5

4 .

T

ERB mRNS expreszié mértéke

ntC AsS BPA ZEA Patkany Egér
ntC

6. Abra - ERB mRNS expresszioja patkany és egér kisagyi szemcsesejtekben, amelyeket
arzénnal, biszfenol-A-val vagy zearalenonnal kezeltiink. (A) Az ERB gén relativ expresszios
szintjei, amit gRT-PCR modszer segitségével detektaltunk, majd patkany esetében B-aktin, egér
esetében Gapdh kontroll gén atlagahoz normalizaltunk. A megjelenitett p-értékeket (* p <0,05; **
p <0,01; *** p <0,001) a nem kezelt kontrollokhoz (ntC) normalizaltuk, emiatt az ntC érték az
,»17. (B) A patkany és egér ntC-hez viszonyitott ERB mRNS expresszio mértéke, amelyet patkany
esetében B-aktinra, egér mintakban Gapdh-ra normalizaltunk (p-értéket nem mutatjuk). Az itt

feltiintetett adatok 6t egymastol fiiggetlen kisérlet atlagos szorasanak értékei (n=5 kezelésenként).
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7. Megbeszélés, kovetkeztetések

A két allatfaj idegsejt-tenyészetének Osszehasonlitdsa sordn a vizsgalt endokrin
diszruptorok okozta hatdsok jelentdsen kiilonboztek az ERo és ERB mRNS expresszios
szintjeiben. Az emlitett kiilonbség a kezeletlen, ,,ntC” mintak kozott is megfigyelhetd. A
kezeletlen kontrollok ERo mRNS szintjei szignifikansan magasabb eltérést eredményeztek egér
mintdkban a patkany mintadkhoz képest, mig az ERB mRNS szintek azonosak voltak a két
modellben. Ez azt jelenti, hogy az ERa receptorok kozotti alapvetd szabalyozas a két vizsgalt
fajban eltéré. Ehhez hasonlo faji kiilonbséget lathatunk egy szerotonin receptor altipus (5-HT6)
esetében is. A patkanyok €és az emberek szubkortikalis agyi strukturaiban (a dorsalis €s ventralis
striatumban) az 5-HT6 receptor fokozott expresszidjat figyelhetjiik meg, ezzel szemben az egér
agyanak ugyanazon régioiban az 5-HT6 receptor szintje nagyon alacsony (Ellenbroek & Youn,
2016). A patkany és egér ,,ntC” mintakban a relativ mRNS expresszios szinteket normalizaltuk
annak érdekében, hogy kikiiszoboljiik az alapvetd élettani fajspecifikus receptor expresszios
szintek kozotti kiilonbségeket.

Patkany sejtkulturakban az ERa mRNS expresszidé magas indukcidjat figyeltilk meg a
zearalenon kezelést kovetden, mig egér sejttenyészetekben a ZEA esetében nem taldltunk
bizonyitékot arra, hogy lenne hatasa a receptor kifejezddésre. Mueller és mtsai. (2004) human
endometridlis Ishikawa sejtvonalon végzett kisérleteik soran megallapitottdk, hogy a ZEA
alacsony dozisban novelte a sejtmagban 1évo koaktivatorok (GRIP1 és SRC-1) mennyiségét,
ezaltal jelentésen fokozta az ERa receptor expresszidjanak mértékét. Ugyanakkor a ZEA magas
dozisban antagonistaként hat mind az ERa, mind az ERB receptorokon a fent emlitett
koaktivatorok sejtmagban 1évé mennyiségének csokkentése révén. Takemura €s mtsai. (2007)
a ZEA ¢és az alfa- és béta 0sztrogén receptorok kozotti kotddeés erdsségét vizsgaltadk human
sejtvonalon. A kutatds eredményei arra mutattak ra, hogy a ZEA nagyobb affinitassal és
erdsebben kotddik az ERB receptorokhoz, mint az ERa-hoz. Kisérleteink soran feltehetdleg
ezért nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a ZEA-nak lenne hatdsa az ERa receptor
expressziora egér modellben.

Az arzén - a ZEA-nél latottakhoz hasonléan - patkdny mintdkban fokozta az ERa
expresszio mértékét, azonban egér mintdkban nem taldltunk bizonyitékot arra, hogy az
arzénnak lenne hatdsa a képz6dd mRNS mennyiségére. Parodi és mtsai. (2015) ndstény
patkanyokon végzett kisérletek eredményei alapjan megallapitottdk, hogy az As az ERa
receptor ligandumkotd doménjéhez nagy affinitdssal kotddik, igy jelentdsen noveli az ERa

receptor expresszié mértékét. Ugyanakkor Davey és mtsai. (2007) arrdl szamoltak be, hogy
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huméan MCF-7 emloérak sejtekben az arzénnak alacsony dézisokban nincs hatdsa az ERa mRNS
expresszios szintekre, azonban nagyobb doézisokban az As csokkentette a képz6d6 mRNS
mennyiségét az ERE expressziojanak gatlasa révén.

Egér neuronokban a BPA szignifikansan novelte a képz6dott mRNS mennyiségét, ezzel
szemben patkany sejtkultirakban az alkalmazott BPA csokkentette az ERo expressziot a
kezeletlen mintdkhoz viszonyitva. Hasonl6 eredményt figyelhettiink meg Xu és mtsai. (2014)
patkany sejtkulturdkkal végzett kisérleteiben, ahol a BPA a fejlettségi szinttdl fiiggden
gyakorolt hatast az ERa expressziora. A vizsgalatok sordn a BPA expozicio szignifikansan
csokkentette az ERa receptor expresszidt a 7. €s 21. posztnatélis napon kinyert mintakban, mig
a sziiletést kovetd 11. napon nyert mintdban novelte a képzddott mRNS mennyiségét. Ez utdbbi
azt jelenti, hogy az eredményeinkben BPA alkalmazédsa soran allatfajonként kapott eltérd
értekek a patkdnyok és az egerek kiilonb6zd fejlettségi szintjeibdl szarmazhatnak.

A leghangsulyosabb fajspecifikus kiilonbségek az ERB expresszio esetében mutathatok
ki, amelyben az ED-kezelés hatasai patkanyokban jelentdsek voltak, egerekben azonban
hianyoztak. Kovetkezésképpen az ERB receptor expresszid hasznos mutato lehet a jovében, de
csak patkany modellben alkalmazva.

Patkany idegsejt-tenyészetek esetén a megfigyelt ERB mRNS expresszids szintek
erdteljesen emelkedett értékeket mutattak ZEA esetében, mig egér mintdkban nem talaltunk
bizonyitékot arra, hogy a zearalenonnak lenne hatasa a receptor kifejezodésre. Adibnia és mtsai.
(2016) him patkanyokon végeztek kisérleteket és kutatasuk soran azt vizsgaltdk, hogy a ZEA
expozicid milyen hatdssal van a hereszovet és a sperma ERB receptor expressziojara. A
hereszovetben ZEA-nak alacsony és magas dozisokban nincs hatasa az ERB receptor mRNS
expresszio szintjére, ugyanakkor kozepes dozisokban fokozta a receptor kifejezddést. Az eldbb
emlitettek alapjan elmondhato, hogy a ZEA dozisfiiggé modon indukalhatja az ERB receptor
expressziot.

A patkany sejtkultrakban az arzén kezelés az ERB receptor expresszio erdteljes
emelkedését okozta, ugyanakkor egér neuronokban az As esetében nem talaltunk bizonyitékot
arra, hogy az arzénnak lenne hatdsa az mRNS expresszios szintekre. Az egér modellben kapott
eredményeinkhez hasonléan Davey ¢és mtsai. (2007) arr6l szamoltak be, hogy az arzénnak
alacsony dozisokban nincs hatdsa az ERB receptorokra csirke embriokban, de nagyobb
dozisokban az As csokkenti a transzkripciot az ERE expresszidjanak gatlasa révén (Watson &
Yager, 2007). Ezzel szemben Cimino-Reale és mtsai. (2008) egérbdl szarmazé sejtkultaran
végeztek kisérleteket és a kapott eredmények azt mutattdk, hogy az arzén ndveli az ERB

receptor expressziot a csontveld sejtekben.

30



A BPA-val kezelt mintdkban egyik ragcsaldo modellben sem figyeltiink meg valtozast.
Ez a jelenség valosziniileg azzal magyarazhatd, hogy a BPA 100-szor gyengébben kotddik az
ERSB receptorokhoz, mint az 178-6sztradiol (Hiroi et al., 1999).

Hipotézisiinket a jelen tanulmany eredményei tobb ponton is alatamasztjak. Jelentds
kiilonbségeket mértiink a patkany €s az egér ERa és ERB MRNS expresszios szintjei kozott,
rdadasul ez az eltérés a kezeletlen mintdk kozott is megfigyelhetd ERa receptor expressziod
esetében. A vizsgalt ED-k hatasa a fajok kozott nemcsak nagysagrendjiikben, hanem a hatas
iranyaban (gatld vagy stimulald jelleg) is eltértek a fajok kozott, ami alatamasztotta a
fajspecifikus ED-hatas sejtek szintjén torténé mikodését.

Az eredmények szerint az a kovetkez6 1épésiink, hogy meghatarozzuk, hogy mutat-e
koncentraciofiiggést az adott fajok érzékenysége. Az endokrin diszruptorok iranti
érzékenységet erdsen befolyasolja azok koncentracidja. Ezéltal kutatasunk kovetkezd 1épése,
hogy feltérképezziik, hogy adott allatfajok ED-k iranti érzékenysége hogyan fligg ezen anyagok
koncentraciojatol.

Az ED-k bizonyos dozisokban az emberi vagy allati szervezetbe jutva kémiai
szerkezetiiknek koszonhetden az ERa és ERB receptorokhoz kotddnek és ezen receptorokon
agonista vagy antagonista hatast valthatnak ki. Az ER-k konzervativ receptorok, példaul az ERa
esetében a ligandumkoté egység kifejezett hasonlosagot mutat a fajok kozott (White et al.,
1987; Gonzalez et al., 2019) — azonban az ER-okat hordozo sejtek megoszlasa kiilonbozhet a
ragesalofajok kozott. Példaul a kisspeptin pozitiv sejtek megoszlasa a hipotalamuszon beliil
eltérd a két faj kozott: egér hipotalamuszaban ezen sejtek nagy mennyiségben megtalalhatoak
a periventrikularis magban (a hipotalamuszban talalhato teriilet, amely kulcsfontossag
szerepet jatszik az agyalapi mirigybdl szdrmazd hormonok felszabaduldsaban), ellenben
patkanyban a kisspeptin pozitiv sejtek mennyisége ezen teriileten sokkal kevesebb (Ellenbroek
& Youn, 2016). Tovabba a fiziologias enzimek vagy receptorok és a specifikus enzim
izoformak mennyisége IS kiilonbozhet fajok kozott, de az allatok altalanos metabolikus
aktivitasa vagy a fejlodés liteme egerek és patkanyok kozott is valtozhat (Jocsak et al., 2019).

Az allatkisérletek tervezése soran figyelembe kell venni az Gigynevezett ,,3R-szabaly”-
t, amely az alabbiakbol tevodik Gssze: Replacement (helyettesités): az allatkisérlet helyett €16
allatok felhasznalasat nem igényld, tudoményosan elfogadott modszert vagy vizsgalatot kell
alkalmazni; Reduction (csokkentés): a leheté legnagyobb mértékben csokkenteni kell a
kisérletek soran felhasznalt allatok szamat; Refinement (finomitas): olyan modszerek
alkalmazasa, amellyel a kisérlet, a tenyésztés, a gondozas soran az allatnak minél kevesebb

szenvedést és fajdalmat okoznak (Graham & Prescott, 2015).
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Jelen tanulmany iranymutatast ad arra vonatkozolag, hogy adott ED-ok hatasat mely
fajon érdemes vizsgalni, ezaltal kutatasi eredményeink hozzajarultak ahhoz, hogy csdkkenteni
tudjuk a kisérletek soran felhasznalt allatok szamat. Kovetkezésképpen, ha tudjuk, hogy egy
adott faj nem érzékeny valamely endokrin diszruptorokkal szemben (példaul az egér ERa
receptorai az As és a ZEA hatasaira), akkor nem mérjiik rajta ezen ED-k hatasat, hiszen a
kisérlet eredménytelen lenne ¢s feleslegesen dldoznank fel az allatokat a kutatas soran. Ezzel
szemben, ha tudjuk, hogy egy faj érzékeny adott ED-okra (példaul a patkany ERa receptorai az
As és ZEA hatésaira), akkor érdemes méréseket végezni rajta, a kisérletiink eredményes lesz és
nem aldozunk fel sziikségteleniil allatokat a vizsgalatok soran.

A helyettesitéshez (Replacement) azonban hozza kell tenni, hogy vannak olyan
kisérletek, ahol mindenképpen sziikséges €16 allaton is kisérletezni, példaul abban az esetben,
ha egy adott anyag vemhes allatokra gyakorolt teratogén hatasat szeretnénk kizarni. A hires
thalidomid hatéanyagot nem vénykoteles nyugtatdszerként és a terhes ndk reggeli rosszulléte
ellen hato gyogyszerként alkalmaztak az 1950-es €s 1960-as évek elején. A ragcsalokon végzett
elézetes toxikologiai vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a ragcsalok a thalidomidot jol
toleraltdk és még nagy dozisokban adagolva sem volt teratogén, ami arra a kdvetkeztetésre
vezetett, hogy ez a hatbanyag nem toxikus és biztonsagos (Barsch & Otte, 2010). Viszont az
1960-as években nyilvanvalova valt, hogy a thalidomid alkalmazasa tobb ezer gyermeknél
stlyos sziiletési rendellenességeket eredményezett (Kim & Scialli, 2011). Késobb kideriilt,
hogy a thalidomid erds teratogén hatéssal rendelkezik emberben, féemldsdkben és nyulakban
(érzékeny fajok), viszont ragcsalokban példaul patkanyokban és egerekben nem rendelkezik
ilyen hatassal (rezisztens fajok) (Lee et al., 2011). Ezaltal a thalidomid katasztrofa el6szor hivta
fel a figyelmet arra, hogy faji kiilonbségek vannak a gyogyszerekre adott
reakciokban/valaszokban.

Azonban a faji kiilonbségek nemcsak a gydgyszerek iranti érzékenységben figyelhetdek
meg, a bizonyos kornyezeti valtozasokra valaszul adott mRNS expresszids szintek a fajok
kozott is jelentdsen eltérhetnek. Ezt kiilonbséget lathatjuk a koleszterin €s a telitett zsirsav
bioszintézisében részt vevd gének szabdlyozasanak mechanizmuséaban is. A koleszterin és a
telitetlen zsirsav bioszintézisében részt vevo specifikus géneket a majsejtekben 1€vo specialis
inhibitorok szabalyozzak. Ezen gatlasi mechanizmus nagyobb mértékii volt patkanyokban, mint
egerekben (Rondini et al., 2016). Mindazonaltal némely esetekben ellentétes hatasok is
megfigyelhetdek: az angiotenzin II hatdsa gatolja az STC-1 gén expressziot him C57Bl/6
egerekben, ellenben him Wistar patkanyokban stimulalja ezen gén kifejezodését (Law et al.,

2012). Ugyanakkor nemcsak az altalunk vizsgalt ED-k hatasaiban tapasztalhatoak eltérések a
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fajok kozott. A DDT (diklor-difenil-trikloretan) erés Osztrogénszer(i hatassal rendelkezik, a
szervezetbe jutva megvaltoztatja a génexpresszidot. Azonban a DDT kezelés hatasara
patkanyokban és egerekben 51 specifikus gén mutatott fajspecifikus expressziot (Kwekel et al.,
2013). Az emberek ¢és az allatok kozott is 1ényeges faji kiillonbségek figyelhetéek meg. Az
emberek ¢és a ragesalok kozponti idegrendszerében taldlhatd neurotrof faktor gének
szabalyozasanak specifikus mechanizmusai 1ényegesen eltérnek egymastol (Aid et al., 2007).
Az elébb emlitett példak miatt fontos a kisérlet koriiltekinté megtervezése, a megfeleld
kisérleti modell megvalasztasa, annak érdekében, hogy minél kevesebb allatnak okozzunk
szenvedést, illetve fajdalmat, tovabba minél eredményesebb legyen a kisérletiink, maskiilonben
feleslegesen aldoznank fel kisérleti allatokat a tudoméany oltardn. A vizsgalataink soran
bebizonyosodott, hogy még a ragcsalofajok kozott is szignifikans kiilonbségeket figyelhetiink
meg az ED-k altal kivaltott ERa és ERB receptor expresszios szintekben, igy még inkabb
fontossa valt a kisérleti modell kdvetkezetes megvalasztdsa (az adott faj érzékenységének
figyelembevételével) a kisérlet eredményessége és a ,,3R-szabdly” betartdsa érdekében.
Mindemellett a fajok kozti ED-okra adott valaszok kozotti kiilonbségek lehetdsége erds
befolyasold tényezd lehet az ED-tesztelési protokollokban. Kisérleteinkben figyelembe véve a
fajspecifikus valaszokat, csokkenthetjiik az ED-kezelések téves azonositdsanak kockéazatat, igy
pontosabb adatokat nyujthatunk az ED-k jovobeli teszteléséhez €s azonositasahoz, tovabba a

megfeleld kisérleti modell megvalasztasdhoz.
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8. Osszefoglalo

Az endokrin diszruptorok (ED-k) olyan kornyezeti szennyez6 anyagok, amelyek egy
bizonyos dozisban az allati vagy emberi szervezetbe keriilve megzavarjak egyes endogén
hormonok, példaul az Osztrogének fiziologiai szabalyozasi Utjait. Kémiai szerkezetiiknek
koszonhetéen képesek kotddni az dsztrogén receptorokhoz, igy az endokrin rendszert alkotd
receptorok agonistajaként vagy antagonistajaként hatast gyakorolnak a hormonalis mtikddésre.
Jelen tanulmanyban az arzén, a biszfenol-A (BPA) és a zearalenon (ZEA), mint endokrin
diszruptorok alfa- (ERa) és béta (ERB) Osztrogén receptorok mRNS expressziora kifejtett
hatasat vizsgaltuk patkany és egér modellen. Az arzén a foldkéregben, talaj- és ivovizben
el6forduld vegyiilet. A BPA a millanyaggyartds soran keletkezO melléktermék. A ZEA
kiilonb6ozé gabondk penészgomba-fertézése soran termelddd mikotoxin. Ezen anyagok erds
hormon- és szaporitorendszert karosito hatassal rendelkeznek.

A vizsgalatok folyaman feltételeztiik azt, hogy az ismert endokrin diszruptorok hatdsa
nemcsak nagysagrendben térhet el a két vizsgalt allatmodellben, hanem ezek a szerek altal az
ERa és ERB receptorokra kifejtett gatlo- illetve stimulalo hatas a két allatfajban eltérd lehet.
Kutatdsunk sordn Sprague-Dawley torzsbe tartozd patkanyokbol és C56BL/6 egerekbdl
szarmazo kisagyi szemcsesejt kultirakat allitottunk el6, kezeltiik a korabban emlitett ED-kal,
majd gRT-PCR vizsgalatot végeztink az ERa és ERB MRNS expresszid szintjének
meghatdrozasara.

Az ED-kezelések jelentds kiilonbségeket okoztak a patkany- és az egérmintak kozott;
ez a jelenség azonban a kezeletlen ,,ntC” mintdkban is megfigyelhetd. Az egér ERa receptor
mRNS szintje szignifikansan magasabb volt, mint a megfelelé patkanymintakban, mig az ER3
mRNS szintek kozel azonosak voltak mindkét fajban. Az ED-k &ltal indukalt valtozasok
erételjesebbek voltak patkany mintakban, mint az egérében; tovabba figyelemre mélto
kiilonbség figyelhetd meg a kezelések kozott a patkdnyok 6sszes mintajaban, kivéve a BPA-s
kezelést. Ez utdbbinak csak az ERa expressziora volt gyenge hatasa.

Kisérleteink soran részben (a BPA kivételével) megallapitast nyert a feltételezésiink,
miszerint a fajok k6zo6tti ED-hatasok nemcsak nagysagrendjiikben, hanem a hatasuk iranyaban
is eltérhetnek egymastol. A fajok kozotti kiilonbségek a fajspecifikus hatdsmechanizmusbol,
velesziiletett enzimekbdl vagy receptorokbdl, az allatok altalanos metabolikus aktivitdsabol
vagy az eltérd fejlodési litemébdl is szarmazhat. Mivel mar ragcsalofajok kozott is jelentds
kiilonbségeket figyelhettiink meg, igy fontos az allatmodellek koriiltekintdé megvalasztasa

(,,3R-szabaly”).
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9. Summary

Endocrine disruptors (EDs) are environmental pollutants, that, in case of exposure,
disrupt the physiological regulation of specific endogenous hormones, such as estrogens, in
animals or in the human body. EDs may have a molecular structure similar to estrogens, thus
the substances can bind to estrogen receptors, evoking agonistic or antagonistic hormone
effects. In the present study, we’ve tested the effects of arsenic, bisphenol-A (BPA) and
zearalenone (ZEA) as endocrine disruptors on estrogen receptor alpha (ERa) and beta (ERP)
MRNA expression in a rat and mouse model. Arsenic can be found in the earth's crust, it can
contaminate the groundwater and drinking water. BPA is a by-product of plastics production.
ZEA is a mycotoxin produced by molds, usually found in contaminated grain products. These
substances have a strong influencing effect on the hormonal and reproductive system.

In the present experiments, we hypothesized that the differences in ED effects between
species will be observed not only in magnitude, but the inhibitory or stimulatory nature of the
effects on hormone receptor expression may be different between species. In our study we used
Sprague-Dawley rat-derived and C56BL/6 mice-derived cerebellar granule cell cultures and we
treated them with the previously mentioned EDs. After incubation, we used qRT-PCR to
determine the levels of ERa and ERP mRNA expression.

A clear difference between rat and mouse samples can be seen after the treatments;
however, this phenomenon can be observed in the untreated “ntC” samples as well. Specific
receptor mRNA levels of mouse ERais significantly higher than in the corresponding rat
samples, while ERB mRNA levels were nearly equal in both species. Induced changes were
more potent in rats than in mice; furthermore, a notable difference between treatments could be
observed in all of the samples from rats except after the “BPA only” treatment. The latter had
a detectable but weak effect only on ERa receptor expression.

In our experiments, our hypothesis was proved partially. Interspecific ED effects may
differ not only in magnitude, but also in the agonistic/antagonistic nature of their effects.
Differences between the two species may also be caused by species-specific mechanisms of
action, variations in innate enzymes or receptors or in the general metabolic activity of the
animals, or in different rates of development. As significant differences have already been
observed between rodent species, thus, it is important to choose animal models carefully before

planning an experiment (“3Rs rule”).
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Iy [ A L T T
Elérhetoség (e-mail cim):. SEaE T EATAG G CE D e
A feltdltendd mii cime: 493, QURTERCLA, Bp 25ARALERDD FRS B3 FAR, TRAVPXRINGIORR
A mii megjelenési adatai: LIPLONANIORMY A0, Lol
Az dtadott FAI0K SZAMAT A BB vcici i s s s R v

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem kizardlagos
jogot biztosit a HuVetA szamaéra, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatdsa nélkiil. a
megérzés és a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF forméara
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférheté) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbdl kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és meg6rzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabbd, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mds szerzéi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzéi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt mtvek korlatlanul hozzaférhetdvé valjanak
>< a vilaghalon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korldtozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhatd, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltsltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzéaféréssel).
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasit a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mé képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéllapodassal a miire
vonatkozdan.

A HuVetA iizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek irdnyaban
nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslésdra. ha valamely felhaszndlé a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2020. év ... 4........... hé ... 43...nap

alairas
szerzd/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutyra Ferenc Konyvtdr, Levéltdr és Miizeum dltal miikodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban Osszegyijtse, rendszerezze,
megdérizze, kereshetdvé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabalyozasok
figvelembe vételével.

A HuVetA a korszerd informatikai lehetdségek felhasznalasdval biztositja a konnyi, (internetes
keresdgépekkel is miikidd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folyéiratok impakt faktordanak novelése;

- az Allatorvostudomdnyi  Egyetem és az  egyiittmitkodé  partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatasa.

46



