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1. Bevezetés

A kornyezeti endokrin diszruptor (ED) kifejezés azon vegyiletek jellemzésénél hasznalatos,
amelyek — akar igen kis ddzisban is — képesek befolyasolni az emlés hormonrendszer élettani
szabalyozasat, igy karositva a szervezet neuroendokrin funkci6it. A hormonrendszer
egyensulyanak felborulasa az un. ,feed-back” mechanizmusok, és a sejten bellli jelatvitel
folyamatok karosodasanak kovetkezménye, amely ezen testidegen vegyiletek hatasanak
k&szdnhetd.

Az ED-ok szinte mindenhol megtalalhatéak. Az allati és az emberi szervezet folyamatosan
tébb, kildénbdzé forrasbdl szarmazé ED hatasanak van kitéve. Ezen vegylletek legtdbbje
kllénbdz6 mddokon képes a szervezet véddrétegein atjutni. Oralis uton a tapcsatornaban
felszivodva, esetleg a béron keresztul direkt — sebeken keresztiil indirekt — médon bekertlve
a szovetekbe, illetve nyalkahartydkon (szem-, orriireg-, szaj-, €s légutak nyalkahartyajan)
keresztll is bejuthat a szervezetbe. Egyes ED hatasu vegyuletek képesek mas vegyiiletek
felszivodasat megkdnnyiteni, esetleg az élélény immunrendszerét legyengiteni, mindezzel a
diszruptor hatast erésiteni.

Ha az él6élény neuroendokrin szabalyozasa zavart szenved, az egyedszinten sulyos
fejlédéstani, és élettani elvaltozasokat is okoz. A felszivodott vegyllet a szervezet
legklldonbdzébb pontjait karosithatja. Az ED-ok hatassal vannak a vér alakos elemeinek
alakulaséra, jelenlétik esetén a keringd immunsejtek szama és hatékonysaga lecsdkken; a
vese és a maj detoxifikalé hatdsa séril; a homeosztazist szabalyozd hormondlis rendszer
jelatviteli utvonalai és a kozponti idegrendszer miikddése is zavart szenved. Az Allatok
szaporitdé szervrendszeinek karositasa kovetkeztében Aallattenyésztési problémakat, és igy
jelentds — a gazdasagra nézve karos - hatast is képesek ezek az anyagok eléidézni.

Az alabbi doktori dolgozat alapjaul szolgal6 kisérletek soran négy jol ismert és széleskoriien
elterjedt ED hatasat vizsgaltunk meg. A biszfenol-A (BPA) mianyagok ipari eléallitasa soran
keletkezik mint melléktermék; A zearalenon (ZEA) egy az allati takarmany gombafert6zése
kovetkeztében termel6dd mikotoxin ismert kdros szaporodasbiolégiai hatassal; az arzén (As)
egy a talaj- és ivovizekben el6forduld metalloid vegyulet erds citotoxikus és hormonrendszert
karosité hatéssal. A kamfort (MBC) tavol-keleti kulturaban fliszerként, illetve illatanyagként
hasznaljak, emellett a kozmetikai és gyogyszeriparban is széleskoriien alkalmazzak.

A pajzsmirigy hormonok (TH) aktiv formajaként ismert trijéd-tironin (T3), és a pajzsmirigyben
a T3 prohormonjaként szintetizal6dé tiroxin (T4) elsédlegesen egy a szoveti metabolizmust
serkentd funkcioval rendelkeznek. Elvalasztasuk a neuroendokrin rendszer részeként miik6dé
hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengely (HPT) szabdlyozasa ald esik. A HPT tengely

visszacsatolasos T3 és T4 szintet szabalyoz6 mikodését a kdrnyezeti ED-ok igen sok ponton



képesek befolyasolni, igy sulyos fejlédéstani és élettani problémaknak lehetnek el6idézéi akar

a kdzponti idegrendszerben is.

Az 0Osztrogének — Osztron (E1), dsztradiol (E2) és Osztriol (E3) — az éllatok reproduktiv
folyamatait szabdalyoz6 szteriodhormonok. Ezen hormonok felelnek a néi szaporitdszervek
megfeleld fejlédéséért, és a ndi nemi ciklus kialakitasaért is, valamint a himekben is fontos
szabalyoz6 szereppel rendelkeznek. Hasonloképp a HPT szabalyozasi mechanizmusaihoz,
az E2 szintjét is a neuroendokrin rendszer allitja be a hipotalamusz-hipofizis-gonad (HPG)
tengely segitségével. Az 6sztrogének minden egyes emlGs sejt fejlédésének szabalyozasaban
fontos szereppel rendelkeznek. Ha a HPG tengely kényes szabalyozé hatasa felborul, az
daganatok képz6désével jarhat az els6dleges és masodlagos reproduktiv szervekben (pl.
mellrak, prosztatarak). Az Osztrogének emellett a kdzponti idegrendszer fejlédésének és
mikddésének is fontos regulatorai. A kdros 6sztrogén szintet az irodalomban 6sszekapcsoljak
a magasabbrendl kognitiv folyamatok sériilésével, a szinapszisok mikddésének
karosodaséaval és ezek kdvetkeztében kialakuld6 masodlagos viselkedésbeli és pszicholdgiai

problémak kialakulasaval.

Az E2 és THK hatasa féként ezen hormonok sajat magreceptoraihoz — az 0Osztrogén
receptorokhoz (ER) és pajzsmirigy hormonreceptorokhoz (TR) — kétédve nyilvanul meg. Ezen
receptorok a sejt belsejében talalhatd, ligand-modulalta transzkripcios faktorokként mikodnek.
Aktivaciojukat a megfelel6 célgének (ERt és TRt kddol6 DNS szakaszok) transzkripcioja
koveti. Az ED-ok hormonrendszert karositd tulajdonsaganak oka a vizsgalt vegyuletek ezen
magreceptorok aktivald képességében keresendd. Tekintve hogy az E2 és a pajzsmirigy
hormonok 6n- és egymas receptorainak atirédasara is hatassal vannak, és az idegsejtek
fejlédését és élettanat is szabalyozzak, a rendszer sérlilése (az ED-ok hatasara) elsédlegesen
a neuroendokrin hormonok és receptoraik szintjén nyilvanul meg. Ezt kdvetéen az organizmus

fejlédése (aktivacids hatas) és élettana (modifikacids hatas) is zavart szenvedhet.

A kulénboz6é kornyezeti endokrin diszruptor anyagok hatasa a kozponti idegrendszerre
6nmagukban, és kombinacidjukban sem ismert. Hianyoznak az irodalomban elérhet6
publikaciok a kilonb6zd ED-ok intracellularis jelatvitelre gyakorolt hatasarél, illetve a
vegylletek adott receptor agonista/antagonista karakterének azonositasa sem tértént még
meg. Figyelembevéve e vegylulet tipus magas kornyezeti el6fordulasat, felmertl az igény egy
— az ED-ok hatasat onmagukban és kombinaciéjukban - vizsgalé kisérletsorozat
végrehajtdsara. Ennek eredményekeént fény derilhet e kdros anyagok esetleges kumulativ

élettani hatasara.



2. A kutatas jelentdsége és a kitlizott célok

Az emberi és allati szervezet igen gyakran kapcsolatba keriil endokrin diszruptorokkal. Az ED-
ok szinte barhol megtaldlhatéak kornyezetiinkben, és az inkorporaciot kovetéen
feltételezhetéen felerGsitik egymas hatasat (esetlegesen legyengitik az egyed
immunrendszerét). A neuroendokrin  szignalizaciés  Gtvonalak  bonyolultsdganak
kovetkeztében az ED-ok pontos hatasmechanizmusa nem ismert. Az adott szervek
(hipotalamusz, hipofizis, pajzsmirigy, gonadok) m(ikddése és a termelt hormonok
szintézisének, szallitasanak, és lebontasanak megzavarasa mellett az ED-ok féleg a hormon-

receptor kapcsolatrendszert zavarjak meg.

Az ED-ok okozta zavar a hormondlis jelatvitelben annak kdszénhetd, hogy ezen vegylletek
képesek megkotédni az 6sztrogén (ERa és ERP) és a pajzsmirigy hormonreceptorokon (TRa
és TRp). Agonista vagy antagonista modon befolyasolva a receptorok mikddését az
intracellularis jelatviteli dtvonalak és a visszacsatolo szabalyozas zavart szenved. Az elérhetd
irodalom és kutatécsoportunk mar publikalt eredményei is feltételezik. hogy az ED-ok
onmagukban és kombindciéban az 6sztrogén és pajzsmirigyhormonok kozti egyensuly

megzavarasaval a fejlédésben lévé idegrendszert maradanddan karosithatjak.

A Kkisérletink célja annak bizonyithsa miszerint a kiilonb6zé koérnyezeti endokrin
diszruptorok hatasa karos az idegsejtek fejlddésére nézve, és ez a hatas additiv —
0sszeadddik. A hipotézis igazolasara a biszphenol-A (BPA), zearalenon (ZEA), arzén (As) és
4-metilbenzilidén kamfor (MBC), négy széleskorlien elterjedt és ismert ED hatasat vizsgaltuk
meg oOnalléan, majd a kombinalt hatdsukat is teszteltik. A vizsgalatunk céljai a kdvetkez6k

voltak:

A. A négy ED (BPA, ZEA, As, MBC) hatdsanak vizsgalata 6nmagukban és kombinaciéban a

TRa, TRP és ERP receptorok mRNS és fehérjeexpresszios szintjére idegsejtekben.

hatasok kivaltotta kilénbségek kimutatdsa az 0©sztrogén és/vagy pajzsmirigy hormon

hianyaban és jelenlétében.

C. Az idegszovetet alkoto, az idegsejtekkel szoros kapcsolatban lévd gliasejtek hianyaban
fellépd valtozasok detektalasa a TRa, TRB és ERPB receptorok expresszidjaban mRNS és

fehérjeszinten az ED kezelés hatasara.



3. Anyag és modszer

A hipotézisiuink igazolasahoz patkany primer kisagyi szemcsesejtkultarat hasznéltunk. Az
idegsejtekben megtalalhatéak az 6sztrogén- és pajzsmirigy hormon receptorok, a gliasejtek
jelenléte szabalyozhaté a rendszerben, a sejtkultira nagy mennyiségben elballithaté és a
kisérleti korilmények igényeinknek megfeleléen kontrollalhatok.

A sejtkultura eléallitdsahoz 7 napos him és ndstény Wistar patkanyokat hasznaltunk. A
vemhes néstények az ellés varhatd ideje elétt minimum négy nappal érkeztek meg a
beszallitétél. Az allatokat megfeleld kortilmények kdzott ad libitum etetés és itatas mellett 12-
12 oras sotét-vilagos ciklusban tartottuk. A rokonségi kapcsolatokat figyelemmel kisértik,
egyazon alom allatait kiilénb6z6 kezelési csoportokba osztottuk be. Kisérleteinket a Szent
Istvan Egyetem allatjoléti bizottsaga és a regionalis allatvédelmi hatésag engedélyezte (az
allatvédelmi engedély szama: XIV-I-001/2201-4/2012).

A kisagyat a 7. posztnatalis napon tavolitottuk el. A szdvetet enzimatikus kezelés nélkiil
szérum és szteroidmentes médiumban szuszpendaltuk. Az inkubacié elsé napjan (a killtetést
kévetd 24. oraban) a mintak fele arabinofuranozid-citidin (AraC) kezelést kapott, a glia
szaporodasanak megakadalyozasa céljabdl (Glia- csoportok). A mintdk masik fele kezeletlen
maradt (Glia+ csoportok). A 7 napos inkubacios idét kdvetden a sejtek az atlagos kdrnyezeti
szennyezdértéknek megfelelé koncentracidju ED (BPA, ZEA, As, MBC vagy ezek
kombincidja) kezelést kaptak. A mintak egy része E2 és/vagy T3 és/vagy T4 kezelésen esett
at.

Az ER és TR receptorok mRNS expresszidjanak detektalasara a sejteket 6 oraval a kezelés
utan takaritottuk be, majd kvantitativ real-time PCR modszert alkalmaztunk. A fehérjeszintet
18 oraval a kezelések utan Western blot médszerrel detektaltuk.

Az eredményeket mindkét esetben a kezeletlen kontroll (ntC) mintakhoz normalizaltuk. A
kontroll értékét tnkényesen 1-nek vettilk, eredményeinkben a tovabbi kisérleti csoportokbdl
mért értékeket az ntC értékhez mért ardnyukban abrazoltuk. A statisztikai analizis céljabdl
egy- és kétutas ANOVA modszert és Tukey post hoc elemzést hasznaltunk, majd az

eredményeinket az EXCEL és a GraphPad Prism (4.0) segitségével értékeltiik ki.



4. Eredmenyek megbeszélése

Biszfenol-A

A glia jelenlététdl fuggetlen mddon, a glia tartalmu és a gliacsokkentett mintdkban egyarant
hasonl6 mddon valtoztatta meg a BPA a vizsgalt receptorok mRNS expresszidjat. A kezeletlen
kontrollhoz képest a BPA dnmagaban erbteljesen lecsdkkentette a génexpressziét. Fontos
leszbgezni, hogy a jelen kisérlet bizonyos mintaiban ,eléallitott” E2 és T3 deprivalt kdrnyezet
igen messze all az élettani allapotoktdl, de a BPA jelatviteli Utvonalakra gyakorolt hatasairol
Osszetettebb képet kaphatunk ezen mintdk eredményeinek vizsgalataval. A vizsgalt hormonok
mellett adagolva az ED minden kezelési parban (azonos hormonok mellett ED kezelt és ED
kezeletlen csoportok dsszehasonlitdsakor) megnoévelte a génexpressziét. Az irodalomban
elérheté adatok hianyanak koévetkeztében csak hipotéziseink lehetnek az er6teljes
transzkripciot megndvel6 hatas okara. A BPA feltételezhetben indirekt mdédon hat a
génexpresszid valtozasara, az ED altal aktivalt receptorok csak felerésitik a hatasat.

A transzlacio szintjén a BPA hatasa minden kezelési csoportban gyengébbnek bizonyult, mint
amit a transzkripciés szinteken mértiink, azonban az ED kezeletlen mintakhoz képest igy is
erbteljes serkentd hatast figyeltiink meg minden BPA kezelt csoportban, igy a transzkripciés
szinten ellentétes hatast mutaté ,csak BPA” kezelt csoportban is. Ezen eredmények — a
transzkripcio és transzlacié kozott tapasztalt kiulonbségek — alapjan feltételezhet6, hogy az
MRNS és fehérjeexpresszids folyamatok kozoétt bizonyos regulaldé mechanizmusokra (pl.
mikroRNS szabalyozas) is igen er6s hatasa van a BPA-nak.

Fehérjeszinten a gliasejtek a BPA-hatasat csak a TRa receptor expresszid esetében
modulaltak. Az eredményeink kimutattak, hogy a TRB és ERP receptorok expresszidja
er6teljesen modosul a BPA hatasara a glia jelenlétében is, azonban in vitro — feltételezhetéen
in vivo — kérnyezetben a gliasejtek szabalyozni képesek a BPA TRa receptorexpressziora
gyakorolt hatasat. A (gliasejtek hianyaban minden ED kezelt csoportban megnétt a
fehérjeexpresszid. A kisérleteink fényében kijelenthetd, hogy a BPA az idegsejteken endokrin

diszruptorként viselkedik.

Zearalenon

A ZEA a BPAhoz hasonlé médon minden ED kezeletlen csoporthoz képest megndvelte a
receptor mMRNS expresszidjat a ZEA kezelt parokban. A gliasejtek moduldlé hatasara
transzkripcios szinten nem talaltunk bizonyitékot. A kisérletekben hasznalt ED-ok kézil a ZEA

volt az egyetlen, amely minden kezelési csopotban legatolta a receptorexpressziot. Jelen



mikotoxinrol ismert hogy agonista és antagonista madon is képesek bizonyos receptorokat (pl.
az ERa és ERp receptort) befolyasolni, azonban a jelatviteli utakra gyakorolt pontos hatasuk
még nem ismert. Ennek fényében eredményiink kuléndsen fontos lehet, hiszen az
intracelluléaris jelatvitel végpontjdban (a transzkripcibban) mindenhol gatl6 hatast
tapasztaltunk.

Ez a gatld hatas a transzlacidé szintjén eltlinik, a ZEA hatadsanak iranya megfordul.
Fehérjeszinten a ZEA minden ED kezelt csoportban (az ED kezeletlen parokhoz képest)
megnovelte mindharom vizsgalt receptor expresszios szintjét. A gliasejtek protektiv hatasara
csak a TRa receptor expresszidjanak szintjen talaltunk bizonyitékot. A gliacsOkkentett
mintdkban minden esetben megnétt a fehérjeexpresszio, ezzel ellentétben a glia tartalmu
mintakban ez a hatas csak akkor volt detektalhaté ha a pajzsmirigyhormonok hianyoztak a
sejtek kdrnyezetébdl. Az eredményeinkbdl feltételezhetd, hogy a T3 és T4 egyfajta védekezé
hatassal bir az idegsejteken abban az esetben ha a glia modulalé hatasa kiesik. A TRB és
ERP esetén nem talaltunk hasonlé kilénbséget. A mért ZEA hatasok alapjan kijelentheté hogy

a gombatoxin is endokrin diszruptor hatassal rendelkezik az idegszdveten.

Arzén

Arzén kezelés utdn mRNS szinten mindharom vizsgalt receptor esetén detektalhat6 volt a glia
modulalé hatdsa. Azokban a csoportokban amelyekben a szemcsesejtek gliasejtek
jelenlétében kaptdk az EDt, az arzén kezelt és kezeletlen mintak kozott nem talaltunk
kulénbséget. A gliacsOkkentett sejtkultirakban azonban az arzénkezelt mintakban erételjesen
lecsOkkent az mRNS expresszié az As kezeletlen mintakhoz képest.

A transzlacio szintjén is megfigyelhetd volt az arzén erés receptorexpressziéra gyakorolt gatld
hatadsa. Az ERB receptor esetében gliat tartalmazé mintdk eredménye minden esetben
korrelalt a kezelési csoportoknak megfeleld mintakbdl mért transzkripciés hatasokkal. A TRa
és TR receptor esetén az eredmények nagyfoku varianciat mutattak, de az arzén gatlo hatasa
ezekben a csoportokban is mérheté volt. A gliacsokkentett mintak fehérje expresszidja a
transzkripcidhoz hasonlé mintazatot mutatott, az ED gatlé hatasanak mértéke kismértékben
lecsOkkent a transzlacié szintjén, de igy is sokkal potensebbnek bizonyult, mint glia
jelenlétében. A gliasejtek feltételezhetden lecsdkkentik az arzén ismert apoptotikus hatasat az
idegsejteken, igy csak az ERB receptor expresszidja modosult, ezzel bizonyitva az arzén

endokrin diszruptor tulajdonsagat.



4-metilbenzilidén kdmfor

A vizsgalt endokrin diszruptorok kézil a kamfor ERB receptor mRNS transzkripciéra gyakorolt
modulalé hatasa volt a legnagyobb. A vegyllet glia jelenlétében a pajzsmirigy hormon
receptorok expresszids szintjét is megndvelte, azonban ez az erételjes serkent6 hatas a
gliamentes mintakban nem volt detektalhatd. A gliasejtek hianyban az MBC erételjes gatld
hatassal birt a TRa és TR receptorok mRNS expresszids szintjére.

Az irodalomban elérhet6 adatok alapjan a kamfor hatasa féként a pajzsmirigyhormonok
intracellularis jelatvitelén érvényesiil. Ezt a hatast detektaltuk fehérjeszinten is, a T3 és T4
kezelt kisérleti csoportokon az MBC igen potens a receptor fehérje expresszidjat serkentd
hatast tudott kivaltani. Gliasejtek jelenlétében ez a serkent6 hatas alacsonyabb volt. Ez a
jelenség TRa és ERp receptor esetében kialakitott kisérleti csoportokban volt megfigyelhet6,
a TRP receptor esetében a kdmfornak nem volt hatdsa. Gliasejtek hianyaban ez a hatas
mindharom receptoron megfigyelheté volt.

Osszességében a kamfor ED hatasardl kijelenthetd, hogy a BPA, ZEA és Arzéntdl eltérd
maodon hat, a hatast a gliasejtek és a pajzsmirigy hormonok jelenléte erételjesen befolyasolja,

és ez az ED hatas mérhet6 az idegsejteken.

A kombinalt ED kezelés hatasa

Az ED-ok kombinalt hatasara bekdvetkez6 legjelentésebb valtozasokat a glia tartalmu
mintakban talaltuk, 6sztrogén és trijodtironin hianyaban. A TRa, TRB és ERB receptorok
MRNS szintje a tobbi kezelési csoportban is megnétt a kombinalt kezelés hatasara, a glia
csokkentett csoportokban is. Transzkripciés szinten a legtobb minta értékei igen magas
varianciat mutattak. A kulénb6zé ED-ok mas-és-mas pontokon befolyasoltdk a sejtben
talalhaté intracellularis Utvonalakat, egyes receptorokon agonista, mas receptorokon
antagonista médon hatva, és ezen folyamatok dsszessége a kulonb6zé mintakban erételjesen
valtozé eredményt hozott. Az E2 és T3 hianyaban tapasztalhatoé erételjes kombinalt ED hatas
a gliasejtek jelenlétében is detektalhatd volt. Ez az eredmény kuléndsen fontos annak
fényében, hogy az egyedfejl6dés soran a neuroendokrin hormonok szintje erételjesen valtozik,
igy a fiatal szervezeten az ED-ok hatasa sokkal potensebb lehet, mint a mar kifejl6dott
egyeden torténd modifikaciés hatas.

Az eredményeink alapjan kimondhato, hogy a vizsgalt receptorok transzlacioés szintjén az adott
receptorok expresszidjanak valtozasaért mas-és-mas ED-ok lehetnek felelések. A TRa
receptor fehérje expresszidjara az MBC hatasa bizonyult a legerésebbnek. A kombinalt

kezelés hatédsa ezen a receptoron az MBC hatasaval szinte megegyezett, a serkent6 hatés a



BPA, ZEA és As hatasanal erételjesebbnek bizonyult. Feltételezhetéen a kamfor hatas olyan
potens, ami ,eltakarja” a mellette adott tovabbi endokrin diszruptorok hatasat.

A TRPB receptor expresszibja erbteljes hasonlésagot mutatott az As és MBC kezeléshez,
ezekben a kezelésekben az ED okozta receptorexpresszi6 nem mutatott eltérést az ED
kezeletlen mintdkbol mért értékekhez képest. Tekintve hogy a BPA és a ZEA 6énmagaban
megnovelte a fehérjeexpressziot, szinte bizonyosan kijelentheté hogy a kombinalt kezelés
soran ezen diszruptorok hatasa nem érvényesilt. Lehetséges hogy a BPA és a ZEA
intracellularisan egymasnak ellentétes hatdsmechanizmussal rendelkezik, igy kombinalva
kioltjak egymas modulalé képességét. Esetleg az As és MBC olyan er6sen modosithatja ezen
Utvonalakat, amely — a TRa receptor esetéhez hasonldan — ,eltakarja” a BPA és a ZEA hatasat.
Ezen eredmény ismeretében kijelenthetd, hogy a kombinalt ED kezelés hatasa nem feltétlen(l
additiv.

Bizonyos ED-ok az ER receptor fehérje expresszid esetén is erételjes eltérést mutatnak a
kombinalt kezelés hatasara. Az ,ED koktél” minden mintaban nagyjabdl 2.5-szeres ndvekedést
okozott az ED kezeletlen mintakhoz képest. llyen mértékii eltéréseket a BPA és a ZEA
kezelések alkalmaval tapasztaltunk, az ER[ receptor expresszidjat az As nem emelte meg, a
kamfor azonban meghatszorozta. Ennek kovetkeztében feltételezheté a BPA és a ZEA
dominanciaja az ERP receptor expresszidjan. Jelen eredmény tdbbféle mdédon is megjelenhet
a sejtekben a transzlacié szintjén: 1.) A négy ED hatasa ,kiatlagolddhat”. Lehetséges hogy az
arzén lecsokkentette fehérjeexpresszio és a kamfor serkentette valtozasok bizonyos jelatviteli
utvonalak szintjen kiegyenlitédnek. 2.) Az ERB receptor esetében a BPA és a ZEA
rendelkezhet a kdmfort és az arzént ,eltakaré” hatassal. 3.) Elméletileg lehetséges a sejtek
energiahaztartasanak kimerilése az ED-ok hatasara, az erételjes transzkripcio és transzlacio
ugyanis igen energiaigényes. Ennek kovetkeztében csak egy megadott szintig ndvekedhet a
fehérjeexpresszid mértéke, igy az a BPA és a ZEA hatasanak szintjén megallt. Ennek az
elméletnek azonban ellentmond az 6nall6 MBC kezelés hatdsara kialakulé robusztus fehérje

expresszios szint.

Az eredményekrél dsszességlikben elmondhatd, hogy a vizsgalt ED-ok minden esetben
befolyasoltdk egyes receptorok mRNS és/vagy fehérjeexpresszidjat. Mindegyik vegyiilet
rendelkezett endokrin diszruptor hatassal az idegsejteken. A gliatartalmi és gliacstkkentett
mintak kozott tapasztalt kulonbségek feltételezik bizonyos — a transzkripcid elétt, és a
transzkripcio és transzlacio kozott taldlhatdé — regulélo folyamatok meglétét, illetve az ED-ok
képességét ezen folyamatok hatdsdnak moduléladséara. A gliasejtek dejodinaz aktivitasa (a T4
hormon aktiv T3 formaba torténé konverzidja) mellett feltételezhetéen egyéb folyamatok,
példaul a microRNS szabdlyozas, esetleg a sejtek energiahdztartdsanak valtozasa a

mitokondriumok biokémigjanak szabalyozasan keresztul is hatassal lehet a végs6
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fehérjeexpresszios szint kialakuldséara. Erre bizonyiték az mRNS és fehérjeszint valtozasok
kozott tapasztalhato két-, egyes esetekben harom nagységrendbeli eltérés az ED kezelések

hatasara.

Mindenesetre az eredmények alapjan lathaté az ED-ok azon hatdsa, amely képes a
fejlédésben 1évd, és a mar kifejlett idegsejtek élettanat maddositani, ami jelenleg még
ismeretlen karos — esetlegesen pozitiv — biologiai kovetkezményekkel jarhat az egyed

idegrendszerére nézve, igy fontos ezen vegyiletek hatadsanak tovabbi vizsgalata.

11



5. Osszefoglalas

A jelen doktori dolgozat eredményei bebizonyitjdk, hogy az alkalmazott kdrnyezeti endokrin
diszruptor vegyuletek (biszfenol-A, zearalenon, arzén és kamfor) — 6nalléan és kombinaciéban
— képesek befolyasolni az emlés hormonrendszert a TRa, TRB és ERB receptor mRNS és
fehérje expresszidjanak megvaltoztatasan keresztiil. A gliatartalmua és gliacsdkkentett mintak,
€s a transzkripcid és transzlacio kdzott tapazstalhat6 kilonbségek feltételezik tébb — az ED-
ok altal befolyasolhat6 — folyamat jelenlétét az intracellularis jelatvitel és a receptorexpresszio
folyaman. A beavatkozas pontja és mechanizmusa ED fliggd, elméletileg a receptoraktivacié
és a transzlacio k6z6tt minden egyes biokémiai valtozas befolyasolhaté a kiilénb$zd endokrin
diszruptor vegyuletek altal. Az ED-ok agonistaként és antagonistaként is beavatkoznak a
rendszer bizonyos pontjain. Ezen eredmények részben ellentmondanak a vartnak, minthogy a
kisérletek el6tt feltételeztilk hogy a kiiléonb6z6é ED-ok nagyjabdél hasonléképpen fognak hatni a

vizsgalt receptorokra, hiszen ugyanazokat a jelatviteli Utvonalakat képesek befolyasolni.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy: 1.) a vizsgalt ED-ok TRa, TRB és ERP
transzkripciot és transzlaciot befolyasolé hatdsanak madja kulonbozik, az adott endokrin
diszruptorra jellemzé modon megy végbe. 2.) Az 6sztrogén és pajzsmirigy hormonok
befolyasoljdk az ED-ok hatasat. Hianyuk esetén az ED-ok modulalé hatasa erdsebbnek
bizonyult. 3.) A gliasejtek in vivo médositottdk a vizsgalt receptorok expressziés szintjeinek
valtozdsat az ED-ok hatasara. Feltételezhetéen ez a hatas az idegsejteken in vitro

rendszerekben is érvényesiil.

Ezen kdrnyezeti endokrin diszruptor vegyiletek 6nmagukban és kombinacidban is képesek a
neuroendokrin rendszer befolyadsoldsara. Ha az ideg- és gliasejtek az egyedfejlédés alatt
zavart szenvednek, annak jelenleg még nem ismert — karos, esetleg elénydos —
kovetkezményei lehetnek, az organizmus kdzponti idegrendszere és hormonrendszere akar
maradand6 karokat is szenvedhet. igy érdemes elkeriilni az ED-ok inkorporaciojanak

lehetdségét, és fontos a tarsadalom figyelmét felhivni az ED-ok kdzvetitette veszélyekre is.
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6. Uj tudomanyos eredmények

A/l. A TRa, TRB és ERB mRNS és fehérje expresszids szintjere a biszfenol-A (BPA),
zearalenon (ZEA), arzén (As) és a 4-metilbenzilidén-kamfor (MBC) o6nmagaban és
kombinaciéban is erbteljes hatassal volt.

A kezeletlen kontrollhoz képest a receptorok mRNS szintjét a BPA erételjesen megemelte,
a ZEA megfelezte a transzkripcié szintjét. Az As gatlé hatasa a gliasejtek hianyaban tudott
érvényesiini. Az MBC hatasa a kezelés hormontartalmatol fliggott.

A receptor fehérjeszinteket a BPA és a ZEA a TR és ERP esetén megkétszerezte (a TRa
szintje a gliasejtek hianyadban emelkedett csak meg). Glia jelenlétében az As csak az ER
receptor expresszibjara volt hatassal, mig glia hianyaban mindharom receptor expresszidja
lecsokkent. Az MBC a TRa és ERP szintjét emelte meg, a TR receptor expresszidjara nem

volt hatassal a glatartalmu mintakban.

A/2. A kilénb6zd ED-ok kombinalt hatasa receptorfiiggést mutatott, a hatas er6ssége nem
volt additiv. Transzkripciés szinten a mért adatok szintje nagyfoku eltéréseket mutatott. A
transzlacio szintjén az ED hatasokban a TRa receptor esetén az MBC, a TR[ receptor esetén

az MBC és az As, az ER receptor esetén pedig a BPA és a ZEA dominalt.

B/1. Az 6sztradiol (E2), a trijédtironin (T3) és a tiroxin (T4) is receptor specifikus és ED fliiggd
modon modositotta a kildonb6zé EDk (BPA, ZEA, As és MBC) hatasat. A T3 lecsokkentette a
BPA TRa, TRB és ERP receptor mRNS szintekre gyakorolt hatasat. Az As hatasa
hormonfliggetlennek bizonyult, a T3 cstkkentette az MBC hatdsat a fehérjeexpressziés

szinteken.

B/2. A BPA, ZEA, As és MBC kozott 1étrejovd interakcid hatasa a T3 és E2 alacsony szintje

mellett erételjesnek bizonyult.

C. A gliasejtek jelenléte in vitro lecsdkkentette a kulonb6zé ED-ok hatasat az idegsejteken.

Glia hianyaban az endokrin diszruptorok modulalé hatasa sokkalta erételjesebbnek bizonyult.
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