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BEVEZETO

Tébb mint 15 év telt el, hogy Theo Colborn Ellopott jovénk cimd kényvevel
megalapozta az endokrin zavaré anyagok tudomanyteruletét, €s csaknem ugyanennyi,
miota az OECD elinditotta endokrin zavard anyagokra vonatkoz6 nemzetkdzi
munkacsoportjat. Mégsem latunk a mai napig sem egy kiforrott stratégiat, meglapozott
és egyeértelmd vizsgalati utmutatokkal, jogi kdvetelményekkel. Bar az elmult masfeél
évtizedben a téma publicitasa hatalmasra nétt, még mindig nincs egyetértés a téma
valodi horderejét illetéen. Egyesek szerint az endokrin zavaré anyagok felfedezésének
jelentésége egyenértékl lehet a mutagenitas felfedezésével [Krimsky, 2000], masok
mondvacsinalt problémanak latjak. Dolgozatom egyik célja ezért az endokrin zavaro
anyagok valodi helyének és fontossaganak meghatarozasa a hagyomanyos toxikologia
keretein belul vagy kival.

Kovetkez6 lépésként a termékenység hormonalis  szabalyozasanak
feltérképezését fogom elvégezni, hogy megvizsgalhassam, az endokrin zavar6 anyagok
hogyan fejthetik ki karos hatasukat ezen a specialis terlleten. (A dolgozat keretein belll
ez az elsd helyet foglalia majd el az kdvethetéség kedvéért, és a helyi megszoritasok
miatt mindvégig a nékre szoritkozom majd.) Ehhez pedig ismertetni szikséges az
OECD altal kidolgozott vizsgalati rendszert, melynek épitékéveit az endokrin zavaré
anyagok detektalasara dolgoztak ki/at. lrodalmi kutatasom ezért harom teriletet is
feldlel, hogy a dolgozatom 6 kérdéseire a harom egyuttes vizsgalataval talaljak valaszt.

1. bra: A szakirodalom attekintésének sematikus abrazolasa




Az elemzés els6 részében a két jobboldali halmaz metszetét értékelem majd, azaz
attekintem, melyek lehetnek azok a hatasmechanizmusok, amelyek altal az endokrin
zavard anyagok karos hatéast fejthetnek ki a fertilitdsra. Ezutan a harom halmaz k6zds
metszete kdvetkezik, vagyis az OECD tesztrendszer (OECD Conceptual Framework for
the Screening and Testing of Endocrine Disrupting Chemicals, tovabbiakban CF) azon
vizsgalatainak elemzése, amely alkalmas lehet a fertilitasra karos anyagok kiszirésére.
Végezetil az igy feltart vizsgalati mddszerek részletes attekintése kdvetkezik, mindvégig
szem el6tt tartva a CF 1épcsbzetes megkozelitését. Célom annak megallapitasa, hogy a
fertilitdsra karos anyagok vajon fennakadnak-e az OECD altal kialakitott vizsgalati

rostan.



IRODALMI ATTEKINTES

1. Hormonok, reprodukcio, fertilitas

1.1 Hormonok
Brencsan Janos Orvosi szo6tara [Brencsan, 1990] szerint a hormon "belsd

elvalasztasu mirigyek terméke, melyet a testnedvek szallitanak; a hormonok az egyes
szervek muikodését specifikusan szabalyozzak". Hagyomanyosan szervek kozotti
kommunikaciéra utal (endokrin), de ideértjik a sejtek k6z6tti (parakrin) és a sejten bellili
(autokrin), valamint vemhes emlésdk esetében az egyedek kdzétti jelatvitelt is [Evans,
2007].

A hormonok altalaban receptorokon keresztil hatnak, amelyek elinditanak, vagy
éppen meggatolnak valamilyen szignal transzdukciés utat; vagy pedig a gén
expresszidban indukalnak valtozasokat [Evans, 2011]. Hogy a kett6 kdzul melyik
utvonalon térténik a jelatvitel, tébbek koz6étt a hormon kémiai szerkezetétdl is fugg.
Ugyanis a hidrofil hormonok nem jutnak at a sejtmembranon, ezért azok receptorai a
célsejtek plazmamembranjaban Ulnek. Miutdn a hormon kétédik a receptor
extracellularis doménjéhez, beindul az intracellularis reakciélanc. Ezzel szemben a lipofil
hormonok, mint példaul a nemi mikddés szabalyozasaban jelentés szteroid hormonok
receptorai a sejten belll helyezkednek el, és tamadaspontjuk a sejtmagban van. Ezek
hatasa a transzkripci6 mddositasaval a protein szintézis Utemének megvaltoztatdsan
alapul [Lullmann-Rauch, 2007].

Kordbban ugy gondoltdk, hogy a szexszteroid hormonok m(ikédése
kizarélagosan a hormon-receptor komplex és a DNS-en |évé ’hormone response
element (HRE) kézétti kélcsdnhatassal megy végbe, késébb azonban kiderllt, hogy a
fenti genomikus hatasmechanizmus mellett a szexszteroidok mas moédon is
befolyasolhatjak a sejtek muikoédését. Példaul egyes ionok, a ciklikus adenozin-
monofoszfat (cAMP) vagy annak masodlagos messenger-ének koncentracijat
befolyasoljak, vagy a mitogén-aktivalt protein (MAP) kinaz utvonalra fejtenek ki hatast.
Ennek azért van jelentésége, mert szemben az idb6igényes genomikus
hatasmechanizmussal, ezek masodpercek vagy néhany perc alatt végbemennek.

Ezekr6l a gyors lefolyasu szteroid hormonhatasokrol az ismereteink meglehetésen



korlatozottak, valdszinlsitheté azonban, hogy az érintett receptorok a
plazmamembranhoz kétédnek [Evans, 2011]. A szteroidok klasszikus genomikus
jelatvitele azért vesz igénybe hosszabb id6t, mivel a ligand-aktivalt recetort at kell vinni a
sejtmaghoz, ezutan a génexpresszié modulacioja kdvetkezik, és altalaban még a gének
de novo szintézisét is magaban foglalja [Kortenkamp et al., 2011].

A hormon célsejtie mar rendkivil alacsony hormonkoncentraciéra is valaszol (a
szabad hormon fiziolégias plazmakoncentracidja altalaban pM-nM nagysagrendben
van) [LUllmann-Rauch, 2007]. A szteroid hormonok a vérben harom formaban
fordulhatnak el6: szabad (nem konjugalt, nem kététt), bioldgiailag hozzaférhetd
(alacsony affinitasu carrier fehérjékhez kétve), illetve inaktiv (nagy affinitasu fehérjékhez
kétve) [Vandenberg et al.,, 2012]. A hormon-receptor interakciét szamos faktor
befolyasolhatja, mint példaul a jelenlévé hormon mennyisége, a receptorhoz vald
affinitasa, receptor slrliség és telitettség, mas hormonokkal, receptorokkal, hormon-
receptor komplexekkel val6é interakcié, valamint szamos endogén gatlé és serkentd
faktor [Evans, 2011].

Mig az androgének koétbédésére csupan egyetlen receptor alakult ki az evolucio
soran, mind a progeszteron, mind az 6sztrogének esetében két-két kilénb6zé receptor-
tipus létezik. Progeszteron esetében ezek ugyanazon gén termékei, az &sztrogén-
receporok kuldonb6ézd kromoszoman lévéd kuldnbdzd gének termékei [Evans, 2011].
Ennek ott van szerepe, hogy egyes hormonhatasu xenobiotikumok (EDC, endocrine
disruptor chemical) nem olyan valaszt indukalnak, mint az endogén hormon. Ezeket az
Osztrogén esetében szelektiv 6sztrogén receptor modulatornak hivjuk (SERM, selective
estrogen receptor modulator), és a két eltéré tipusu 6sztrogén-receptor SERM-ekhez
valo affinitasukban is kulénbdznek. Az EDC-k hatasai emellett a kdvetkezdk lehetnek:
agonista, ha megvaltoztatja a klasszikus transzkripciét; antagonista, ha a kétédés utan
nem valtja ki a megfeleld jelatvitelt. De hatasuk fuggetlen is lehet a receptor-kétédéstdl,
példaul hatassal lehetnek az endogén hormonok metabolizmusara, transzportjara, vagy

ioncsatornak mikoddésére, stb. [Vandenberg et al., 2012].



1.2 A fertilitas hormonalis szabalyozasa nékben

A kdvetkez6 abra a szaporodasi folyamat egymast kdvetd 1épéseit mutatja be,
ezek koézul pirossal jeldltem, amelyekkel dolgozatomban foglalkozni fogok.
Alapfeltételezésem szerint a pubertds megfeleléen végbement, egészséges,

szexualisan érett né fertilitdsanak a hormonalis szabalyozasat mutatom be.

2. abra Szaporodasi folyamatok [Evans, 2011]
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Az eml6sbdk szaporodasa az idegrendszer — elsésorban a hipotalamo-hipofizealis-
gonadalis rendszer — szabalyozasa alatt all. A hipotalamuszban termelt un.
gonadotropin serkenté hormon (gonadotrop releasing hormon, GnRH) az adenohipofizis
(hipofizis mellsé lebenye) gonadotrop sejtjeit serkenti. Ezek a sejtek, szemben az
adenohipofizis tdbbi hormontermelé sejtiével két kialénbdzé hormon elballitasaért és
szekrécidjaért felelnek, ezek a luteneizaldé (Luteinizing hormone, LH), és a follikulus
stimulalé (Follicle-stimulating hormone, FSH) hormonok [Austin és Short, 1984]. (A
férfiakban egyébként a LH-t ICSH-nak, azaz intersticialis sejteket stimulalé hormonnak
nevezik.) Szintén fontos szerepet t6lt be a reprodukcié szempontjabdél az adenohipofizis

laktrotrép sejtcsoportja, amely a prolaktint valasztja ki. Mivel az alapaktivitasuk igen
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magas, ezért muikoédésiket leginkabb gatld faktorok szabalyozzak, amelyek koézil
legfontosabb egy biogén amin, a dopamin hatasa [LUllmann-Rauch, 2007].

A rendszer szabalyozasaban neuronok és maguk a hormonok is részt vesznek.
Az eddig azonositott legfontosabb résztvevé neurotranszmitterek jellemzéen
monoaminok: a mar emlitett dopamin, a noradrenalin és a szerotonin. A dopamin a
prolaktinra kifejtett hatasa nyoman egyuttal hormonként is muikddik, sét
valoszinUsithetéen szerepe van a GnRH szekréciéban is, ez magyarazza, miért
alacsony a gonadotropin szekrécid, ha a prolaktinszint magas. Az opioid peptideknek
szintén szerepik lehet az LH és FSH-szekrécioban, a GnRH pedig
neurotranszmitterként részt vesz a szexualis viselkedés szabalyozasaban.

A hormonalis szabalyozas visszacsatolasok (feedback loop) utjan valésul
meg, azaz a célsejtek (a legtdbbszdr negativ) visszacsatolasokat kildenek a szabalyozé
sejteknek, ami befolyasola a célsejtet stimulald hormon kivalasztasat. A
visszacsatolasok a hipotalamo-hipofizealis-gonadalis rendszer kilénb6z6 szintjei kozott
is végbemehetnek (gonadok — hipofizis — idegrendszer), azt lehet mondani, hogy ha ,a
hipofizis ellls6é lebenye a karmester az endokrin zenekarban, a hipotalamusz irja a
kottat, a k6zonseégtdl kapott visszajelzés alapjan” [Austin és Short, 1984].

A petefészek két f6 funkcidja a tuszdérés és a ndi nemi hormonok termelése
egymassal szorosan 6sszefligg, az endokrin funkcio teszi lehetévé a rendszeres és
egészseéges oocitak termel6dését arra az idépontra, amikor a megtermékenyités esélye
a lehetd legnagyobb. A petefészek miikddését teljes mértékben az adenohipofizis altal
termelt gonadotropinok (LH és FSH) szabalyozzak, illetve indirekt médon a
hipotalamusz altal termelt GnRH [Lullmann-Rauch, 2007].

Az LH és az FSH szekrécidja két kbzpont szabalyozasa alatt all a
hipotalamuszban, ezek a ténusos és a ciklus-kézpont. Elébbi egy folyamatos alacsony
szintet indukal, amely segiti a gonadok germinalis és endokrin elemeinek fejlédését. A
ciklus-kdzpont ezzel szemben ugrasszer(l, akar néhany szazszoros emelkedéseket idéz
el6 a keringd gonadotropin koncentracidjaban, ez felelés ndknél az ovulacid
eléidézéséért, illetve a ciklus meglétéert. A ciklus soran valtozik a hipotalamusz GnRH-
kibocsatasnak a mintazata, amely hatasara az adenohipofizis eltéré aranyu FSH-t és

LH-t valaszt ki. (Val6szinlleg az Uritések frekvenciaja donti el, hogy a gonadotrop sejtek
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féleg FSH-t vagy LH-t szecernalnak.) A ciklus-kézpont a legtébb faj esetében csak a
ndstényekben funkcional, bar magzati korban mindkét nemben jelen van, himekben
tartdsan midkodésképtelen. Ez a nemek kozétti kuldbnbség leképezhetd a
hipotalamuszban is. A ciklus-k6zpont ragcsalokban kapcsolatban all a napszakok
valtozasaval (pl. patkany, egér, horcsdg), mas fajokban pedig a kopulacié valtja ki a LH-
csucsot, ezek az un. reflex vagy indukalt ovulalok (pl. nyul).

Az alacsonyabb rendld emléséknél a ciklust dsztrusz ciklusnak, a féeml6sdknél
menstruacionak nevezzik. Alapvetd kuldbnbség, hogy a menstruacié esetén nem
beszélink meghatarozott periodushoz kdtheté szexualis fogaddkészsegrél. Az 6sztruszt
follikularis és lutealis szakaszokra szokas osztani, melyeket az ovulacié valaszt el. Az
elébbire az 6sztrogén, az utdbbira a progeszteron-szekrécié dominanciaja jellemzé. A
szakaszok tovabb oszthatok a kdvetkezd abra szerint, amelyen feltintettem az endokrin
milié atmeneteit is [Evans, 2007].

3. abra: Az 6sztrusz ciklus szakaszai

proosztrusz

/‘/ Osztrogén

didsztrusz osztrusz

\ metosztrusz

progeszteron

)/

%

Az egyes peridbdusok hossza fajonként valtozik. A ciklus elején az FSH elinditja a
tiszOk érési folyamatat, ekkor az LH-szekréci6 minimalis. A tiszd6k a harmadlagos
fazisban mar jelentés mennyiségli észtrogént valasztanak ki (a legtdébbet a dominans
tisz6). Az 6sztrogének az adenohipofizisre kifejtett visszacsatolasok utjan gatoljak az
valtia ki (LH-csucs), ezutan a tuszok atlépnek a lutedlis szakaszba, sargatestekké
alakulnak, amelyek az 6sztrogének mellett mar gesztagéneket is termelnek [Evans,
2007]. A gesztagének (f6 képviselbje a progeszteron) leglényegesebb hatasa a genitalis
csatorna szoveti differenciacialdédasa (elsésorban méhnyalkahartya), és adott esetben a
terhesség megtartdsa, de a hatasuk kifejtése érdekében szilkkség van a szdvetek
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Vi

mechanizmusok alapjan, amelyekben a progeszteron és Osztrogén is részt vesz,
megvaltozik az adenohipofizis altal szecernalt LH és FSH aranya, ami a progeszteron
és Osztrogén kivalasztas enyhe csdkkenését eredményezi. A ciklus végén a magzat
hianya a méhben a sarga testek regresszidjat eredményezi, amely a progeszteron és
6sztrogén meredek csdkkenésével jar, valamint leukotriének és prosztaglandinok helyi
kivalasztasaval, és olyan vaszkularis események kaszkadjaval, amely végsé soron az
endometrium lelékédéséhez és a vérzéshez vezet Evans, 2007]. A kdvetkez6 abra az
egyes hormonok szintjének valtozasat abrazolja adott cikluson beldl.

4. abra: Hormonok szintjének valtozasa a ciklus soran [http://en.wikipedia.org/wiki/Menstruation]

LV T 14 3| i)
FOLLICULAR PHASE LUTEAL PHASE
HORMONE LEVEL \ / S
-
s ™
/// \\\
PROGESTEROME A e

A rendszer szabalyozasa nagymértékben flilgg az egyes hormonok
visszacsatolasaitdl. A granulosa-sejtek aktivint bocsatanak ki, ami az adenohipofizis
serkentése folytdn néveli az FSH-t. Az 6sztruszban a névekvd 6sztrogén negativan
visszahat mind a hipotalamusz GnRH-termelésére, mind az adenohipofizis FSH-
termelésére, mikdzben jelentésen néveli az LH termelést (LH-csucs). A granulosa-sejtek
altal termelt inhibin csdkkenti az FSH-t, a dominans tiszdk azért nem esnek at atresia-n
(tuszbk programozott elhalasa), mivel id6kézben érzékenyebbé valnak az FSH-ra. A
Graf-tisz6k granulosa-sejtjei ovulacio elbtt fogékonyabbak lesznek az LH-ra. Ahogyan
az LH névekszik, a granulosa-sejtek tovabbra is atalakitidk a pregnolont
progeszteronna, de az ¢sztradiol-termelés enyhén csdkken ovulacié elétt [Evans, 2007].

Az antralis tusz6k dsztrogén-szintézise az un. ,két-sejt” vagy ,két-gonadotropin”
modell szerint valésul meg, azaz a theca interna és a granulosasejtek kooperacidjan
alapul. A theca interna az androgéneket szintetizélja a kdvetkezd sorrendben:
koleszterinbél, pregnolont, progeszteront, majd androgéneket allit el6 (alacsony LH

hatasara), a granulosa-sejtek pedig azokat 6sztrogénekké alakitjak at [Lullmann-Rauch,
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2007]. Ahhoz, hogy a tercier tisz6k 6sztrogéntermelésre alkalmassa valjanak, mindkét
gonadotropin hormonra sziikség van tehat, de a dont6 szerepet az FSH jatssza, mivel
ez serkenti az aromataz-enzimet a granulosa-sejtekben [Evans, 2007].

Az ovulacié utan a folluikularis dsztradiol és az inhibin szintje visszatér a bazalis
szintre, a granulosa-sejtek tovabb noévekednek, differencialédnak és egyre tébb
progeszteront termelnek az LH hatasara. A legtébb fajpan ez a folyamat egészen a
luteolizisig tart. A magasabb rendd emlésbkben a luteolizis a petefészekben
végbemend folyamat, az alacsonyabb rendiekben oxitocin hatasara termel6dik a
luteolizin és az F,, prosztaglandinok. A progeszteron negativan hat a GnRH- és a
gonadotropin-termelésre [Evans, 2007]. Az adenohipofizis altal kivalasztott harmadik
gonadotropin a prolaktin, amely elnyomhatja a tusz6k fejlédését, valdszinisithetéen
aromataz-gatlason keresztll [Austin és Short, 1984]. A kovetkezd abra illusztralja a
rendszer visszacsatolasait.

5. dbra: NGi fertilitas hormonalis szabalyozasa [Evans, 2007]
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2. Endokrin karositok

21 Kezdetek

Eppen 50 évvel ezelétt jelent meg Rachel Carson nagyhatasu kényve, a Néma
tavasz [Carson, 1962]. Jubileumi kiadasahoz Al Gore, az Amerikai Egyesiilt Allamok
akkori alelndke (aki maga is szdmos Kkitiintetésben részesilt a klimavaltozas elleni
harcban bet6ltétt szerepéért) irta az elészot, amelyben azt irja, e kényv nélkal a civil
kérnyezetvédelmi mozgalmak talan sohasem szervezddtek volna meg, s az EPA 1970-
es feldllitasa is a kdnyv megjelenésére vezethet6 vissza. (Carson sajnos mar nem
élhette meg, hogy végil elfogadtak az elképzeléseit és betiltottak a DDT-t (1968-ban
els6ként Magyarorszag [Darvas, 2000].) Csakugyan Al Gore irta az el6sz6t Theo
Colborn 1996-ban megjelent Our Stolen Future cimi kényvéhez, melyben a
hormonalisan aktiv szennyez6 anyagokkal kapcsolatos hipotézisét, sajat szavaival
,Loknyomozd riportjat” publikalta. Colborn kényvének megjelenése 6ta tdbb mint 15 év
telt el, de sajnos az elinditott kutatasi laz és tudomanyos vita nem vezetett el olyan
jelentds jogszabalyi Iépésekhez, mint amilyen korabban a DDT betiltasa volt.

Colborn szamos addig fuggetlennek tiné esemény kozétt latta meg a kapcsolatot
és els6ként ismerte fel, hogy ezen események mindegyikének hatterében egyetlen, bar
meglehetésen komplex hatdsmechanizmus, a hormonhaztartasra kifejtett karosité hatas
all. A kényvében bemutatott jelenségekkel ramutat, hogy a kérnyezetiinkbe kibocsatott
vegyianyagok szerteagazd mechanizmusokkal fejtenek ki hatast a vadon él6 fajok és az
ember hormonhaztartasra, végsé soron csbkkentve azok fennmaradasi esélyeit
[Colborn et al., 1996].

Hormonhatasu szintetikus anyagokrél mar joéval korabban is beszamoltak.
Emlitésre mélté Edward Charles Dodds brit orvos kutat6 munkassag, aki az 1930-as
években szintetikus uton eléallithaté 6sztrogén utan kutatva azonositotta a biszfenol-A-t,
majd az annal joval hatékonyabb dietilsztilbesztrolt (DES). A DES-t 40 évig hasznaltak
szarvasmarhak ndvekedés-fokozasara, ami jelentés kdrnyezeti (aktiv metabolitok) és
human (husban és tejben felhalmoz6dé szermaradék) expoziciot okozhatott, a
biszfenol-A expozicidja pedig ennél is jéval nagyobb lehet [McLachlan, 2001]. A DES-t

kés6bb a human gyogyaszatban is alkalmaztak, veszélyeztetett terhesek kezelésére, és
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a lany utédokban rosszindulatu elvaltozasokat okozott [Bern, 1992]. Kornyezeti
6sztrogénekrdl elészér McLachlan szamolt be 1980-ban [McLachlan, 1980].

Az endokrin karosito (ED-) hipotézis azonban, valamint maga az elnevezés
Colborntél szarmazik. 1991-ben prezentalta a tudos kdzésségnek Wingspread-ben, ahol
a résztvevd 21 tudds a kovetkezd nyilatkozatot tette (eredeti angol szdveg: |. Fugg. /1):
,Bizonyosak vagyunk abban, hogy nagyszamu ember altal el6allitott, kdrnyezetbe
kikerllt vegyianyag, és néhany természetes eredetl is rendelkezik az allatok (és koztik
ember) endokrin rendszerét karosité tulajdonsaggal” [Colborn és Clement, 1992].

Ezt az allitast jelentds szamu megfigyeléssel alatamasztottak, az altala generalt
kutatasi laz pedig tovabbi bizonyitékokhoz vezetett. A feljegyzések elsésorban vadon
él6 allatokra iranyuld ED-hatasrél szamoltak be. Mivel az eredmények olyan teruletekrdl
szarmaztak, amelyek esetében jelentds volt az ipari hattérszennyezés, Guillette szerint
"ezek az erb6sen szennyezett terlletek adnak a pozitiv kontrollt egy folyamatban 1évé
vilagméretl kisérlethez" [Guillette, 2000]. Evans [2007] arra hivja fel a figyelmet, hogy
nem forditunk kell§ figyelmet a hazi allatok kitettségére, pedig nem csak a kdrnyezeti
terheléshez jarulnak hozza, de a taplalkozas utjan, altaluk a human expozicio is jelentés
lehet. Idetartoznak els6sorban a fitodsztrogének, amelyek sterilitdst okoztak
hazidllatoknal (pl. a szbéja - Glycine max), egyes hereféleségek, vagy a
takarmanylucerna - Medicago sativa), valamint az allatoknak adott névekedésfokozdk
(mint pl. a korabban emlitett DES).

Az élbvildg mellett a laboratériumokban is megjelentek &sztrogén-hatasu
vegylletek, az egyik els6 a pH-indikatorként alkalmazott fenolvérés volt (késdbb kiderult,
hogy az egyik szennyezbje, bisz-(4-hidroxifenol-[2-(fenoxiszulfonil)fenol] metan okozta a
megfigyelt 6sztrogén-hatast)]. Ezért az 1986 utan szliletett, sejt- vagy szervkulturakon
Osztrogénhatasokat vizsgalé publikacidknal lejegyzik, hogy fenolvdrdstél mentesek
voltak az eszk6zdk, amelyeket a kisérletben alkalmaztak [McLachlan, 2001]. Nagyjabdl
egy idében azonositotta Soto a p-nonil-fenolt [Soto, 1991] és Feldman csapata a
biszfenol-A-t [Krishnan et al., 1993], melyek a laboratériumban alkalmazott mdanyag
edényekbdl oldédtak ki és okoztak &sztrogén-utdanzd hatast a kisérleteikben. Soto
Osztrogénre érzékeny emberi mellrakbdl elkulénitett (MCF7-) sejtvonalakkal, Feldman

élesztbgombakkal (Saccharomyces cerevisiae) dolgozott. A biszfenol-A nem csak a
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laboratériumokban, hanem a mindennapi hasznélati targyainkban is széleskdriien
fellelhet, ami el6revetiti a lehetséges human expozicio mértékét.

Az els6 években a kutatasok féként a szexszteroidok, és kdzuluk is elsésorban
az Osztrogének hatasat utdnzo (estrogen mimic), vagy gatld xenobiotikumokra
iranyultak. Késébb egyre tébb publikacié szamolt be pl. pajzsmirigy-gatlé anyagokrol (pl.
PCB-k és PBDE-k), Guillette [2006] kiemeli a DDT-metabolit p,p’-DDE prosztaglandin-
szintézist gatldé hatasat, amely részben magyarazza a ragadoz6 madaraknal megfigyelt
tojashéj-elvékonyodast. Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy egyéb hormonhatasokra
is ki kellene szélesiteni az ED-hatasokkal kapcsolatos kutatasok latékorét a vizsgalt
mechanizmusokat és végpontokat tekintve [Guillette, 2006]. Ez persze ellentétes azzal a
jogszabalyi toérekvéssel, hogy minél szlikebben, megfoghatébban, kdrulirhatébban
definialjuk a témakort.

Kezdetben cafoltak, hogy az éldvilagban leirt események emberekre is hatassal
lehetnek, késébb elkezdték dsszekapcsolni az ED-hatasu xenobiotikumokat kiilénb6z6
emberi jelenségekkel, mint pl. a human sperma mindségi €s mennyiségi romlasa
[Skakkebaek, 2006], az emlérak kialakulasa [McLachlan, 2001], valamint egyéb nemi
szerveket és reprodukcidos rendszert érinté sziletési rendellenességek. A legjobb
modellt ennek megalapozasara a DES-térténet szolgaltatta [Bern, 1992]. McLachlan
[2001] szerint, jelentés human kitettséget okozhatnak a névényvédd szerek, hiszen,
azon anyagok, amelyeket a rovarok reprodukciés kapacitdsanak karositasara hoztunk
létre, j6 eséllyel hatnak mas, nem-célzott fajok sejtdifferencialéodasara is. Allitasat azzal
indokolta, hogy a reprodukcié fenntartasaban, illetve a sejtdifferencialédasban résztvevd
jelatviteli rendszerek evolucidés szempontbdl kialénésen fontos szerepet téltenek be, és
ezért széles kdrben mutatnak hasonlatossagokat (pl. az &sztrogén reprodukcios
szerepe azonos minden gerincesben és néhany gerinctelenben).

Az Egészségugyi Vilagszervezet (WHO) megbizasabdl készitett 'State-of-the-
science’ dokumentum (az elnevezés a tudomany aktualis allasanak attekintésére utal)
[Damstra et al., 2002] szerint tudasunk az ember és az élévilag valodi kitettségérol
er6sen korlatozott. Elismeri, hogy nagyon szerteagaz6 a potencidlisan vagy
bizonyitottan ED-hatdsu anyagok koére mind szerkezetileg, mind hatékonysagukat

tekintve; valamint kiemeli, hogy nem allnak rendelkezésiinkre adatok id&beli vagy
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geografiai trendekrdl, és az EDC-k koérnyezeti sorsara, terjedésére vonatkozo
ismereteink szintén korlatozottak. A dokumentum szerint a legnagyobb kitettséget
jelentd expozicios Ut az étkezés, de a tdbbi expozicids utat is vizsgalni sziikséges az

integralt expozicid-elemzések keretében.

6. abra: Forras: Endokrin zavarék expoziciés forrasai [Ake Bergman Exposure to Endocrine disruptors: Which
substances from which sources EU Conference on Endocrine Disruptors; Brussels, June 11-12, 2012]

2.2 Definicidk

A legelterjedtebb definiciot a Weybridge-workshopon [Weybridge, 1996]
fogalmaztak meg, melyet 'Az endokrin karositok hatasa az emberi egészségre és a
vadvilagra' cimmel rendeztek meg 1996. december 2-4. kdzétt. Itt a kdvetkez6képpen
definialtak az endokrin karositdkat (eredeti széveg I. Figg./2.): "exogén anyag, amely
karos egészségi hatasokat okoz intakt élélényen, annak utoédjan, vagy masodlagosan,
(annak kévetkezményeként, hogy) megvaltoztatjia annak endokrin funkciojat."

A WHO korabban emlitett, 'State-of-the-Science’ tanulmanya [Damstra et al.,
2002], a kovetkez6képpen modositotta a Weybridge-definiciot (eredeti szdveg |I.

Fugg./3.): "exogén anyag vagy keverék, amely moddositia az endokrin rendszer
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funkciojat(-it), kdévetkezésképpen karos egészségi hatast okozva intakt él6lényben,

annak utédjaban, vagy (szub-)populacidjaban." Bevonta tehat a definicibba a

keverékeket, valamint a (szub)populacidkat, megteremtve ezzel a lehetéséget, hogy a
definiciét ne csak human, hanem &kotoxikolégiai szempontbdl is alkalmazni lehessen
(ktldnbségek jeldlése alahuzassal).

Ezt a definiciot fogadja el az Eurdpai Bizottsag megbizasabdl készult 2011-es
State-of-the-Art tanulmany is [Kortenkamp et al., 2011], amely kifejezetten azzal a céllal
késziult, hogy a WHO/IPCS-elemzés megjelenése 6ta eltelt mintegy 10 évben
bekovetkezett tudomanyos fejlédést attekintse és értékelje. Ez a tanulmany azonban
mar tébb problémat megfogalmaz a definicioval kapcsolatban. Ezeket tdbbnyire arra
vezeti vissza, hogy a WHO/IPCS definicié tudomanyos szempontbol kdzelitve hatarozza
meg az endokrin karositok fogalmat, ami nem egyezik meg a jogi szempontokkal, nem
eléggé megfoghatdak ugyanis az alkalmazott fogalmak. Régtén problémakba Utkdzink,
amikor pl. az endokrin rendszert szeretnénk definialni, ugyanis egyrészt a tudomanyos
elérehaladassal az endokrin-, az ideg- és az immunrendszer hatarai dsszemosodni
latszanak, masrészt nem tisztazott, hogy csupan a gerincesek endokrin rendszerére
szoritkozzunk, avagy az egész élbvilagra). Tovabbi nehézséget jelent a karos hatas
fogalmanak meghatarozasa; de problémakat okoz a kévetkezésképpen szd hasznalata
is, hiszen a hatdsmechanizmus ismeretének hianya nem teremti meg a kapcsolatot az
adott anyag és a megfigyelt végpontok kézoétt. Raadasul koncentracié-figgdé hatas-
valasz fuggvény lenne a cél, ami még nehezebbé teszi a feladatot [Kortenkamp et al.,
2011].

A tanulmany készitése soran szamos interjut készitettek a téma kutatoival, és
arra a kérdésre, hogy hidanyossagaival egyitt érdemes lenne-e jogszabalyba épiteni a
jelenlegi WHO/IPCS definiciét. A megkérdezett kutatdk egyik része azt felelte, hogy a
jelenlegi formaban tul részletes informaciot kévetel meg a végpont és a hatas kozétt,
ami hatraltatna a jogi kdvetkezményeket. Mas szakértdk a definici6 modositasa ellen
szolaltak fel, hiszen ez egy konszenzuson alapul6 definicid, amelyet az elmult évtizedek
alatt szamos nemzetkdzi eseményen megvitattak.

Fontos megemliteni és tisztazni a kilénbséget a témaval kapcsolatosan az

irodalomban fellelhetd, kévetkezd fogalmak kdzétt: mig az endocrine disruptor vagy
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EDC elnevezés negativ jelentéstartalommal, a HAA (hormonally active agent), azaz
hormonalisan aktiv anyag elnevezés csak arra utal, hogy az adott anyag a
hormonrendszert befolyasolni képes, tehat ez egy semlegesebb (politikailag korrekt)
fogalom. Ez utobbit elsésorban az amerikai National Research Council alkalmazza
szivesen [Evans, 2007]. A magyar szakirodalomban nincs egyértelmi megfelelje, a
REACH az endokrin rendszert karosito tulajdonsagokkal rendelkezé anyagok (those
having endocrine disrupting properties) nem éppen révid elnevezést alkalmazza
[European Parliament and Council, 2006]; a peszticid rendelet pedig a hormonrendszert
karosito tulajdonsagu anyagnak [European Parliament and Council, 2009] forditotta.
Egyes szerz6k a hormonmodulans kifejezést részesitik elényben [Darvas, 2007], ez
talan inkdbb a HAA-hoz all kbzelebb. A legtébben az angol nomenklaturat kovetik, és
EDC-ként hivatkoznak rajuk [Székacs, 1999]. McLachlan &sszefoglald jellegl cikkében
[2001] felsorolja az irodalomban fellelhetd xenoestrogen, environmental hormones,

environmental signals kifejezéseket is.

2.3 Eltérések a hagyomanyos toxikoldgiatol
Sheldon Krimsky tette fel a kérdést 2001-ben az ED-tézis ismeretelméleti

vizsgalata cim( cikkében [2001], hogy vajon "az ED-anyagok a vegyianyagok altal

c s

.....

hagyomanyos kémiai toxikologia variacioit?" Publikacidéjaban fontos kérdéseket
fogalmaz meg, példaul, hogy pontosan mitél 0j ez a tertlet, mi az, amit a hagyomanyos
toxikolédgiai protokoll nem vizsgalt, amivel tehat at kell alakitani, ki kell egésziteni a
vizsgalati rendszereket ahhoz, hogy az ED-alapu karos hatasok ne Kkertiljék el a
figyelmiinket a vegyianyagok, ndévényvéddszerek, gyogyszerek engedélyezésénél.
Hianyolja az "elméleti keretrendszert, amely a tapasztalati eredmények koherenciajat
megteremtené". Szamos tényez6 neheziti ezen kérdések megvalaszolasat, amelyek az
EDC-k természetébdl fakadnak.

Gore és munkatarsai szerint [2006] a legnagyobb nehézséget az endokrin zavaré
anyagok tanulmanyozasa soran a hatasmechanizmus komplexitasa jelenti. Ugyanaz az
anyag a szervezeten belll tébb célsejtre is hatassal lehet, lehet példaul ugyanaz az

EDC agonista egy adott hormonra nézve, és antagonista egy masikra. Kulénb6z6
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rendszerekben mas hatasos doézistartomanyban, kilénb6z6 szévetekben eltéré6 modon
fejthetik ki hatasukat. A mar alaposan megismert sejtmag receptor szupercsalad
képviselbin (6sztrogén, androgén és pajzsmirigyhormon) tul kapcsolatba léphetnek mas
szteroidok és neurotranszmitterek membran receptoraival is. Bizonyos EDC-k hatassal
lehetnek hormonok metabolizmusat vagy bioszintézisét szabalyozé enzimrendszerekre,
s6t azok visszahathatnak rajuk. Ezen t6bbsz6rés hatasoknak a kombinalt
eredményének interpretalasa nehézségekbe Utkézhet; Gore és munkatarsai szerint
Osszetéveszthetd a teszt varibialitdsaval. Végul pedig, a vizsgalati egyed allapota is
befolyasolhatja a kimenetet [Gore et al., 2006].

A kdvetkezd nehézséget az jelenti, hogy az ED-hatasu anyagok doézistartomanya
eltér — alacsonyabb — a hagyomanyos toxikologiaban megszokottdl. Az EPA altal felkért
National Toxicology Program (NTP) panel ezt az alacsony doézisszintet a
kévetkezbképpen hatarozta meg: a human expozici6 nagysagrendje, vagy a
hagyomanyos toxikologiai vizsgalatok nagysagrendije alatti (a hagyomanyos toxikologiai
protokoll kérnyezeti anyagok esetében jellemzéen nem vizsgalta a mg/kg alatti
tartomanyt) [Vandenberg et al., 2012]. A korabbi epidemiologiai adatok jellemz&en
magas kitettséggel hoztak Osszefliggésbe a betegségeket, de a kdzelmultban olyan
eredményeket publikaltak, amelyek a kérnyezetileg relevans alacsony koncentraciok és
betegségek kdzott teremtettek kapcsolatot [Vandenberg et al., 2012]. Amellett, hogy a
vizsgalati utmutaték nincsenek erre a tartomanyra validalva, az alacsony doézison
folyatott kisérletek szamos technikai nehézséget okoznak a kisérletet végzéknek, és
tervezbknek, ilyen példaul a kis mennyiségek dozirozdsa, az eredmények
robosztussaga és reprodukalhatésaga [Vandenberg et al., 2012].

Az alacsony dbzis tartomany magyarazata a hormonok természetes
viselkedésében keresendd, ugyanis a hormon célsejtie mar rendkivil alacsony
hormonkoncentraciéra is valaszol (a szabad hormon fiziologias plazmakoncentracidja
altaldban pM-nM nagysagrendbe esik) [Lullmann-Rauch, 2007]. Vandenberg és
munkatarsai szerint [2012] ez a kdvetkez6kkel magyarazhaté: kifejezetten magas kétési
affinitas a megfelel6 molekulahoz; a receptor telitettség nem linearis fliggvénye; nem
linearis kapcsolat a telitett receptorok és a bioldgiai hatas kézott (elébb a valasz

telitettsége figyelhetd meg, és azutan a receptoroké); egyes hormonokat egyetlen mirigy
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valaszt ki és hatasukat mégis a teljes szervezetben Kkifejtik; egyes hormonok
kivalasztasa ritmikus és azok frekvenciaja és amplitudéja hatarozza meg a valaszt.
Hozza kell tenni, hogy az exogén hormonok esetében (amilyenek az EDC-k), a dozis
mindig hozzdadddik az endogén hormon koncentracidjahoz, mivel a mar meglévd
endogén hormon hatadsat moduldlja, igy sohasem beszélhetink nulla dézisrél. Ez
elvezet minket a kiiszdbérték és a dbzis-valasz gérbe kérdéseihez [Vandenberg et al.,
2012].

7. abra Endogén és exogén hormonszint [Vanderberg et al., 2012]
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A hagyomanyos toxikolégia €s minden jelenleg érvényben Iévd expozicidés standard a
monoton dézis-valasz gorbét veszi alapértelmezettnek [Vandenberg et al., 2012].
Mutagén karcinogének esetében ez a gbérbe kiiszébérték nélkili, az dsszes tébbi anyag
esetében 'még nem veszélyes kiszdbértéket' feltételez; a vizsgalatok célja pedig ennek
a kuszdbértéknek, azaz a NOAEL-nek (No observable adverse effect level) a

meghatarozasa.

8. abra: Tradicionalis dézis-valasz gorbék [Calabrese, 2003]
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Mivel mindkét esetben monoton ndvekvd fuggvényrdl beszélink, a vizsgaltnal
alacsonyabb koncentracié nem rejthet figyelmen kivil hagyott kockazatot. Azonban az
ED-hatasu anyagok esetében gyakran nem monoton dézis-valasz gérbéket (NMDRC,
azaz non monotonic dose-response curve) figyeltek meg, pl. U- vagy inverz U-alaku
valaszokat. Ugyanakkor, az endokrinolégusokat nem lepi meg a nem monoton doézis-

valasz gérbe, mivel a hormon rendszerben ezek szokvanyosak [Gore et al., 2006].

9. dbra Dézis-valasz gérbe és biztonsagi kiisz6b [Vandenberg et al., 2012]
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Vandenberg és munkatarsai szerint a kdvetkezd hormonokra jellemzé jelenségek
jarulhatnak hozza az NMDRC kialakulasahoz: kulénb6z6 doézis-valasz gorbék
Osszegzbdése (ha pl. egy EDC kulénbdz6 receptorokra is hat, de azokhoz eltérd
affinitassal koétédik, akkor mas doézisoknal mas-mas hatasokat fogunk megfigyelni);
receptor down-regulation (a megkdtédott receptornak elébb-utdobb deaktivalddnia kell);
deszenzibilizacio; versengés a receptorok kozoétt, és végil a feedback mechanizmusok
(melyek soran az adott hormon ndvekvé dozisa negativ visszacsatolas utjan kioltja a
stimulalé hatast).

Az endokrin zavaré anyagok nem monoton doézisgdrbéjét gyakran magyarazzak,
vagy hozzak 0&sszeflggésbe a radiologiaban jél ismert ’hormézis’ jelenségével
[Calabrese, 2003]. Fontos azonban megkulénbdztetni mind az alacsony dézist, mind a
NMDRC-t a hormézis elméletététdl, amely egy bizonyos tipusu valaszt jelent, ahol a
gbrbe bizonyos pontjai elébnyds vagy hatranyos hatast interpretalnak a bioloégiai vagy
Okolégiai kontextus alapjan. Ezzel szemben a dbzis-valasz gérbe irdnyabdl nem lehet
kévetkeztetéseket levonni a hatas karos vagy elbényds mivoltdra nézve [Cook és
Calabrese, 2006; Vandenberg et al., 2012].
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Tovabbi alapvet eltérés, amit az ED-hatasu anyagok értékelésénél figyelembe
kell venni McLachlan szerint, hogy un. fejl6dési modellt kell alkalmazni (szemben a
toxikologiaban hagyomanyos karcinogenikus modellel), emellett, hogy késleltetett
zavarokat okozhatnak [McLachlan, 2001]. Hasonléan olvashatjuk Vandenberg és
munkatarsai cikkében, [2012], hogy az EDC-expozicié a fejlédés soran szervez&dési
(organizational) valtozasokat okozhat, olyan permanens hatasokat, amelyek esetenként
csak késdi felnétt korban manifesztaldédnak. Ennek egyik oka, hogy - szemben az érett
hormonrendszerrel - a magzati hormonrendszer nem képes fenntartani a homeosztazist,
ezért EDC-expozicié esetén tartésan ki van téve az alacsony do6zisu hormonnak
[Vandenberg et al., 2012]. Az ED-zavar6 anyagok vizsgalatakor ezért kritikus, hogy
adott végpontot a fejédés mely szakaszaban vizsgalunk, kilénésen fontos tekintetbe
venni az egyes érzékenyebb idészakokat. Gore szerint a legsérulékenyebb id6északok a
prenatalis és a korai posztnatalis periodusok, mivel ekkor valtoznak leggyorsabban a
szervek és az idegrendszer. Szintén érzékeny a pubertas és a pre-menopauzalis
idészak, mivel ekkor jelentés hormonalis valtozasok mennek végbe [Gore et al., 2006].

10. dbra: Erzékeny prenatilis fejlédési szakaszok [Forras: Linda S. Birnbaum EU Conference on Endocrine
Disruptors Monday, June 11, 2012]
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Source Adshuler, K; Barg, A et al Oricad’ ferods iy Deesinpment, DC-F Paper Sarlas on Childnen's Health and the Ensisorment, Februarny 2003,
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Az endokrin-zavard anyagok sajatos természete azt eredményezte, hogy a
tudomanyterileten a publikalt eredmények sokszor szamottevd ellentmondasokat
hordoztak. Ehhez vélhetben jelentés mértékben hozzajarult a tertilet multidiszciplinaris
jellege is, amely a kisérletek megtervezésekor, elvégzésekor és kiértékelésekor
egyidejli szakértelmet kivanna az endokrinolégia, toxikolégia, szaporodasbiolédgia,
Okotoxikologia, 6koldgia, biolégia, zooldgia, vegyészet, stb. terlleteir6l. A szituaciot
kivaléan szemlélteteti, hogy vom Saal elemzése szerint 2004 decemberéig mintegy 115
in vivo vizsgalatot publikaltak a biszfenol-A alacsony doézisu hatasaroél, amelyek kdzil
94-ben szamoltak be szignifikans hatasrol a kévetkezd megoszlas szerint: mig az ipar
altal tdmogatott vizsgalatok egyike sem talalt szignifikans hatast, az allamilag
finanszirozott vizsgalatok 90%-a igen [vom Saal és Hughes, 2005].

Az NTP fuggetlen elemzésében attekintette a BPA-rol publikalt ellentmondasos
eredményeket, és végeredményben azon vizsgalatokat is helytallbnak mindsitette,
amelyek talaltak, és azokat is, amelyek nem irtak le szignifikdns hatast. Feltartak
azonban szamos kilénbséget a vizsgalatok kézétt, amelyek hozzajarultak az eltérd
eredményekhez: az allatok étrendjében valé kilonbség, kilénbdzdé torzsek
alkalmazasa, eltér6 expozicios ut, vizsgalati anyag esetleges szennyezettsége,
allatok tartasi és paroztatasi koriilményei, stb. A tanulmany elismerte ugyan, hogy
szamos EDC-nek van hatasa alacsony, kérnyezetileg relevans doézisban, de ennek
toxikolégiai relevanciajat tisztazatlannak talalta. Ugyanakkor azt is kijelentették, hogy a
Jelenlegi vizsgalati paradigmat, amelyet reproduktiv és fejlédési toxicitas ellenérzésére
hasznalnak, feltl kellene vizsgalni” [NTP, 2001].

A BPA koril zajlé heves vitak miatt 2010-ben vom Saal és tébb mint 20 tovabbi
az ED tudomanyterileten dolgoz6é neves tudds (kéztik Soto, Crain) jelentetett meg
publikaciét, amiben a nem helytallé kutatasi eredmények elkeriilése végett két alapvetd
koévetelményt fogalmaztak meg az endokrin-zavardkkal térténd vizsgalatok végzésével
szemben. 1, Meg kell hatarozni a modellallatok érzékenységét a vizsgalatok tervezése
elétt megfeleld pozitiv kontrollal felallitott dézis-valasz gorbével; 2, Megfelelé pozitiv
kontrollt (pl. 6sztrogén hatas esetén EE) kell vizsgalatba allitani [vom Saal et al., 2010].

Hasonlé nagyszabasu publikaciot jelentettek meg az endokrin-zavardk

témakdrében tapasztalt ellentmondasok tisztdzasanak céljaval Vandenberg, Colborn,
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Hayes, Soto, vom Saal, Zoeller és tovabbi szakemberek 2012-ben. irasukban az
alacsony dozistartomanyra és a nem monoton doézis-valasz gorbére helyezték a
hangsulyt, attekintve gyakorlatilag a teljes ED-irodalmat (t6bb mint 800 hivatkozas).
Végeredményben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy egy (vagy néhany) negativ
eredmény nem k&zdmbdsitheti a pozitiv eredmények sokasagat. Az ellentmondasok
csOkkentése végett az el6z6ekben emlitetteken tul a kévetkezd tovabbi paraméterek
standardizalasat javasoljak: negativ kontroll; a pozitiv kontroll kivalasztasanal, annak
hatdsos expozicios utja és potencialja a dozisok megallapitasa soran. A megfelelé
kisérleti allat (fajanak és tbérzsének) kivalasztasaval kapcsolatban ED-vizsgalatokra
megfelelébbnek talaltak a genetikailag diverz torzseket [Spearow et al., 1999].
Tovabbi javasoltak figyelembe venni az eredmények értékelésekor a szezonalis
valtozasokat és az expozicio idézitését. A bemutatott példak alapjan bizonyitottnak
talaljak, hogy az alacsony dozisu hatasokat alapértelmezettnek kellene tekinteni az ED-
hatasu anyagoknal. Bizonyitottnak talaljak tovabba azt is, hogy esetikben nem létezik
kisz6bérték. Levonjak a koévetkeztetést, hogy az NMDRC miatt a toxikologiai
vizsgalatok soran magas doézisbdl megallapitott biztonsagos doézis nem biztosit
veszélytelenséget az ennél alacsonyabb, nem vizsgalt dozisok esetében. Raadasul,
mivel a standard protokoll a NOAEL-bél vagy LOAEL-béI egy (3-1000) biztonsagi faktor
alapjan kalkulalja a referencia dézist, azt (magat a biztonsagosnak tekintett referencia
dozist) nem is vizsgaljak. Javasoljak ezért az ED-k és azok valés human kockazatainak
alaposabb megértése érdekében a dozisok szamanak novelését a kdvetkezbek
szerint: az alacsony doézis vizsgalata soran a legmagasabb legyen a NOAEL, a
legalacsonyabb a kérnyezetileg relevans dézis (amennyiben az ismert), valamint egy
vagy néhany dozis a ketté kdzdtt a dozisvalasz gbrbe karakterisztikajanak
feltérképezésére. igy minddsszesen 5-8 dozis vizsgalatara lenne szikség a
hagyomanyos harommal szemben. Mivel ez a felaldozott allatok szamanak jelentds
emelkedésével jarna, a szignifikans hatas keresése helyett ezért a power analysis
alkalmazasat javasoljak, amely egyébként is megfelelébb, ha sokrétliibb végpontokat
szeretnénk elemezni [Vandenberg et al., 2012]. Erdemes itt megjegyezni, hogy Hecker
és Hollert szerint [2011] a US EPA vizsgalati rendszerének elsd-lépcsds vizsgalati

csomagjanak elvégzése mintegy 130 patkany, 30 ebihal és 60 hal életének
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feldldozasaval jar. Szerintik az érintett anyagok szama, amelyek végsé soron
tesztelésre kertulnek majd, nagyjabdl 80 000-re tehetd.

Az Endocrine Society publikalt egy nyilatkozatot, amiben sirgeti a
kockazatértekelést végzd szakembereket, hogy éljenek a tarsasag tagjainak
szakértelmével, mikor uj megkézelitést dolgoznak ki az EDC-k kockazatértékelésére az
endokrinolégia tdrvényszerlségei alapjan [Diamanti-Kandarakis, 2009]. Ennek
végrehajtdsa valodi paradigmavaltast hozna a toxikolégiaba. Ennek a nyilatkozatnak a
tamogatasara 8 tarsasag irt levelet a Science-nek 2011 marciusaban, melyek
egyuttesen mintegy 40 000 tuddés és orvos tdmogatasat jelenti [American Society of
Human Genetics et al., 2011].

2.4 Reprodukcio karositashoz valé viszony

Az endokrin karositdé anyagok vizsgalatahoz a jelenlegi toxikologiai vizsgalatok
k6ézll a szaporodasbiologiai tesztek allnak a legkdzelebb. Ennek egyik kézenfekvd oka,
hogy talan a szaporodas soran a legintenzivebb a biologiai jelatvitel, hiszen harom él6
organizmus ,vesz részt” ebben a komplex folyamatban. ,A reprodukciés képesség
nagymeértékben figg ezen jelatviteli utvonalaktdl — beleértve a géntranszkripciét is —,
ezzel magyarazhaté a folyamat fenyegetettsége a xenobiotikumok altal a
kommunikaciora kifejtett karos hatasok tekintetében. Evans [2007] szerint a legtébb
reprotoxikus anyag hatassal van valamilyen médon a hormonrendszerre”.

A szaporodasbiol6giai vizsgalatok végzése a thalidomide katasztrofat kévetden
valt kotelezdévé. A szaporodasbiologiai vizsgalatok kdvetelményrendszerét ugy épitették
fel, hogy lehet6ség szerint az utdédot érint6 Osszes lehetséges karosodas az
ivarsejtképzéstdl az ivarérett kor eléréséig az allatkisérletek soran vizsgalatra kerlljon
[Druga, 2010]. Szintén nem ismeretlen a fejl6dési modell alkalmazasa ezen a teruleten,
a fentiek alapjan mégis felmerul, hogy az ED-karosité anyagok specialis viselkedésik és
jellegzetességeik okan esetleg nem akadnak fenn ezeknek a teszteknek a sz(ir6jén. Az
ismétlések elkertlése végett csak érintélegesen emlitem a legfontosabb érveket:
alacsony doézis, érzékeny periodusok, eltérd érzékenységul térzsek. A patkany (és az
egér is) mind a prolaktinszint, mind az dsztrogén-progeszteron arany valtozasaira igen

érzékeny, igy ilyen anyagok vizsgalatara nem is lenne alkalmas, azonban mégis
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hasznaljak, mert a nyul nagyon draga és szaporodasi ciklusat sem ismerjiuk eléggé. A
ragcsalok ezen tulajdonsagat ezzel szemben jol ki lehet hasznalni éppen az 6sztrogén-
antidsztrogén hatasu/mellékhatasu vegyliletek vizsgalataban [Druga, 2010].

Az elemz§ rész szolgal majd arra, hogy ennek a kérdésnek bizonyos tekintetében
a tukorképével foglalkozzon, vagyis, hogy azon anyagokat, amelyek hormonrendszert
zavard hatasuk kovetkeztében terméketlenséget okoznak, képes-e a jelenleg tervezett

ED-vizsgalati rendszer kiszdrni.
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3. Vizsgalati rendszer bemutatasa

Az OECD 1998-ban felallitotta nemzetkdzi szakemberekbdl allé munkacsoportjat,
amelynek feladata az ED-anyagok kiszlrésére és vizsgalatara vonatkozé utmutatok, az
un. Endokrin zavardé anyagok Szirésére és Vizsgalatara vonatkozé Koncepcionalis
Keretprogram (OECD Conceptual Framework for the Screening and Testing of
Endocrine Disrupting Chemicals, tovabbiakban CF) kidolgozasa volt. Az ED-anyagok
meghatarozasara a WHO definiciojat alkalmazzak, tehat alapfeltétel, hogy a hatas karos
legyen, és ennek meghatarozasat in vivo eredményhez koétik. A CF-et egyfajta
eszkoztarnak kell tekinteni, a benne foglalt vizsgalatokat nem sziikséges sorra elvégezni
az els6tdl az 6tdédik szintig, hanem az aktualis kérdés és a rendelkezésre alld
informaciok alapjan kell 6ket kivalasztani és elvégezni, az elemzés soran ,weight-of-the-
evidence” megkdzelitést alkalmazva. Egyetlen vizsgalat ugyanakkor nem elegendé az
ED-tulajdonsag megerésitésére, avagy kizarasara. Az alacsonyabb szinteken a pozitiv
eredmény lehetséges ED-hatast jelent, segit a magasabb rend(, laborallatokon végzett
vizsgalatok megtervezésében. Negativ eredmény esetében csak a vizsgalt
mechanizmus vonatkozasaban, csak a vizsgalt expoziciés uton, stb. vonhatd le
kbévetkeztetés. Az 6t klldnbdzé szint eltérd bioldgiai komplexitasnak felel meg, az in vitro
sejtvonalaktél az intakt élélényeken végzett vizsgalatokig, az in vivo tesztek kiterjednek
toxikologiara és Okotoxikologiara is. Expozicidval ugyanakkor nem foglalkozik a CF, sét
csak a kdvetkezd endokrin hatasokra terjed ki: dsztrogén receptor, androgén receptor,
pajzsmirigyhormon receptora altal kozvetitett hatasok, valamint a szteroidogenezis
zavarasa. Ennélfogva vannak olyan egyelére kevéssé értett hormonalis hatasok,
amelyeket nem feltétlenll mutatnak ki a tesztek, tovabba egyelére vizsgaljak azt is, hogy
a hosszu-tavu ED-tesztek kimutatjak-e az epigenetikus uton haté EDC-ket [OECD,
2010]. A keretprogram jelenlegi formajaban nem végleges, szamos teszt validalasa még
folyamatban van, az egyes szinteket az ott szerepl§ vizsgalatokkal a Il. Fuggelék

tartalmazza.
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3.1 Az egyes szintek bemutatasa

3.1.1 1. szint: Valogatas és rangsorolas a rendelkezésre allé informaciok alapjan

Az anyagok értékelését minden esetben a rendelkezésre all6 informaciok
Osszegyljtésével kell kezdeni. Hasznosnak bizonyulhatnak a fizikai-kémiai
tulajdonsagokra (pl. molekulatdmeg, reakciokészség, illékonysag), a kbérnyezeti sorsra
(biodegradalhatdésag), a human és élévilag kitettségére vonatkozé adatok (gyartasi
mennyiség, kibocsatasok, felhasznalasok), valamint meglévé toxikologiai és
Okotoxikologiai eredmények, azok dozisai, toxikokinetika. Ezek alapjan kell elddnteni,
hogy milyen teszteket kell elvégezni, emellett hozzajarulnak a tébbi teszt
interpretalasahoz is. Erre a szintre tartoznak még a (Q)SAR-modellekkel nyerhet6

adatok is.

3.1.2 2. szint: Mechanisztikus informaciot szolgaltato in vitro tesztek

ER, AR, TR receptorkdétési vizsgalatok, Transzkripcios aktivalas (TG 455),
Aromataz és szteroidogenezis esszék, AhR (aryl hydrocarbon) receptor
felismerési/kotési vizsgalat, Nagy teljesitményii elésziirések, Pajzsmirigy funkcio,
Hal hepatocita vitellogenin esszé

A veszély detektalasara szolgalé szlrdvizsgalatok tartoznak ide elsésorban,
amelyek hozzajarulnak a lehetséges hatasmechanizmus (MOA, mechanism of action),
karos kimenetld utvonalak (AOP, adverse outcome pathways) feltdrasahoz, prioritasok
megallapitasahoz, és altaldaban a ,bizonyitékok sulya” értékeléshez. Az itt talalhato in
vitro esszék, tdbbnyire hatékonysagra vonatkoz6é adatot szolgaltatnak (pl. kétési
affinitas), figyelembe kell venni azt is, hogy van-e elétte metabolizalé rendszer. Ugyan
hajlamosak fals pozitiv valaszt nyujtani, de ez &sszhangban van a kockazat
minimalizalasaval. A CF-be foglalt jelenlegi in vitro tesztek tébbnyire emlds-eredetiek,
ezeknek nem emlbésdkre tdrténd extrapolacidéja azonban megfelelé kériltekintéssel
lehetséges, ugyanis ezek a rendszerek sokszor genetikailag erésen konzervalt hormon-
receptorokra, vagy kulcs enzimekre épulnek, amelyek megegyeznek minden

gerincesben. Néhany (Q)SAR modell ezen a szinten is alkalmazhato.

-29.-



3.1.3 3. szint: Egyetlen mechanizmusroél és hatasarol informaciot nyujté in vivo
tesztek

Uterotrop- (TG 440) és Herschberger-teszt (TG 441), Nem-receptor altal kézvetitett
hormonfunkcio, Hal vitellogenin teszt

Ezek a lehetséges ED-hatasra iranyul6 in vivo szilr6 tesztek még mindig csupan
kvalitativ valaszt nyujtanak: képes-e az adott anyag kdlcsénhatasba lépni az észtrogén-,
androgén, vagy pajzsmirigy hormon receptorral, illetve a szteroidogenezissel (Iéteznek
egyes nem receptorialis folyamatok is). A veszély detektalasara alakitottak ki dket, ezért
az érzékenységilk szandékosan magas. Altalaban rendelkeznek metabolikus
aktivalassal (ami a legtdbb in vitro tesztbdl hianyzik), jellemzéen rovid lefutasu tesztek
kevés szamu dozis-szinttel. A pozitiv eredmény lehetséges karos hatast jelez elére a
szaporodasbioldgiai vizsgalatokban, melyek a 4-5. szintek részét képezik, valamint
bizonyos esetekben fejletlen egyedeken. Pozitiv eredményt altalaban a nemi szervek
sulyaban vagy fejlédésében bekdvetkezd szignifikans valtozas jelenti.

3.1.4 4. szint: T6bb folyamatrol informaciot szolgaltatoé in vivo tesztek

Kiterjesztett OECD 407-es vizsgalat, NGstény és him pubertas teszt, Felnétt intakt
him vizsgalat, Hal gonad korszévettan, Kétéltii (béka) metamorfozis esszé

Ezek a tesztek alaposabb vizsgalatra is lehet6séget adnak fejl6édé vagy fejlett
elélényben, mivel egynél tdbb ED-hatasra érzékenyek. Apikalisak (expozicid
empirikusan ellenérizhetd kimenetele), ezaltal alkalmasak veszély és kockazat
értékelésre egyarant, amihez hozzajarul az is, hogy egyes vizsgalatokbdl kideril, az
endokrin rendszerre kifejtett hatasok az érzékenyebbek vagy az altalanos toxicitas.
Alacsonyabb dézisszam esetén ugyanakkor kevésbé pontos informaciét szolgaltatnak a
NOAEL megallapitdsahoz. Bar az intakt él6lény alkalmazasa lehetévé teszi a normal
fiziologias korulmények tanulmanyozasat, a hormonalis folyamatokra jellemzd
kompenzaciés mechanizmusok miatt, egyes esetekben ezek a tesztek kevésbé

érzékenyek, mint a 3. szint vizsgalatai.
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3.1.5 5. szint: In vivo tesztek, amelyek ED- és mas hatasokrdl is adnak
informaciot

1-generacios vizsgalat (kiterjesztett TG 415), 2-generacios vizsgalat (kiterjesztett
TG 416), Szaporodasbiologiai sziirbvizsgalat (kiterjesztett TG 421), Egyesitett 28
napos/reprodukcios sziiré vizsgalat (kiterjesztett TG 422), Részleges és teljes
életciklus esszék (hal, madar, kétéltii, gerinctelen - fejlédési és reprodukcios)

Az 5. szinthez tartozé vizsgalatok  kulénésen  j6I  hasznalhatok
kockazatértékeléshez, mivel a doézis-valasz gorbe felallitasaban is segitenek. A
patkanyokon végzett vizsgalatok, valamint az életciklust teliesen vagy részlegesen
lefed6, halakon, kétéltieken és madarakon végzett vizsgalatok soran medfigyelt
hatasok jelezhetik, hogy az endokrin rendszer is érintett. Még az erre a szintre tartoz6
vizsgalatok kézul is csupan a két-generacidés vizsgalat az, amely a Kkorai
(szaporodasbioldgiai) dregedést kivéve minden egyéb ED-végpontot feltar. Az ezen a
szinten lévd dkotoxikologiai vizsgalatok olyan végpontokat foglalnak magukba, amelyek

végs® soron populacié-karosodashoz vezetnek.
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ELEMZO RESZ

4. Fertilitast karosito hatasmechanizmusok

Munkam soran az els6 kérdés, amire valaszt kerestem, az volt, hogy egyaltalan
foglalkoznak-e a CF keretein belll a fertilitas témakdrével, szerepel-e a keretprogram
céljai kdzétt a fertilitast zavard anyagok kiszlirése? Az EU State-of-the-Art tanulmanya
[Kortenkamp et al., 2011] roéviden attekinti ezt a kérdést, abbdl kiindulva, hogy az
endokrin zavar6 anyagok talan a leghatékonyabban a reprodukciés folyamatokba
tudnak beavatkozni, a harom él6lény kdz6tt végbemend intenziv jelatvitel
megzavarasaval, a szaporodasbiolégianak pedig meghatarozd része a termékenység
épsége. Bar minden termékenységgel és terhességgel kapcsolatos végpont esetén
nehézséget okoz az apai és anyai eredetl expoziciébdl eredd hatasok elhatarolasa, a
tanulmany kilén targyalja az apai és anyai expozicié hatasat. Elsésorban azonban az
adott folyamathoz tartoz6 biologiai jelenségek részletes attekintésére szoritkozik (ennek
lehetséges oka, hogy az utdbbi években a tudomanyos ismeretek jelentésen béviltek),
emellett a szakirodalom attekintése segitségével megkisérli megalapozni az ok-okozati
kapcsolatot a bemutatott kéros jelenségek, és azokat potencidlisan kivaltd vegyi
anyagok kozoétt. Nem foglalkozik azonban a tanulmany részletesen a fertilitasra karos
anyagok detektalasaval a vizsgalatok szintjén.

Vizsgalatom soran ezért attekintem, melyek lehetnek azok a hatasmechanizmusok,
amelyek altal az endokrin zavaré anyagok karos hatast fejthetnek ki a fertilitasra.
Osszevetve az OECD CF tesztjeivel, megkisérlem kisziirmni, ezek kézul mely hatasokat
vizsgalja kozvetlenil. Majd annak elemzése koévetkezik, hogy a CF mely vizsgalatai
érintenek olyan végpontot, amely a fertilitds vizsgalatakor elengedhetetlen. Végezetil az
igy feltart vizsgalati mddszerek részletes attekintése kévetkezik, mindvégig szem el6tt
tartva a CF lépcs6zetes megkdzelitését. Célom annak megallapitasa, hogy a fertilitasra
karos anyagok vajon fennakadnak-e az OECD Aaltal kialakitott vizsgalati rostan.
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4.1 Hormonok/receptorok

A termékenységet megzavarasara a legkézenfekvébb a receptorok szintjén
torténd beavatkozas. Amennyiben attekintjik a 1.2 fejezetet, kiderul, hogy a fertilitas
szabalyozasaban legalapvetdbb szerepet jatsz6 hormonok az 6sztrogének, androgének,
az LH/ICSH, az FSH, és a progeszteron (utdbbi nék esetében). Jelentds, kbdzvetlen
hatasa van még a prolaktinnak, és a TSH-nak is a folyamatra; tovabba az utébbi idében
az AhR-nek is szamottevd szerepet tulajdonitanak a petefészek, és altalaban a néi
szaporodasbiologia épségével kapcsolatban [Kortenkamp et al.,, 2011]. A
legkézenfekvébb megoldast ennek vizsgalatara az in vitro receptor-kétési vizsgalatok
nyujtjak. Minthogy azonban az in vitro rendszerek altalaban egyszerUsitett vagy
mesterséges korilményeket reprezentalnak, nem tukrozik egy élélény komplexitasat,
annak visszacsatolasaival, a Kkilénbdz6 bioldgiai utvonalak k&ézétti athallasokkal,
metabolizmussal, stb., az igy nyert informaci6 inkabb kvalitativ (k6tédik - nem kétédik),
ezért ezek a tesztek nyujtjak a legkorlatozottabban felhasznalhaté eredményt. A CF-ben
szerepld in vitro tesztek vizsgaljak az androgén- és Osztrogén-receptorokhoz vald
kotédést, nem tudjak azonban megkllénbéztetni az agonista és antagonista hatast. A
TG 455 mar megallapitia az ER-hez kapcsolédd riporter gén aktivitasat is, valamint
koézvetve kimutathatja az AhR-receptor aktivalasat, de ez a vizsgalat még validalas alatt
all. A H295R szteroidogenezis teszt kimutatja az 6sztradiol és tesztoszteron szintézis
gatlasat és indukalasat, az aromataz teszt pedig az aromataz (CYP19) enzim aktvitasat
és gatlasat. A pajzsmirigy hormon szintjében végbemend valtozast jelenleg csak in vivo
tesztek mutatjak ki, ahogyan az tébbi felsorolt hormon szintje is mérhet6 a szérumban.
Erdemes azonban itt megemliteni azt a szakemberek altal gyakran emlegetett gyakorlati
problémat, hogy bar az iranyelvek sokszor szamos laborvizsgalatot irnak el in vivo
tesztek soran, a laborallatok vérének mennyisége azonban erésen behatarolja a
lehet6ségeket, kuldondsen, ha bizonyos értékek folyamatos monitoringjarél van sz6. Az
in vivo vizsgalatok az egyéb, nem receptorok utjan végbemend hatasokat is
kimutathatjagk, mint pl. az adott hormon termel6dése, metabolizacioja,
transzportfehériekhez val6 koétédés, stb. Azonban éppen az ezen hatasok kozotti

komplex kiegyenlité mechanizmusok segitségével el is fedhetik egymast.
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4.2 Hipotalamo-hipofizealis-gonadalis rendszer

Amennyiben egy szinttel feljebb Iépink a szabdalyozasi rendszerben, a
hipotalamo-hipofizealis-gonadalis rendszerhez jutunk. Emlésékben ez a szabalyozo
rendszer prenatalisan alakul ki, és amennyiben ebben a szakaszban akar mérsékelt
szintl férfi szexszteroidoknak van kitéve, az gatolja a kialakulasat, ami hosszutavon a
nd infertilitasat okozhatja az anovulacié miatt. Ugyanez az expozicio felnétt né esetében
maximum idészakosan gatolia az ovulaciot az egyre erbteljesebb negativ
visszacsatolasok révén [Dohler, 1991]. (Erdekes azonban, hogy pl. a hiperprolaktémia
felnétt ndk esetén is képes egymaga leallitani a termékenységet biztositd folyamatokat.)
A CF-ben a kdvetkez6 tesztekkel lehet kiszlrni ezt a hatast: Uterotrop-teszt (a fejletlen
rendszer vizsgalata, ahol a hipotalamo-hipofizealis-gonadalis rendszer ép, kimutathatja
a gonadotropin gatlasat), kiterjesztett egy-generacios, két-generaciés vizsgalatok, illetve
szbvettan soran mérhetd a hipofizis tdmege. Fontos tekintetbe venni az expozicid
id6ézitését is, ebben az esetben nyilvanvaléan csak tdbb generaciora kiterjed6 in vivo
tesztek j6hetnek szamitasba. Hagyomanyosan a szaporodasbioldgiai vizsgalatok
tekintetbe veszik, hogy az expozicidé idb6zitése alapvetéen befolyasolja a kisérlet
kimenetelét. Azonban a kilénbdz6 idészakok eltéré érzékenysége miatt jelentds

problémat jelent a megfeleldé dozisok kivalasztasa.

4.3 Szovetek, szervek szintjén végbemend hatasok

Ha a szobvetek, szervek szintjen térténd elvaltozasokat vesszik tekintetbe,
szintén elmondhatd, hogy alapveté elvaltozasok inkabb prenatélisan varhatok,
kioléndsen az ED anyagokra jellemzé alacsony dézistartomany esetén. Ugyanakkor
proliferativ reakciokb6l eredd daganatos elvaltozasok altal elbidézett funkcionalis
zavarok vezethetnek idészakos vagy akar végleges terméketlenséghez is. Pl. hosszu
tavon a hiperprolaktinémia okozhatja adenéma kialakulasat, ami stabilizalja az atmeneti
terméketlenséget. A nemi szervek szodveteinek 0Osztrogén-hatasra adott hipertréof
reakcidjat az Uterotrop-teszt vizsgalja. Az idegrendszer szintjének vizsgalata,
magatartasi kérdések (stressz, libido, stb.) tulmutatnak a dolgozat keretein,

ugyanakkor az un. apikalis jellegl tesztek kimutatjak ezeket a hatasokat is.
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4.4 Apikalis és végpont iranyad megkozelités

A toxikoldégidban medfigyelhetd az apikalis jellegli tesztek felél a
hatasmechanizmusokra iranyuldé vizsgalatok iranyaba t6rténdé elmozduldas. Ennek
feltétele az, hogy alapos ismereteink legyenek az adott bioldgiai folyamatokrol,
ugyanakkor kivaltdé okai k&zé tartozik az allatok védelmének iranyabdl érkezé
folyamatosan ndévekvd nyomas. Ezt az atmenetet figyelhetjik meg jelenleg az endokrin
zavard anyagok vizsgalatanal, ami a fertilitas esetében, a folyamat komplexitasabdl
ered6en exponencialisan érvényesdl.

Tekintetbe véve a fertilitassal kapcsolatos folyamatok komplexitasat, valamint,
hogy a jelenlegi tudasunk még nem mondhaté teljes koriinek a biologiat tekintve, egy
anyag fertilitasra valé karos hatasanak kiszlrésére az in vitro teszteket nem taldlom
alkalmasnak. Ez ésszhangban van a CF elveivel is, hiszen az alacsonyabb szinteken
lévé vizsgalatok negativ eredménye alapjan nem zarhaté ki az anyag endokrin zavard
hatasa. Amig nem kapunk teljes képet a biolégiai mechanizmusokrél, és nem tudjuk az
Osszes szbba j6hetd folyamatot kuldn-kilén, olcso, nagy teljesitményl vizsgalatokkal
kizarni, addig maradnak az apikalis természetli — altaldban in vivo — vizsgalatok. A
kovetkez6kben attekintem, mely apikalis végpontokat tekintik a szakmai utmutatdék a

fertilitdas szempontjabol vizsgalanddnak.

-35-



5. Végpontok és vizsgalatok

5.1 Végpontok
Az EU State of the art tanulmanya [Kortenkamp et al., 2011] szerint a kévetkezd

végpontok tartoznak a fertilitashoz: megfoganasra valé képesség (beleértve a
hormonalis  profilt), menstruacié, korai vetélés, petefészek kimerilése vagy
mukddésképtelensége, szaporodasbioldgiai eléregedés és menopauza. Ezek mellett a
PCOS, endometriézis, méhen bellli fibrozis is okozhatnak ndéi alulmiikédést a
termékenységben, beleértve a menstruacidés zavarokat, vagy anovulaciés ciklusokat,
korai menopauzat, valamint a petevezeték elvaltozasaibdl és a méh anomaliakbdl
adodo implantacios problémakat.

A kovetkezb tablazat bemutatja, a fenti végpontok kézul melyiket vizsgaljak a CF

gerinces, néstény allatokon végzett in vivo vizsgalatai.
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Fertilitashoz tartozé

Uterotrop-teszt

Pubertas teszt

Kiterjesztett 28-

Két-generacios

végpontok (ember) napos vizsgalat vizsgalat
elsp os;trqsz ciklus
Ne) Menstruaciés zavarok mggjglengsenek szabalyossaga
= ideje, ciklus (P, F1)
; > gonadotropin szabalyossaga ’
& 2 | Anovulacids cikusok gatlasa
R Petefészek
S £ | kimerilése, mikodés- Parosodas ideje,
% 2 képtelensége fertilitas
g Korai 6regedés
Korai menopauza
Hormonalis profil labor labor
« Petevezeték petefészek opc. petefészek petefészek
o elvaltozasai tdmege, tdmege, tdmege,
‘G PCOS szdvettana szbvettana szdvettana
:'—2 Méh anomaliai méh tdmege, méh tdmege, ?PC' meéh
= Méhen belllli fibrézis szOvettana sz@vettana omege, L
o szbvettana méh tdmege,
2 endometrialis szbvettana (P,F1)
N Endometriozis epithelium
* proliferacidja
placenta sulya,
Implantacio sargatestek
szama, életképes
egyedek szama,
re- és
Korai veteles poszti?nplantéciés
veszteség
opc. vagina . ope. cervix és Lo yagina _
Egyéb végpontok keratinizacioja, vagina vagina kinyilasanak ideje

elszarusodasa

kinyilasanak ideje

szOvettana, és
huvelykenet

(F1), cervix és
vagina szdvettana

pajzsmirigy
tdmege,
patologiaja, T4 és
TSH
szérumszintjei

pajzsmirigy
tdmege,
patologiaja, T4
és TSH
szérumszintjei

pajzsmirigy
tdmege,
patologiaja

maj, hipofizis és
mellékvesék
tdmege

maj, hipofizis és
mellékvesék
tdmege

maj, mellékvesék
tdmege

vemhesség ideje,
ellés lefolyasa,
alom nagysaga,
nemi megoszlas
(F1,F2), ivadékok
témege, tulélése
(F2), kdlykok
fejlodési
rendellenességei
(F1,F2)

1. tablazat: /n vivo vizsgalatok végpontjainak elemzése
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5.2 Vizsgalatok
A gerinces, ndstény allatokat vizsgalo tesztek kdzul az Uterotrop-teszt (TG 440)

vizsgalja a méh tdmegét, és opcionalis a vagina keratinizaciojanak, elszarusodasanak,

ey

.....

néstényeket hasznal. Amellett, hogy az el6bbi az allatvédelmi szempontoknak is jobban
megfelel, a korabbiakban emlitettek szerint a szaporodasbiolégiai szempontbdl éretlen
rendszer — mivel a hipotalamo-hipofizealis-gonadalis rendszer még ép — lehetéséget
nyujt a gonadotropin gatlasanak kimutatasara. A vizsgalatot csak ER-agonistakra
validalaltak, de az ilyen hatasu anyagokra sokkal érzékenyebb, mint pl. a 4. szinten Iévd
in vivo tesztek, az ott tapasztalhat6 kiegyenlité hatasok miatt. A tesztrendszer 3. szintjén
talaljuk, kilénbdz6 sorrendekben is felmerulhet, de a legvaldszinlibb pozitiv in vitro teszt
utani kdvetkezb lépés, vagy pedig negativ in vitro teszt esetén, amennyiben endokrin
zavar6 metabolitot gyanitanak. Szlrdvizsgalatnak szamit kevés allat kezelésével
minddssze 3 napig.

A 4. szinten talalhaté a US EPA altal kidolgozott néstény pubertas teszt, ami mar
apikalis jellegl vizsgalatnak szamit, hiszen a megfigyelt végpontokat kilénbdz6 hatasok
befolyasolhatjak. Ebben az esetben az 06sztrogén-hatads mellett a vizsgalatban
detektalhatok a pajzsmirigyre, szteroidogenezisre és a hipotalamo-hipofizealis-gonadalis
rendszerre iranyul6 hatasok. A legérzékenyebb végpont a vagina kinyilasanak ideje,
vizsgalni kell tovabba a méh és a petefészkek tdmegét, valamint azok szévettanat, az
els6 Osztrusz megjelenésének idejét, valamint a ciklus szabalyossagaban beallé
témegét, valamint a T4 és TSH szérumszintjeit. A teszt elénye, hogy érzékeny periédust
és szélesebb hatasspektrumot vizsgal, azonban kevésbé érzékenynek mondhatd, mint
az Uterotrop-teszt, amelynek esetében a szikséges allatok szama is alacsonyabb,
ezért, ha a cél in vitro eredmény megerdsitése, akkor javasolt inkabb azt valasztani.

Szintén a 4. szinten talalhaté a kiterjesztett ismételt d6zisu 28-napos vizsgalat
(TG 407), amit eredetileg, ahogyan a neve is mutatja, szubakut/krénikus toxicitas
kimutatasara dolgoztak ki. Ez egyrészt kedvezd, hiszen elvileg kdnnyen — és plusz

allatok hasznalata nélkil — beilleszthetd az engedélyezési folyamatba, ugyanakkor a
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toxicitas vizsgalata prioritast élvez az endokrin végpontokkal szemben, és az allatok
vérének mennyisége is szamottevé korlatozast jelent. Tovabba megjelenik a
dozisszinttel kapcsolatos probléma, hiszen el6fordulhat, hogy még a legalacsonyabb —
artalmatlan — dozisszint is magasabb, mint ahol az adott anyag az endokrin zavaré
hatasat kifejti. A magas dozison tapasztalt tinetek pedig elfedhetik az endokrin
hatasokat. Ez is apikalis vizsgalat, szintén kevésbé érzékeny, mint az Uterotrop-teszt,
csak a kdzepes és er6s hatasu endokrin zavarokat detektalja, ugyanakkor mind a négy
fontos hatast kimutatja: 6sztrogén, androgén, pajzsmirigy és szteoridogenezis. A

végpontjai: petefészek, méh, cervix és vagina témege, szdvettana, opcionalis a vagina

crr

“rez

elévizsgalataként vald alkalmazasa; vagy ha az adott anyag mennyisége, kockazata,
stb. nem ér el egy bizonyos hatart, és ezért nincs eléirva a magasabb szintl vizsgalat.

A két-generacios vizsgalatot (TG 416) szanjak az endokrin zavardk kimutatasara
alkalmas legfébb vizsgalatnak. Eredetileg reprodukciokarosité anyagok vizsgalatara
alakitottak ki, 2001-ben pedig ED-specifikus végpontokkal egészitették ki, igy gazdag
informaciéval szolgal, kulénésen, ha ismételt dbézisu vizsgalatokkal kombinaljuk,
ahonnan a pajzsmirigy és az emlék hisztopatologiaja, valamint hormonszintekre
vonatkozé adatok is elérheték. A jelenlegi emlés szaporodasi toxicitasra vonatkozo
Utmutatok koézll csupan a két-generacios (TG 416) vizsgalat alkalmaz az érzékeny
peribdusokban expoziciét. A vizsgalat id6- és kéltségigénye azonban hatalmas, akar
egy évig eltart, harom dozis szintet vizsgal, igy nagyszamu allatot vesz igénybe (husz
vemhes allattal indul, majd egy-egy F1 himet és ndstényt paroztat és kisér végig az
ellésen at az F2 kdlykdk elvalasztasaig). A vizsgalat természetesen apikalis, rengeteg
végpontot vizsgal, a labor részérél ezért hatalmas terhelést és szakértelmet kivan meg.
Vizsgalja a ciklus szabalyossagat (P, F1); parosodas idejét; fertilitast mind a himeknél,
mind a ndstényeknél; petefészek, meéh, cervix és vagina, pajzsmirigy, maj és
mellékvesék témegét, szbvettanat (P, F1); vagina kinyildsanak idejét (F1); placenta

sulyat; sargatestek és életképes egyedek szamat, pre- és posztimplantacios
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veszteséget; vemhesség idejét; ellés lefolyasat;,alom nagysagat, nemi megoszlasat (F1,

F2); magzatok tdmegét; tulélését (F2); kolykok fejlédési paramétereit (F1, F2).
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6. Kovetkeztetések

Az OECD koncepcionalis keretrendszerét illetéen elmondhatd, hogy a szakma a
nemzetkdzileg elfogadott és validalt teszt modszereket altalanosan hasznosnak talalja,
véglegesitésiket nagyon varja, ugyanakkor elismeri, hogy az ED-hatasok spektrumanak
csak egy korlatozott tartomanyat fedik le, hosszu tavon ki kellene tehat egésziteni az
6sztrogén-androgén-pajzsmirigy-szteroidogenezis-rendszeren (EATS) kivili hatasokkal
is. A téma komplexitasat, valamint ismereteink hianyossagait kivaléan illusztralja, hogy
15 év sem bizonyult elegendének a vizsgalati rendszer véglegesitésére. Sajnalatos,
hogy még napjainkban is zajlik a vita a tudomanyos és jogi szakemberek kdzoétt az
endokrin zavarok definiciéjanak kérdésében, nincs altalanosan elfogadott megkdzelités
adott anyag ED-tulajdonsaganak kizarasara vagy megerfsitésére sem. Ugyanakkor,
még az OECD tbébb szaz oldalas utmutaté dokumentumat tekintve sem talalok olyan
egyeértelm(, vildagos stratégiat, ahogyan egy adott, Uj anyagrol (amely esetében nem
allnak rendelkezésre adatok korabbi vizsgalatokbdl) egy cég, hatdésag, stb. elddntheti,
hogy rendelkezik-e endokrin zavard potenciallal, vagy sem. Ezen hatasok természetét
tekintve érthetd, hogy a szakma a ,weight-of-evidence”, azaz a bizonyitékok sulya
megkdzelitést javasolja, nyilvanval6, hogy nem csak szakmai szempontbdl, de
allatvédelmi okokbdl is alapvetd fontossagu minden rendelkezésre all6é informacid
figyelembe vétele, fontos az elmult évtizedek alatt generalt vizsgalati eredmények
ertékelhetéségének kritériumaira is figyelmet szentelni, mindamellett szamomra
felmerilt a ,fatél az erdét” problematikaja.

Amennyiben az endokrin zavar6é anyagok viselkedését Osszevetjuk a fertilitasi
folyamatokkal, a fenti allitdsok még nagyobb hangsulyt kapnak. Ezért, amig nem kapunk
telies képet a biologiai mechanizmusokrol, és nem tudjuk az 6sszes szoba j6hetd
folyamatot kulén-kulén, olcsé, nagy teljesitményl vizsgalatokkal kizarni, az in vitro
teszteket nem taldlom alkalmasnak egy anyag fertilitasra valé karos hatasanak
kiszGrésére. Tovabba, mivel az in vitro vizsgalatok altalaban egyetlen
hatasmechanizmust modelleznek egyszerlsitett koérulmények kozoétt, igy negativ
eredmény esetén sem zarhaté ki az endokrin zavaré tulajdonsag, a vizsgalati

rendszerbdl tovabbi, magasabb szintl vizsgalatokat is el kell végezni. Pozitiv teszt
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esetén szintén érdemes megerdsiteni az eredményt (tekintettel tébbek kdzétt a fals
pozitiv eredmények eshetbségére), igy az in vivo tesztek elvégzése jelenleg
elkerUlhetetlen.

A kérdés az, hogy melyikkel lenne érdemes kezdeni a vizsgalatot, melyik vizsgalat
tdlthetne be szird funkciot? Ha a tébb hatast is kiszlrd un. apikalis jellegl tesztek
irdnyaba hajlunk, az egyrészt az érzékenység csdkkenését fogja magaval vonni, hiszen
pl. a 3. szinten lév6 — csak az 0&sztrogén-hatasat kimutatdé — Uterotrép-teszt
érzékenyebb, mint pl. a pubertads esszé, a kiterjesztett 28-napos vagy a két-generacios
tesztek. Ez utobbiak allatvédelmi szempontbdl is kedvezbtlenebbek, nem beszélve a
koltség- és id6igényukrdl. Optimalis valasz természetesen nincsen, mégis, fentiek kézil
talan a pubertas teszt az, ami egyrészt érzékeny idészakot vizsgal, elsédleges célja az
endokrin zavar6 hatas kimutatasa (szemben a 28-napos és a két-generacios
vizsgalatokkal); viszonylag szélesebb hatasspektrumot vizsgal (EATS, valamint
informaciét nydjt a hipotalamo-hipofozealis-gonad rendszerre kifejtett hatasroél is) és
nem is igényel olyan jelent6s allatszamot.

A meglévd, egyeb célokra kialakitott vizsgalatok protokolljanak endokrin zavaré
hatasokra jellemz& végpontokkal torténé kiegészitése is célszerl, akkor azonban az
endokrin zavar6 tulajdonsag detektdlasa mindig masodlagos célia csupan a
vizsgalatnak, tovabba belelitkbziink a megfelelé dozis kivalasztasanak problémakérébe
is. Bar az OECD a két-generacios vizsgalatot szanta f6 tesztnek az endokrin zavaré
anyagok kiszlirésére, meg kell emliteni, hogy itt a legkiemelkedébb az allatszam,
valamint a laboratériumra harul6 munkateher, és a megbizd kdltsége (mind pénzben,
mind idében) is hatalmas. Raadasul a szakemberek kételkednek abban, hogy a
masodik generacio vizsgalata elengedhetetlen jarulékos informaciéval szolgalna, ezért a
US EPA inditvanyozta, hogy hatarozzak meg a 2. generacid vizsgalatanak hozzaadott
ertékét a két-generacios vizsgalat esetében. Elvégeztek egy tébb mint 300 2-generacios
vizsgalat adatait alapuld visszatekintd (retrospective) értékelést, amely soran kevesebb,
mint 30 esetben figyeltek meg olyan hatast a masodik generacioban, amely
nagysagrendben meghaladta az elsé generacidban megfigyelt hatast. Ezek kozll
minddssze 2 esetben vezetett a masodik generacioban megfigyelt hatas kritikus dozis

kijeloléséhez [EDTA, 2006]. Erdemes volna ezért a kiterjesztett egy-generacios
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vizsgalatnak is tébb figyelmet szentelni, csakugy, mint a szaporodasbiolégiai
elévizsgalatoknak, a szaporodasi/fejlédési toxicitasi elbkisérletnek (TG 421) és a
szaporodasi-fejlédési toxicitasi elbkisérlettel kombinalt ismételt dozisu toxicitas
vizsgalatnak (TG 422).

A vizsgélatok protokolljat attekintve azt tapasztaltam, hogy a korabban oly sok
ellentmondast eredményez6 kisérleti korilmények részletei, amelyek hatassal lehetnek
a vizsgalatok kimenetelére, mint pl. a megfelel6 faj és populacidé kivalasztasa, a
megfelel tartasi, paroztatasi kérilmények, valamint a fitodsztrogénektél mentes tap
jelentésége, helyet kaptak az 0j és a felllvizsgalt irdnymutatasokban. Amit azonban
emlités szintjén sem talaltam, az endokrin zavardkra jellemzé U-alaku dézis-valasz
gorbe, és viselkedésének megallapitasa az alacsony dézistartomanyban. Nem egészitik
ki a protokollokat tovabbi alacsony dozisszintekkel sem, amit pl. Vanderberg és
szerz6tarsai javasoltak. Sajnos a hormézis jelensége, valamint az ujabb folyamatok
hatasa a human extrapolaciéra nem teszi lehetévé, hogy ugyanazon kisérleti allaton
elébb alacsony, kdrnyezetileg relevans dozisszinteken végezzik el a vizsgalatokat,
majd a dozist a nem toxikus szintre emelve a jelenlegi iranymutatasok szerint végezzik
tovabb a tesztet. igy a jarulékos dozisszintek bevezetése mindenképpen tovabbi allatok
feldldozasat hozna magaval, nem emlitve a statisztikai és egyéb technikai
nehézségeket.
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OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban részletesen attekintettem a néi termékenység hormonalis
szabalyozasat, az endokrin zavard anyagok felfedezését, jellegzetességeit, kulénds
hangsulyt fektetve arra, miben térnek el a toxikologidban hagyomanyosan vizsgalt
hatasmechanizmusoktél. Megallapitottam, hogy a f6 eltéréseket az alacsony
dozistartomany, az eltér6 doézis-valasz goérbék jelentik, valamint, hogy alapvetd
fontossagu a kisérletek korilményeinek standardizalasa. Bar az endokrin zavaro
anyagok irodalma napjainkra hatalmasra nétt, sokan vitatjak, hogy valéban ekkora
figyelmet kell-e nekik szentelni. Ennek elddntésére azonban tovabbi kutatasokra, és
mindenekel6tt vilagos vizsgalati rendszerre volna szikség. Bemutattam ezért az OECD
endokrin zavard anyagok azonositasara kidolgozas alatt all6 koncepcionalis
keretrendszerét, majd attekintve az egyes szintekre beépitett vizsgalatokat, célom
annak megallapitasa volt, hogy a fertilitdsra karos anyagok vajon fennakadnak-e a
kialakitott vizsgalati rostan.

Osszefoglalva tehat eimondhatd, hogy annak ellenére, hogy az aktudlis szakmai
tanulmanyok és vitaanyagok jelentés hangsulyt fektetnek az endokrin zavard hatas
azonositasara és megismerésére, jelenleg fontosabbnak tartom maganak a hatasnak
kiszlrését. El kellene valasztani egymastol az anyagok azonositasat lehetévé tevd
vizsgalati rendszer kialakitdsat és a hatasmechanizmusok megismerésére iranyuld
kutatasi feladatot, melynek alapvetd szerepe a késébbi in vitro metddusok
kidolgozasanak szempontjabdl vitathatatlan. Hiszen végsdé soron természetesen az
volna a cél, hogy allatok feldldozasa nélkul tudjuk kivizsgalni anyagainkat. Ezt azonban,
kuléndsen az endokrin zavard anyagok esetében, kiléndsen az olyan komplex hatasok
vizsgalatakor, mint amilyen a termékenység karositdsa, a kdzeljvében nem tartom
megvalosithaténak. Ezért maradnak az apikalis természet( in vivo vizsgalatok, ahol az
adott expozici6 hatasanak végkimenetelét figyelhetjuk meg, mikézben az élélény
biolégiai valaszai rejtve maradhatnak.

Az értékelés soran nem talaltam egyetlen olyan vizsgalatot sem, aminek az
alkalmazasa tokéletes megoldast nyujtana a fertilitasra karos anyagok vizsgalatara.
Ugyanakkor megallapithatd, hogy a két-generacidés vizsgalat favorizaldsa helyett,

amelyet mind a megbizék, mind a laborok igyekeznek majd elkertlni, talan
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célravezetbbb volna egyszerlbb, kevesebb allatot igényld, de in vivo szlrbvizsgalatokat
el6irni, mindezt egy vildgos stratégiaval, amely arra a szituaciora is valaszt nyujt, ha az

anyagrol nem allnak rendelkezésre korabbi vizsgalatok.
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SUMMARY
Mode of action and testing framework for EDCs disrupting fertility

In this study the hormonal control of fertility in women has been reviewed, the
major discoveries regarding endocrine disrupting chemicals, their main characteristics,
focusing on the differences from the traditional toxicology. Based on the evaluation the
main different features are the low dose threshold and the dose-response curve.
Besides it is of utmost importance to set the basic standards for performing tests on
endocrine disruptors to minimize inconsistencies among literature results. Although, the
literature of endocrine disrupting chemicals has grown to enormous the latest years,
many scientist call into question whether this topic earns that much attention. To decide
this question, more research, and first of all a clear testing strategy is needed. Therefore
the Conceptual Framework for the Screening and Testing of Endocrine Disrupting
Chemicals has been introduced, which is under preparation by international experts
under OECD co-operation. After evaluating the studies on the different levels of the
testing system, my purpose was to conclude whether substances potentially disrupting

human fertility, could be detected by this testing system.

To sum up, though the current research papers and conferences pay special
attention to identify and learn more about the modes of action of endocrine disrupting
chemicals, the actual screening of these chemicals has to have first priority. Research
on the modes of action of endocrine disrupters and the identification of the chemicals
under the authorization processes should be considered separately. Though the
importance of the first one in developing of future in vitro studies cannot be ignored, as
our ultimate goal has to be the evaluation of hazardous properties without the need for
sacrificing animals. This however is not possible in the near future, especially in the case
of endocrine disruptors, especially if we are studying such complex biological processes
as damaging fertility. Therefore we shall stick to in vivo apical studies, in which we can
observe the outcome of exposures, while the exact biological responses of the animal
remain hidden. | was not able to identify a certain study which is able to provide a
perfect solution for screening chemicals mean damaging human fertility. However, we

can conclude that instead of preferring the two-generation reproductive toxicity study,
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both companies and laboratories will be keen to avoid, shorter in vivo screening studies
using less animals are required, under a clear testing strategy, which provides solution

in a situation lacking any data on the substance from previous legal requirements.
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|. Fuggelék - Eredeti angol nyelvi szévegek

1. ,We are certain of the following: A large number of man-made chemicals that have
been released into the environment as well as a few natural ones have the
potential to disrupt the endocrine system of animals, including humans. Among
these are the persistent bioaccumulative, organohalogen compounds that include
some pesticides (fungicides, herbicides, and insecticides) and industrial
chemicals, other synthetic products and some metals.” [Colborn és Clement,
1992]

2. Weybridge, 1996, endocrine disrupter: ,An endocrine disrupter is an exogenous
subtsance that causes adverse health effects in an intact organism, or its
progeny, secondary (consewuent) to changes in endocrine function. A potential
endocrine disrupter is a substance that possesses proterties that might be
expected to lead to endocrine disruption in an intact organism."

3. WHO IPCS 2002, endocrine disrupter: ,An exogenous substance or mixture that
alters function(s) of the endocrine system and consequently causes adverse

health effects in an intact organism, or its progeny, or (sub)populations”
Il. Figgelék - A koncepcionalis keretrendszer bemutatasa

A kévetkez6 két dbra a koncepcionalis keretrendszert mutatja be, ugyanis az eredeti

elképzelésekhez képest mar megvaltoztattak.
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lll. Figgelék - Szerzbi jogi nyilatkozat

NYILATKOZAT

a szakdolgozatrol

cimil szakdolgozatom sajat kutat6 munkam eredménye.

A szerz6i jogok tiszteletben tartasa mellett a SZIE Allatorvos-tudomanyi Kar
Kényvtaraban és az egyetemi adattarban elhelyezett nyomtatott és elektronikus
példanyokat az érdekl6d6k felhasznalhatjak. (Kérjuk alahuzassal megjeldinil)
Hozzajarulok: IGEN NEM

Nyomtatott példany masolhaté: nem / részben / egészben

Elektronikus példany megjelenithet6: nem / csak belsé halézaton / szabad

hozzaféréssel, interneten

alairas
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