
Pécsi Tudományegyetem Egészségtudományi Kar 

Egészségtudományi Doktori Iskola 

Pécs 

Doktori Iskola vezetője: PROF. DR. BÓDIS JÓZSEF egyetemi tanár 

 

Fogamzásgátló hatóanyag-maradványok által kiváltott 

szomatikus és molekuláris változások gerinctelen és gerinces 

vízi tesztállatokon 

Doktori (PhD) értekezés 

ZRÍNYI ZITA 

 

Témavezető: 

DR. PIRGER ZSOLT tudományos főmunkatárs 

MTA ÖK BLI, Tihany 

Onkológia-egészségtudomány (P-6) doktori program 

Programvezető: 

PROF. DR. KISS ISTVÁN egyetemi tanár 

Diagnosztikai Képalkotás (PR-6/2) alprogram 

Alprogramvezető: 

PROF. DR. BOGNER PÉTER egyetemi tanár 

Pécs, 2017  



2 
 

Tartalom 
Az értekezésben használt rövidítések jegyzéke ........................................................... 4 

1 Bevezetés .............................................................................................................. 6 

2 Irodalmi áttekintés ................................................................................................ 7 

2.1 Fogamzásgátló hatóanyagok típusai .............................................................. 7 

2.2 Fogamzásgátló hatóanyagok előfordulása a természetes vizekben ............. 11 

2.3 Fogamzásgátló hatóanyagok hatásai gerinctelen és gerinces vízi állatokban

 12 

2.4 A kísérleti állatok bemutatása ..................................................................... 18 

3 Célkitűzés............................................................................................................ 25 

4 Anyagok és módszerek ....................................................................................... 26 

4.1 Kísérleti állatok ........................................................................................... 26 

4.1.1 Nagy mocsári csiga .............................................................................. 26 

4.1.2 Bodorka ................................................................................................ 26 

4.2 Kémiai anyagok és kezelés .......................................................................... 27 

4.2.1 A nagy mocsári csiga progesztogén kezelése ...................................... 27 

4.2.2 A bodorka progesztogén kezelése ........................................................ 28 

4.3 A petezsákok minőség értékelő rendszere ................................................... 29 

4.4 Az embrionális fejlődés korai szakaszának vizsgálata ................................ 30 

4.5 Vitellogenin ELISA ..................................................................................... 30 

4.6 DJ-1 ELISA ................................................................................................. 31 

4.7 Immunhisztokémia ...................................................................................... 32 

4.7.1 GnRH-szerű fehérjék vizualizálása ...................................................... 32 

4.7.2 DJ-1 szerű fehérje vizualizálása ........................................................... 32 

4.8 Áramlási citometria ..................................................................................... 33 

4.9 Kapilláris mikromintavételi technika .......................................................... 34 

4.10 Tömegspektrometria .................................................................................... 35 

4.10.1 Off-line NanoElectrospray IMS TOF tömegspektrométer .................. 35 

4.10.2 Off-line NanoElectrospray ion csapda tömegspektrométer ................. 35 

4.11 Adatemelzés ................................................................................................ 36 

4.12 Szérum koleszterin, LDL-, HDL-koleszterin és triglicerid mérés .............. 37 

4.13 Stressz fehérjék vizsgálata ........................................................................... 37 

4.14 Statisztikai analízis ...................................................................................... 38 

5 Eredmények ........................................................................................................ 39 

5.1 Progesztogének hatása a nagy mocsári csigában......................................... 39 

5.1.1 Kvantitatív molekuláris változások ...................................................... 39 

5.1.2 A hím reprodukciós rendszerben megfigyelt hatások .......................... 40 



3 
 

5.1.3 A nőstény reprodukciós rendszerben megfigyelt hatások .................... 45 

5.1.4 A szülők progesztogén kezelésének utódokra kifejtett hatása ............. 48 

5.2 Progesztogének hatása a bodorkában .......................................................... 56 

5.2.1 Morfológiai változások ........................................................................ 56 

5.2.2 Molekuláris változások ........................................................................ 57 

6 Megbeszélés és következtetések ......................................................................... 63 

6.1 Progesztogének hatása a nagy mocsári csiga reprodukciójára és embrionális 

fejlődésére .............................................................................................................. 63 

6.2 Progesztogének okozta fiziológiai és molekuláris változások bodorkában 71 

7 Összefoglalás ...................................................................................................... 76 

8 Új tudományos eredmények ............................................................................... 79 

9 Mellékletek ......................................................................................................... 80 

10 Ábrák és táblázatok jegyzéke .......................................................................... 94 

10.1 Ábrák jegyzéke ............................................................................................ 94 

10.2 Táblázatok jegyzéke .................................................................................... 95 

11 Az értekezés alapjául szolgáló tudományos közlemények és előadások ........ 95 

11.1 Közlemények ............................................................................................... 95 

11.1.1 Az értekezés alapjául szolgáló tudományos közlemények idegen 

nyelven 95 

11.1.2 Az értekezés alapjául szolgáló tudományos közlemények magyar 

nyelven 95 

11.2 Előadások .................................................................................................... 96 

11.2.1 Az értekezés alapjául szolgáló tudományos előadások idegen nyelven

 96 

11.2.2 Az értekezés alapjául szolgáló tudományos előadások magyar nyelven

 96 

12 Az értekezés témáján kívüli közlemények, előadások és absztraktok ............ 97 

12.1 Közlemények ............................................................................................... 97 

12.1.1 Az értekezés témáján kívüli közlemények idegen nyelven.................. 97 

12.1.2 Az értekezés témáján kívüli közlemények magyar nyelven ................ 98 

12.2 Előadások .................................................................................................... 98 

12.2.1 Az értekezés témáján kívüli előadások idegen nyelven ....................... 98 

12.2.2 Az értekezés témáján kívüli előadások magyar nyelven...................... 99 

12.3 Összefoglaló tudománymetriai táblázat az MTMT adatbázis alapján ...... 100 

13 Köszönetnyilvánítás ...................................................................................... 102 

14 Irodalomjegyzék ............................................................................................ 103 

 

 



4 
 

 

 

Az értekezésben használt rövidítések jegyzéke 
 

ADP – adenozin-difoszfát 

AMP – adenozin-monofoszfát 

APGWamid –amidált alanin-glicin-prolin-triptofán tetrapeptid  

AR – androgén receptor 

ASI – agyi szomatikus index 

ATP – adenozin-trioszfát 

CCS – ütközési keresztmetszet (Collision Cross Section) 

CDC – kaudo-dorzális sejt (CaudoDorsal Cell) 

CDCH – CDC által termelt hormon 

CDP – citidin-difoszfát 

CID – ütközési gáz segítette fragmentáció (Collison Induced Decay) 

CMP – citidin-monofoszfát 

CNS – központi idegrendszer (Central Nervous System) 

CPA – ciproteron-acetát 

CTP – citidin-trifoszfát 

DBH – dorzális-test hormon (Dorsal Body Hormone) 

DJ-1 – protein deglikáz  

DPBS – Dulbecco-által módosított foszfát puffer + sók komplex oldata 

DRO – drospirenon 

E2 – 17β-ösztradiol 

ED – endokrin diszruptor 

EE2 – 17α-etinilösztradiol 

ELISA – enzimmel kapcsolt immunoszorbens teszt (Enzime Linked ImmunoSorbent 

Assay) 

ER – ösztrogén receptor 

FLRFamid – amidált tetrapeptid  

FMRFamid – amidált tetrapeptid  

FSH – tüsző stimuláló hormon 

FWHM – fél-érték szélesség (Full Width at Half Maximum) 

GDP – guanozin-difoszfát 

GES – gesztodén 

GMP – guanozin-monofoszfát 

GnRH – gonadotropin felszabadító hormon 

GPCR – G-protein kapcsolt receptor 

GR - glükokortikoid receptor 

GSH – glutation, tripeptid (redukált forma) 

GSH+Na – glutation nátrium addukt 

GSI – gonadoszomatikus index 

GSSG –glutation-diszulfid (oxidált forma) 

GTP – guanozin-trifoszfát 

HDL-koleszterin – magas sűrűségű lipoprotein koleszterin (High Density 

Lipoprotein) 

HPG tengely – hipotalamusz-hipofízis-gonád tengely 

HRP – torma peroxidáz (HorseRadish Peroxidase)  
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IHC – immunhisztokémia (ImmunoHistoChemistry) 

IMP – inozin-monofoszfát 

IMS – ion mobilitás elválasztás (Ion Mobility Separation) 

IMS-TOF MS – ion mobilitás analizátorral és repülési idő analizátorral szerelt 

tömegspektrométer (Ion Mobility Separation-Time-Of-Flight Mass Spectrometer) 

L/RBG – bal/jobb pofadúc (bukkális ganglion) 

L/RCG – bal/jobb agydúc (cerebrális ganglion) 

L/RPeG – bal/jobb lábdúc (pedális ganglion) 

L/RPG – bal/jobb fali dúc (parietális ganglion) 

L/RPlG – bal/jobb köpenydúc (pleurális ganglion) 

LDL-koleszetrin – alacsony sűrűségű liporotein koleszterin (Low Density 

Lipoprotein) 

LH – sárgatest serkentő (luteinizáló) hormon 

LIP – Lymnaea-eredetű gátló fehérje (Lymnaea Inhibitor Peptide) 

LNG – levonorgesztrel 

m/z – tömeg/töltés arány (mass to charge ratio) 

mPR – membrán progeszteron receptor 

MR – mineralokortikoid receptor 

MSI – máj szomatikus index 

NAD – nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidált forma) 

NADH – nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukált forma) 

nPR – mag progeszteron receptor 

NRF2 – nukleáris faktor eritroid 2 – kapcsolt faktor 2 

OECD – Gazdasági Együttműködési és Fejlesztési Szervezet 

P5 – pregnenolon 

PB – foszfát puffer 

PBS – foszfát puffer + sók oldata (Phosphate Buffered Saline) 

PFA - paraformaldehid 

PR – progeszteron receptor 

PRG – progeszteron 

PSF – polipirimidin traktus-kötő fehérje asszociált kivágást irányító faktor (PTB-

associated Splicing Factor) 

RPeN – N-típusú motoros sejtcsoport a jobb lábdúcban  

TBT – tributiltin (xenoösztrogén) 

TRITC – tetrametilrodamin izotiocianát származéka 

UDP – uridin-difoszfát 

UDP HexNAc – uridin-difoszfát N-acetil-hexózamin 

UMP – uridin-monofoszfát 

UTP – uridin-trifoszfát 

VG – zsigerdúc (viscerális ganglion) 

VSI – vese szomatikus index 

VTG – vitellogenin 

VZ – vinclozolin 

WWTP – szennyvíztisztító telepek (WasteWater Treatment Plant) 
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1 Bevezetés 
 

Jelenleg, becslések szerint a fogamzó képes korban lévő nők 30%-a használ 

világszerte hormon tartalmú születés-szabályozó szert tabletta, injekció, intrauterin 

eszköz, stb. formájában [1,2]. Az orális fogamzásgátlók ösztrogén és/vagy 

progesztogén hatóanyagot tartalmaznak, de a gyógyászatban (pl. hormon pótlás) is 

használják ezeket a szereket. A széleskörű felhasználásból és az alacsony 

biohasznosulásból adódóan ezek biológiailag aktív formában (anyavegyületek és 

metabolitjaik) kerülnek a szennyvízhálózatba és érik el a szennyvíztisztító telepeket 

(WWTP), ahol az általánosan használt tisztítási eljárások az ösztrogén szennyezést 

nagymértékben kiszűrik, de nem alkalmasak a progesztogén szennyezés 

megszüntetésére [3,4]. Az emberi felhasználásból eredő szennyezés mellett 

számottevő az ipari eredetű (pl. papírgyárak) és az állattartó telepek elfolyóinak 

környezetbe bocsátott progesztogén tartalma is [5,6]. Az elmúlt években ezek a 

gyógyszermaradványok világszerte az egyik legjobban tanulmányozott szteroid típusú 

környezetszennyező molekulákká váltak. Richardson és Bowron [7] publikálta az első 

olyan összefoglaló tanulmányt, ami ng/L koncentrációtartományban említi az 

ösztrogén és a progesztogén típusú vegyületek eredeti formájának jelenlétét, mint ED-

okat a természetes vizekben. Az analitikai technikák fejlődésével a detektálhatósági 

szint csökkenésének eredményeként emelkedett a mérhető szex-szteroidok száma 

[2,8]. Jelenlétükről a szennyvízben és a felszíni vizekben, amelyek ökotoxikológiai 

szempontból mérvadók, néhány ng/L koncentrációtartománytól gyakran több száz 

ng/L koncentrációtartományig (ösztrogének: 0,2-180 ng/L, progesztogének: 0,07-22,2 

ng/L) publikáltak eredményeket világszerte [2,9,10]. 

Tekintettel arra, hogy ezek a hormonok szabályozzák az emberi szervezetben a 

menstruációs ciklust, a terhességet és az embriógenezist, a vízi környezetbe kerülve a 

nem-célszervezeteknek tekintett organizmusok reprodukciójára is hatással vannak 

[6,9,11,12]. Az elmúlt években publikált ED kutatások többsége az ösztrogén típusú 

(pl. 17α-etinilösztradiol, 17β-ösztradiol és ösztron) szennyezés hatásait vizsgálta [2]. 

Ezek a hatóanyagok már 1 ng/L koncentrációban káros hatást fejtenek ki például a 

halakon, mind morfológiai (pl. ikra, máj, vese), mind molekuláris szinteken (pl. 

vitellogenin) [8,13,14,15] 
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Viszonylag kevés irodalmi adat áll azonban rendelkezésre a progesztogének 

nem-célszervezeteken kifejtett kedvezőtlen élettani hatásairól, pedig azok 

bioakkumulációja mind gerinctelen (pl. zebra kagyló, Dreissena polymorpha), mind 

gerinces (pl. szivárványos pisztráng, Oncorhynchus mykiss) édesvízi fajokban ismert 

[3,16,17]. Ezekben a vízi szervezetekben a progesztogének neuroszteroidként fontos 

szerepet játszanak az agyi folyamatokban is [18], valamint hatással vannak az állatok 

saját hormon szintjére, zavarják az endokrin rendszer működését, negatívan hatnak a 

fejlődésre, az ivarsejtek érésére és megváltoztatják a párzási viselkedést, vagy a 

másodlagos nemi jellegek kifejlődését [6]. 

Habár az egyes progesztogének környezeti koncentrációja általában alacsony, 

több ilyen gyógyszermaradvány egyidejű jelenléte, még kis koncentrációban is elég 

ahhoz, hogy ED-ként változást okozzon a vízi életközösségek egyedeiben. Ezért egy 

többféle hormonokból álló keveréket alkalmazó kísérleti elrendezés valós környezeti 

kockázat-becslésre ad lehetőséget. Ilyen jellegű kísérleteket ösztrogének és/vagy 

progesztogének egyidejű alkalmazásával, kétkomponensű expozícióval közöltek már 

korábban [8,12,19]. Azonban csak progesztogénekből álló, három és négy 

komponensű hormon keverékkel történő kísérletet (PRG, LNG, GES, DRO), 

környezeti expozíciót modellezve, gerinctelen vagy gerinces tesztállaton ez idáig nem 

végeztek. 

 

2 Irodalmi áttekintés 

2.1 Fogamzásgátló hatóanyagok típusai  

A női fogamzásgátló tabletták ösztrogén és/vagy progesztogén típusú 

hormonális hatóanyagot tartalmazhatnak. Attól függően, hogy az egyes tablettákban 

milyen a két komponens aránya, megkülönböztetünk egy-, két- és háromfázisú 

készítményeket. Léteznek azonban ún. minipill tabletták, amelyek csak progesztogén 

összetevőt tartalmaznak és alkalmazható fogamzásgátlásra hormon injekció, vagy 

intrauterin hormont kibocsátó eszköz, melyek szintén progesztogén tartalmúak. A 

fogamzásgátló tabletták ma használatos típusai a hatóanyagok folyamatos 

fejlesztésével több évtized alatt alakultak ki, amellyel elérték a megfelelő 

hatékonyságot és szelektivitást, valamint felhasználóbarát terméket sikerült előállítani. 

Az Egyesült Államokban 1960-ban jelent meg először hormontartalmú fogamzásgátló 

tabletta Enovid néven (9,85 mg noretinodrel/0,15 mg mestranol) [20]. Európában 



8 
 

Németországban került először gyógyszertári forgalomba orális fogamzásgátló 1961-

ben, Anovlar néven (4 mg 17α-etinil-19-nortesztoszteron-acetát/0,05 mg 

etinilösztradiol). Magyarországon 1967-ben forgalmaztak először szájon át szedhető 

hormonális fogamzásgátlót [21]. Az Infecundin néven ekkor forgalomba helyezett 

tablettát Richter Gedeon és Ludwig Haberlandt az 1930-as évek végén alkották meg, 

de a hazai közvélekedés (morális és etikai gátlás) és politikai élet (Ratkó-korszak, 

1956-os abortusz törvény), valamint külföldi események (Anschluss, 1938) miatt a 

végső kivitelezés 1967-ig váratott magára. 

Az ösztrogén összetevő tekintetében már az első generációs tabletták között 

megjelent és később kizárólagosan alkalmazott hatóanyag lett az etinil-ösztradiol. Az 

egyes generációk közti különbség az ösztrogén komponens szempontjából csak annak 

tablettánkénti mennyisége, amelyet folyamatosan csökkentettek. Az első generációs 

szerekben alkalmazott mennyiséghez képest (50-150 µg) a harmadik generációs 

szerekben már csak 20 µg etinil-ösztradiolt alkalmaztak [22,23]. 

A fogamzásgátló tabletták másik komponensei, a progesztogének, olyan 

hatóanyagok, melyek a PRG-hoz hasonló módon hatnak, de a PR-hoz specifikusabban 

kötődnek (emiatt mellékhatásaik is eltérnek a PRG-étól). Ez tette lehetővé a hatóanyag 

tablettánkénti csökkentését a gyógyszergyártás fejlődésével. Mivel a természetes PRG 

a szervezetben gyorsan inaktiválódik, ezért a fogamzásgátló tablettákhoz szintetikus 

PRG származékok, ún. progesztinek kifejlesztésére volt szükség. Ezek a következő 

osztályokba sorolhatók: 17-α-hidroxiprogeszteron- (pregnánok); 17-α-

norhidroxiprogeszteron- és 19-norprogeszteron- (norpregnánok), illetve 19-

nortesztoszteron-származékok (ösztránok és gonánok) [9,24]. Ellentétben az 

ösztrogénekkel, a progesztogén összetevő tekintetében jelentős különbség van az 

egyes generációk között, mind a hatóanyag típusát, mind a mennyiségét tekintve. A 

kutatások mozgató irányelve a potensebb, szelektívebb hatású progesztogén hatóanyag 

kifejlesztése volt, csökkentve a dózist és az androgén mellékhatásokat. Az első 

generációs tablettákban nagy dózisban alkalmazott noretinodrel után a második 

generációs tabletták (1970-es évek) már jóval kisebb adagokban tartalmaztak LNG-t 

(tesztoszteron származék, 50-150 µg), vagy noretiszteront (tesztoszteron származék, 1 

mg). A harmadik generációs tabletták (1980-as évek) norgesztimát (19-

nortesztoszteron származék, 250 µg), desogestrel (19-nortesztoszteron származék, 150 

µg), GES (19-nortesztoszteron származék, 75 µg) vagy CPA (17-hidroxi-progeszteron 

származék, 2 mg) tartalmúak [25]. A negyedik generációs tabletták hatóanyagai DRO 
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(spironolakton származék, 3 mg), dienogest (19-nortesztoszteron származék, 2-3 mg), 

vagy nomegestrol acetát (norpregnán - progeszteron származék, 2,5 mg) lehetnek 

[26,27]. Az első és második generációs progesztogének mellékhatásai közül a 

dolgozatban később bemutatott eredmények szempontjából fontos megemlítenünk a 

kedvezőtlen hatást a lipidanyagcserére (LDL-koleszetrin emelkedés, HDL-koleszterin 

csökkenés) és szénhidrát metabolizmusra, továbbá súlygyarapodást okozhatnak, attól 

függően, hogy mennyire erős a progesztogén androgén mellékhatása. Ezeket a 

mellékhatásokat a harmadik és negyedik generációs tablettáknál egyre csökkentették, 

illetve a negyedik generációs DRO esetén már nem tapasztalhatók ilyen problémák 

[28,29]. 

Hatásmechanizmus 

Napjainkban hozzávetőleg 20 különböző progesztogén hatóanyag van 

forgalomban a humán- és az állatgyógyászatban, amelyek fiziológiai hatásait a GPCR 

családba tartozó PR-ok (mag és membrán receptorok) közvetítik a mag felé [24]. A 

progesztogének fő feladata, hogy a hipofízis GnRH termelését monotonná tegyék, így 

elmaradnak a ciklus változásai, a GnRH csúcsot is beleértve, ezért a petefészekben 

nem fejlődik ki Graaf-tüsző, valamint nem változik az endometrium, hanem a korai 

proliferációs szakasz képét mutatja [30]. Ha nem fejlődik ki Graaf-tüsző és abból nem 

lökődik ki érett petesejt, akkor nem alakul ki sárgatest, ami a sárgatest hormont, azaz 

a PRG-t termelné, amely az egyetlen természetes szteránvázas progesztogén hormon 

[31,32,33]. Részben a sejtmag PR-on keresztül hat és módosítja az adott gének 

transzkripcióját [31]. Ennek eredményeként, fő élettani hatásai: 

- a méh felkészítése a terhességre, majd a terhesség fenntartása, a blasztociszta 

beágyazódásában betöltött szerep 

- az agyalapi mirigy GnRH termelésének gátlása, ezáltal a gaméta termelés 

szabályozása 

- az ösztrogén-szulfotranszferáz (ösztrogének lebontása) és a 17-hidroxiszteroid 

dehidrogenáz (androsztendion-tesztoszteron, ösztradiol-ösztron átalakulás 

katalizálása) enzimek indukciója (anti-ösztrogén hatások).  

A PRG-nak vannak azonban gyorsabb, metabolikus hatásai is. Ezek egyéb 

receptorokkal (GABA, NMDA, és acetil-kolin) történő kölcsönhatás útján valósulnak 

meg. Ilyen hatások pl. a petesejt érésében betöltött szerep, a reproduktív jelátvitel 

módosítása az agyban, a nyugtató hatás, a glükóz metabolizmusra gyakorolt (káros) 
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hatás [32]. Mind a progesztogének, mind a metabolitjaik affinitást mutatnak egyéb 

szteroid hormon receptorokkal (pl. AR, ER, GR vagy MR) szemben is [6,11,12,31]. 

Ezáltal a progesztogén hatás mellett, (anti-) androgén, (anti-) ösztrogén, 

glükokortikoid és anti-mineralokortikoid hatást is képesek kifejteni [34] (1. táblázat). 

A mesterséges progesztogének a természetes PRG-nál potensebb szerek, pl. jobban 

gátolják az agyalapi mirigy FSH és LH termelését. Metabolikus hatásuk kémiai 

szerkezetüktől függ, így pl. az etinilált progesztogének, mint a GES, gátló hatást 

fejtenek ki a citokróm P450 enzimekre [35]. A második generációs LNG, és a 

harmadik generációs GES androgén és anti-ösztrogén hatással is rendelkezik 

[9,11,31,36,37]. Ezzel szemben az újabb generációs progesztogének, mint a DRO, 

sokkal specifikusabban kötődnek a PR-hoz és minimális mellékhatásaik vannak, 

melyeket MR-ral való interakcióban váltanak ki. 

 

1. táblázat A kísérleteink során alkalmazott progesztogének valamint az általuk kifejtett 

receptor aktivitás relatív kötődési affinitásban kifejezve (RBA - a progeszteronhoz 

viszonyítva). [9,24,31,34,38]. 

Osztályozás Progesztogén Receptoraktivitás  

Szerkezete származik  
PR 

(RBA) 
ER 

(RBA) 
AR 

(RBA) 
GR 

(RBA) 
MR 

(RBA) 

Természetes progesztogén PRG 
+ 

(100) 
- 

(0,5) 
- 

(3) 
- 

(11) 
+ 

(1000) 

Tesztoszteronból 
(Gonánok) 

LNG 
+ 

(323) 
- 

(0) 
+ 

(58) 
- 

(7,5) 
- 

(17) 

GES 
+ 

(864) 
- 

(0) 
+ 

(71) 
+ 

(38) 
+ 

(97) 

Spironolaktonból DRO 
+ 

(70) 
- 

(0,5) 
- 

(2) 
- 

(3) 
+ 

(100) 

 

 

A kísérletek során alkalmazott hormonok metabolizmusa emberben 

A progesztogének és metabolitjaik elsősorban a vese kiválasztó rendszerén keresztül 

eliminálódnak a szervezetből [3,31]. A természetes PRG számos metabolittá alakul, 

melyek közül a pregnándiol a legjelentősebb vizeletben jelenlévő metabolit [39,40], 

azonban ez nem mutat farmakológiai aktivitást. Egyéb metabolitok közül a 17-

hidroxiprogeszteronnak és a 20-alfa-dihidroprogeszteronnak [31] van progesztogén 

aktivitása. A második generációs LNG főleg a májban metabolizálódik redukcióval 

glükuronizációt követően. A metabolitok a 3α,5β-tetrahidroLNG, a 3α,5β-

tetrahidroLNG és a 16β-hidroxitetrahidroLNG. A LNG és metabolitjai leginkább 
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szulfát konjugátumok formájában (25%), vagy glükuronid formában (32%) 

szekretálódik, 20%-ban azonban nem konjugált formában távozik az emberi 

szervezetből. Stanczyk és Roy [41] szerint a 3α-5β-tetrahidroLNG glükuronid a 

legfőbb vizeletben jelen lévő metabolit. Az irodalomban fellelhető adatok szerint a 

harmadik generációs GES-nek csak 1%-a választódik ki a vizelettel változatlan 

formában, de arról nincs adat, hogy a konjugátumok milyen arányban ürülnek. Fő 

metabolitjai a dihidro-GES és a 3,5-tetrahidroGES, melyek mindegyike aktív 

metabolit [31]. A negyedik generációs DRO különleges szerkezete a vizelethajtó 

spironolakton molekulaszerkezetéből ered. A DRO savas formában, valamint szulfát 

konjugált és konjugálatlan 4,5-dihidroDRO formájában metabolizálódik. Az első két 

forma biológiailag inaktív, de nincs adat a konjugálatlan 4,5-dihidroDRO potenciális 

hatásáról [24,31].  

 

2.2 Fogamzásgátló hatóanyagok előfordulása a természetes vizekben 

Habár a ma használatos harmadik és negyedik generációs tabletták hatóanyag 

tartalma az első generációs szerekhez képest azok ezred részére csökkent (µg a mg 

helyett), a kiterjedt és nagymértékű felhasználásból, valamint az elégtelen, alacsony 

hatásfokú szennyvíztisztításból adódóan hatóanyagaik megjelennek a 

környezetünkben. Potenciális veszélyt a szennyvízbe kerülő, biológiailag aktív 

metabolitok és az originális vegyületek okoznak, de a hazai, általában háromlépcsős 

szennyvíztisztító rendszerek (fizikai szűrés, biológiai bontás és kémiai fertőtlenítés), 

néhány esettől eltekintve, nem alkalmazzák a szteránváz elbontásához szükséges UV 

fény besugárzást. Azonban meg kell említeni, hogy a külföldön rutinszerűen 

alkalmazott UV roncsolás megítélése kérdéses manapság, mert egyre több tanulmány 

arról számol be, hogy ugyan a szteránváz elbontható, de még veszélyesebb, nagyobb 

toxicitású, többségében ismeretlen molekulák keletkeznek [42,43]. Mindemellett az 

UV roncsolás hazai viszonylatban újabb költségeket tenne hozzá az alkalmazott 

szennyvíztisztítási eljárásokhoz. 

A progesztogén szennyezés másik fő forrása az állattartó telepek elfolyói, 

amiben egyrészt az állatok által ürített természetes PRG és metabolitjai találhatók, 

másrészt androgén hatásprofillal rendelkező progesztogének, melyeket 

növekeséserkentőként alkalmaznak. Hal akvakultúrák, amelyek vizeiket közvetlenül 

az egyes természetes vizek vízgyűjtő hálózatába engedik, szintén használnak 

progesztogén vegyületeket növekedésserkentőként [6,44,45,46]. Fontos megjegyezni, 
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hogy keveset tudunk arról, mi történik a legtöbb alkalmazott progesztogénnel a 

szennyvízkezelés alatt, azonban az analitikai technikák fejlődésének köszönhetően 

egyre több szennyvíz be- és kifolyóból, természetes és ivóvízből kimutatják a 

progesztogének eredeti formáit, vagy aktív metabolitjait. A legmagasabb progesztogén 

koncentrációt (100 – 10 000 ng/L) állatfarmokhoz tartozó vízelvezetőkből mutatták ki 

Kínában és az Egyesült Államokban [6,9,47]. Alacsonyabb koncentrációt (1 – 100 

ng/L) mértek a WWTP be- és kifolyóiban, habár sajnálatos módon a szennyvíz tisztító 

eljárás előtti és utáni koncentrációkban kevés különbség volt kimutatható. Az 

ökotoxikológiai szemszögből releváns felszíni vizekben a kimutatott progesztogének 

koncentrációi a WWTP kifolyók értékeit közelítik, ahhoz hasonlóak. Európában 

először Aherne és mtsai [48] mértek ki progeszeront az ivóvízből immunoassay 

technikával 6 ng/L koncentrációban, valamint még ebben az évben megjelent az első 

olyan összefoglaló közlemény, amiben szex-szteroidok jelenlétét írták le szennyvíz 

kifolyóban, folyókban, ivóvízben 5 – 10 ng/L koncentrációban [7]. 

Folyókban, patakokban, tavakban és a talajvízben a PRG, LNG, GES és DRO 

jellemzően néhány ng/L koncentrációban detektálható világszerte 

[6,9,47,49,50,51,52]. Munkacsoportunk az MTA Ökológiai Kutatóközpont Balatoni 

Limnológiai Intézetének infrastrukturális és intellektuális hátterét kihasználva, 

együttműködésben a PTE ÁOK Orvosi Kémiai és Biokémiai Intézetével, feltérképezte 

Magyarország gazdasági szempontból kiemelt üdülőövezetének, a Balaton régiójának 

lehetséges progesztogén terheltségét. Eredményeink szerint a Balaton és a Zala folyó 

vízgyűjtő területén PRG (0,23-13,67 ng/L), LNG (0,85-3,40 ng/L) és DRO (0,26-4,30 

ng/L) található az 53 mintavételi pontból 21 helyen [53].  

2.3  Fogamzásgátló hatóanyagok hatásai gerinctelen és gerinces vízi 

állatokban 

Az ökoszisztémába bekerült szennyezések jelentős részét a természet képes 

eliminálni, azonban a stabil kémiai szerkezettel rendelkező vegyületek, mint 

amilyenek a szteránvázas progesztogének is, biológiailag nem, vagy csak igen nehezen 

bonthatók. Elsősorban a zsíroldékony, ciklusos vegyületekre jellemző, hogy 

akkumulálódnak a vizekben, azok üledékében, a talajban, végső soron az élő 

szervezetekben [51]. Ennek eredményeként, a vízi gerinces és gerinctelen nem-

célszervezetek hormonális szabályozását károsítják, bennük endokrin diszrupciót 

okoznak. Az ED-ok definíció szerint olyan exogén anyagok, vagy azok keveréke, 
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amelyek megváltoztatják az endokrin rendszer funkcionális működését, aminek 

következtében kedvezőtlen hatást gyakorolnak az egyedre, vagy annak utódaira, így 

az egész populációra. Olyan, alacsony toxicitású anyagok, amelyek akár egyetlen 

esetben előfordult expozíciót követően is megváltoztatják az egyed életminőségét, 

életképességét. A kialakuló endokrin diszrupció következménye a folyamatosan 

csökkenő fajszám, illetve egyes fajok lokális kipusztulása, az ivari fejlődés 

rendellenessége, a zsíranyagcsere felborulása, a fejlődési folyamatok megzavarása. 

Ilyen ED-oknak minősülnek a természetes vizekből eredeti formájukban 

visszamérhető progesztogének, amelyek bioakkumulációját a zebrakagylóban 

(Dreissena polymorpha) és a szivárványos pisztrángban (Oncorhynchus mykiss) is 

leírták [3,16,17]. 

Az OECD a gerinctelenek közül a kis vízibolhát (Daphnia pulex), [54] és a nagy 

mocsári csigát (Lymnaea stagnalis) [55], a gerincesek közül pedig a dél-afrikai 

karmosbékát (Xenopus laevis) [56] és a zebradániót (Danio rerio) [57] is ajánlja 

modellszervezetként az ED-ok hatásának vizsgálatára. A gerinctelenek közül L. 

stagnalis-on végeztek ilyen toxicitás teszteket ösztrogén receptoron ható, de nem 

szteránvázas ED vegyülettel (TBT, festékalapanyag) [58,59]. Ennek eredménye 

szerint a TBT krónikus kezelésben (100 – 300 µg/L) csökkentette a lerakott petezsákok 

számát, késleltette az embriók kikelési idejét, valamint csökkentette a sikeres kikelési 

rátát. PR-on ható, de nem szteránvázas ED vegyület (VZ, gombairtó szer), valamint a 

progesztogén típusú, szteránvázas CPA hatását vizsgálták felnőtt L. stagnalis-on és 

Daphnia magna-n is. [25,60,61,62,63]. Ezek az anyagok L. stagnalis-ban 

csökkentették az egy petezsákba rakott tojások átlagos számát, valamint 

poliembrióniás tojások gyakoribb megjelenését okozták (VZ: 3,8 – 92,2 ng/L és CPA: 

2,5 – 28,7 µg/L; krónikus kezelés). D. magna-ban ugyanezek az anyagok 

szignifikánsan csökkentették a hímek számát (1 mg/L VZ szubkrónikus kezelés), 

lassult a növekedés, csökkent a költőtasak mérete és az utódok száma (1,2 – 5 µg/L 

CPA krónikus kezelés). Az általunk is használt progesztogének, mint 

környezetszennyezők, élettani hatását puhatestűekben még nem vizsgálták. A 

gerinctelen kerekesférgen (Brachiorus manjavacas) PRG-nal végeztek kísérleteket 

[64], melyekben azt tapasztalták, hogy az alacsony és közepes koncentrációjú (5 és 10 

mg/L) kezelésben fokozatosan emelkedett a tojástermelés, azonban a magas 

koncentrációjú (14 mg/L) PRG expozícióban nullára csökkent. A PRG az egyedek 

növekedésére, párzási viselkedésére nem volt hatással. Azonban a kísérletben használt 
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hormon koncentrációk a környezeti szempontból releváns tartományt (ng/L) nem is 

közelítik, annál hat nagyságrenddel magasabbak (mg/L).  

A progesztogén szennyezés vízi gerinces fajokra gyakorolt élettani hatásáról 

több ismeretanyag áll rendelkezésünkre, mint a gerinctelen fajok esetében. Elsősorban 

kétéltűekben és halakban írtak le az élettani hatások mellett, morfológiai és 

molekuláris változásokat is, amelyek elsősorban a reprodukciót érintették. Annak 

ellenére, hogy alacsonyabb rendű gerincesekről van szó, a HPG tengely endokrin 

szabályozása már megtalálható, amely a progesztogének támadáspontjául szolgálhat. 

Ez a HPG tengely szabályozza többek közt a szexuális differenciálódást, az ivarsejtek 

érését és a párzási viselkedést is. A hipotalamusz által termelt GnRH az agyalapi 

mirigy gonadotropin szekrécióját (FSH, LH) stimulálja. Az FSH és az LH a gonádokon 

hatva stimulálják azok szex-szteroid szintézisét és felszabadítását (androgének, 

ösztrogének, progeszteron). Ezek a véráramba kerülve hatnak a célsejtek receptorain 

keresztül, valamint negatív visszacsatolással szabályozzák a hipotalamuszt és az 

agyalapi mirigyet, fenntartva a szervezet hormon háztartásának homeosztázisát 

[56,65].  

Zhao és mtsai [57] azt vizsgálták, hogy 21 napig tartó PRG (100 – 10 000 ng/L) 

és DRO (500 – 20 000 ng/L) kezelés hatással van-e a HPG tengely által szabályozott 

folyamatokra Danio rerio agyában és ivarszerveiben. Eredményeik szerint 

alulszabályozódott a gnrh3 és a cyp19 gének transzkripciója az agyban, a hsd11b2 

pedig a petefészekben magas dózisú PRG kezelésben (742 ng/L). Közepes és magas 

dózisú DRO kezelés (2763 és 13 650 ng/L) hatására az agyban a cyp19b alul-, a 

petefészekben a hsd11b2 gén alul-, a cyp19a gén átírása pedig felül-szabályozódott. 

Ezek a gének kódolják az mGnRH3 neuropeptidet, ami a petesejt termelést 

befolyásolja, valamint a CYP19 enzimet, ami az androszténdion – ösztrogén, illetve a 

tesztoszteron – ösztrogén átalakulást katalizálja, és a 11β-HSD2 enzimet, amely a 

kortizol – kortizon átalakítást végzi.  Ezek alulszabályozódása a szervezetben csökkent 

gaméta termeléshez, androszténdion és tesztoszteron túlsúlyhoz, valamint kortizol 

túlsúlyhoz vezet. Összhangban a géntranszkripciós eredményekkel, azt tapasztalták, 

hogy magas dózisú PRG kezelés, valamint közepes és magas dózisú DRO kezelés 

szignifikánsan csökkentette a halakban a teljes petesejt számot a kezelés utolsó 

hetében. Más progesztogén kezelést alkalmazó tanulmányok is arról számoltak be, 

hogy 21 napos LNG és GES (100 ng/L) kezelés hatására csökkent a petesejt termelés, 

valamint hím nemi jelleg megjelenése, maszkulinizáció volt megfigyelhető felnőtt 
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nőstény tűzcsellékben (Pimephales promelas) [11] és tüskés pikóban (Gasterosteus 

aculeatus) (6,5 ng/L LNG) [36]. Habár ezek a folyamatok is a HPG tengely 

szabályozása alá esnek, leírták, hogy a LNG kezelés (312,4 és 3124 ng/L) eltérően 

hatott a génexpresszióra a különböző tesztállatokban. Dél-afrikai karmos béka (X. 

laevis) nőstényekben és hímekben egyaránt csökkentette az lhb gén, a hímekben pedig 

növelte az fshb gén expresszióját [66]. Hím és nőstény bodorkákban (Rutilus rutilus) 

viszont növelte az lhb gén és csökkentette az fshb gén expresszióját [67]. Azonban 

mindkét tesztállatban az ivarszervek károsodását figyelték meg a kísérlet során, 

megváltozott a herék és a petefészkek morfológiai és hisztológiai képe, melyet 

tűzcsellében  is leírtak 21 napos LNG (0,8 – 29,6 ng/L) és DRO kezelés (0,33 – 70 

µg/L) hatására [68,69]. Utóbbi tanulmányban az expozíciónak kitett halak heréiben 

megnagyobbodott csatornákat figyeltek meg, tele érő spermatidával, azonban a here 

szövetében sorvadt Leydig és Sertoli sejtek jelentek meg. Hímekben fiziológiásan az 

LH hat a Leydig sejtekre, amelyek a tesztoszteron termeléséért felelősek, az FSH pedig 

a Sertoli vagy dajka sejtekre, amelyek a CYP19 – aromatáz – enzim segítségével a 

tesztoszteronból ösztrogént állítanak elő. Az ösztrogén a spermiumok megfelelő 

mennyiségét és motilitását garantálja. A petefészkek szintén megnövekedtek a kezelés 

hatására, de bennük a késői stádiumban lévő petesejtek aránya felére csökkent.  

Degenerált vitellogenikus petesejtek és atretikus tüszők jelentek meg, csökkent az 

elsődleges petesejtek száma, valamint drasztikusan visszaesett az érett vitellogenikus 

stádiumban lévő petesejtek száma. A spermium és petesejt egyesülésének gátlását, 

azaz a sikeres megtermékenyítést már 7 napos LNG (1 – 100 ng/L) kezelés hatására is 

leírták ebben a fajban [70]. A progesztogének tehát az ivarsejtek végső érését is 

befolyásolják. A petesejtek esetében potenciális támadáspontjuk lehet például a PRG 

szignalizációs útvonala, ugyanis a PRG úgy szabályozza a petesejtek érését, hogy 

befolyásolja a meiózist (a petesejt végső érése, G2/M fázis átmenet), melyet a sejtmag 

osztódása előz meg [71]. A G2/M fázis átmenettől nevezik érett petesejtnek, amely a 

második meiotikus osztódásban megáll, a további osztódást már a megtermékenyítés 

indítja meg. Érés közben azonban a petesejtek számos fázison mennek át, az egyik 

ilyen folyamat a vitellogenikus szakasz a végső érettség elérése előtt, melyben a 

petesejt termel, valamint a környezetéből felvesz VTG-t. Ez egy apoláros molekuláris 

hordozó és tároló fehérje, ami lipideket, peptideket és vitaminokat képes kötni, ezáltal 

az utód fejlődését szolgálja.  
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A vitellogenezis folyamata, a VTG transzportja és annak felhasználása a 

halakban már jól ismert [72]. A szintézis csontos halakban főleg a májban zajlik, a 

szintetizálódott VTG a vérbe választódik ki, majd az érett petesejtekben halmozódik 

fel. Gerinctelenekben szintén leírták ezt a folyamatot, de ezekben a fajokban (pl. óriás 

almacsigában, tüskés bolharákban) a hemolimfában található VTG-szerű fehérjék 

forrásaként egyéb szerveket, pl. a középbél mirigyet (hepatopancreas) és a 

fehérjemirigyet (glandula albuginea) jelölték meg [73,74]. 

A vitellogenezis folyamatát számos jelátviteli út befolyásolja. Ilyen pl. a L. 

stagnalis-ban is jól ismert inzulin jelátviteli út (ISP) [75], amely a szervezet 

evolúciósan konzervált tápanyag szenzora, hatással van a glikolízis/glükoneogenezis 

folyamatára, a sejtciklusra és az apoptózisra is. Ezen kívül az ISP befolyásolja a 

foszfatidilinozitol 3-kináz – protein-kináz B (PI3K-PKB) jelátviteli útvonalat, amely 

a VTG szintézis fő szabályozója és L. stagnalis-ban szintén ismert [76,77]. A VTG 

szintézis nem csak megfelelő szénhidrát ellátottság esetén indul be, hanem megfelelő 

aminosav raktár is szükséges hozzá, ezt támasztja alá, hogy az aminosav érzékelő 

jelátviteli út (Target Of Rapdamicin) a PI3K/PKB jelátviteli út fő szabályozója. 

Mindezeket figyelembe véve elmondható, hogy az inzulin jelátviteli út szinkronizálja 

a vitellogenezist az elérhető cukor és aminosav szint függvényében, amelyek 

szükségesek a szintézishez. Összegezve, a nőstények reprodukciós képességének 

szükséges feltétele a szervezet tápanyag ellátottságában bekövetkező pozitív változás 

[78,79,80,81]. 

Gerincesekben a VTG-t kódoló génszakasz megtalálható hím és nőstény 

egyedekben egyaránt, de ivarérett nőstényekben, amelyek magas szérum 17ß-

ösztradiol szinttel rendelkeznek, a funkcióképes VTG nagyobb mértékben 

expresszálódik. Az emelkedett VTG-szerű fehérje és VTG szint elsősorban környezeti 

ösztrogén szennyezést jelez pl. felsőbbrendű rákokban, puhatestűekben és halakban is 

[15,74,82,83,84,85], míg androgének hatására jelentősen lecsökken [8,82,86]. 

Sajnálatos módon, az eddigi tanulmányok szerint a VTG változó szintet mutat 

progesztrogén szennyezés esetén, az alkalmazott koncentráció és a progesztogén 

típusának függvényében. Például, 55 ng/L DRO-t alkalmazva növekszik, azonban 55 

ng/L DRO és 3,5 ng/L PRG együttes alkalmazásával csökken a VTG koncentrációja, 

ugyanakkor 553 ng/L DRO csökkenti, de 553 ng/L DRO és 33 ng/L PRG együttes 

adása viszont növeli a VTG szintet nőstény zebradániókban [19]. További 

tanulmányok szerint a 0,5 és 5 ng/L LNG kezelésnek nincs hatása, de a  25 ng/L LNG 
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már szignifikáns növekedést okoz, míg a 100 ng/L-es koncentráció szignifikánsan 

csökkenti a plazma VTG szintet tűzcsellékben [8,11]. 

A VTG szint változásról szóló, egymásnak ellentmondó irodalmi adatok felvetik 

egy új, progesztogén szennyezésben megbízhatóan alkalmazható célmolekula 

szükségességét. Erre olyan molekula lehet megfelelő, amely evolúciósan konzervált 

régiókat tartalmaz, emiatt a fajok széles körében megtalálható, független a nemtől, 

valamint több szövettípusban is expresszálódik. Ilyen molekula pl. a DJ-1 védő 

fehérje, mely az emberi szervezet szinte minden sejtjében expresszálódó deglikáz 

protein. Fontos szerepet tölt be az oxidatív stressz elleni védelemben, a sejttúlélésben, 

a proliferációban és a gén transzkripcióban. Emellett evolúciósan konzervált régiói is 

vannak, jelenlétét gerinctelen és gerinces fajokban egyaránt leírták, úgymint 

kagylóban (Crassostrea gigas) [87], csigában (L. stagnalis) [88], fonálféregben 

(Panagrolaimus superbus) [89], ecetmuslicában (Drosophila melanogaster) 

[90,91,92], továbbá számos hal- [93,94,95,96,97,98] és madárfajban [99] is. 

1. ábra A progesztogének és a DJ-1 fehérje közös célmolekulái és lehetséges 

kapcsolódási pontjai. Az ábra mutatja a lehetséges közös hatásukat a metabolikus 

egyensúlyra (LDL visszavétel a szérumból), a sejtmagi E2-függő faktor 2-re (NRF2) 

és a polipirimidin szakaszt-kötő fehérje-asszociált splicing faktorra (PSF). 

A DJ-1 fehérje és a szteroid hormonok számos közös támadásponttal 

rendelkeznek, úgy, mint a nukleáris faktor eritroid 2 – kapcsolt faktor 2 (NRF2) 

[100,101], a polipirimidin traktus-kötő fehérje asszociált splicing faktor (PSF) 

[102,103] és az alacsony-denzitású lipoprotein (LDL) receptor [104] (1. ábra). Mind 

a DJ-1, mind az NRF2 szabályozza az androgén receptorokat [101,105,106]. A DJ-1 
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gátolja a PSF-t, amely transzkripció csendesítő aktivitással rendelkezik és stimulálja a 

neurális apoptózist [103]. Továbbá megfigyelték, hogy a PSF negatívan szabályozza a 

PR-t [102]. Így a DJ-1 fehérjének indikrekt módon, a PSF gátlásán keresztül 

neuroprotektív és PR-ra kifejtett hatása is van. Ezenkívül, a DJ-1 neuroprotektív hatást 

fejt ki az NRF2 fehérje stabilizálásával, amely antioxidáns hatású és a transzkripció fő 

szabályozója, ezáltal védi a sejteket az oxidatív stressz indukálta apoptózistól [100]. 

Ezek alapján azt feltételezzük, hogy a progesztogén kezelés képes emelni a DJ-1 

fehérje szintjét, ezáltal indirekt módon hatni a közös cél receptorokra. 

2.4 A kísérleti állatok bemutatása 

A nagy mocsári csiga, Lymnaea stagnalis 

 

A L. stagnalis a csigák (Gastropoda) osztályába, a tüdős csigák (Pulmonata) 

rendjébe és a Lymnaeidae családba tartozó általánosan elterjedt csigafaj. Közép és 

Észak-Európától délkeleti irányban Kis-Ázsián át Indiáig előfordul, valamint Észak-

2. ábra A nagy mocsári csiga (Lymnaea stagnalis) (A) habitusképe; (B) A középbél 

mirigy (hp) proximális felén futó ondóvezeték (SV - nyíl). Méretskála: 1 cm; (C) A 

szaporító szervrendszer általános felépítése és a gaméták útja L. stagnalis-ban. AD – 

allosperm vezeték; AG – fehérje mirigy; BC – közösülő tasak; C – megtermékenyítési 

táska; HD – hermafrodita vezetékt; M – nyákelválasztó mirigy; O – tojástok mirigy; 

OT, ovotestis; P – pénisz; PCO – kanyarulatos csatorna; PE – preputium; pf, 

perivitellin fluid; PG – prosztata mirigy; SD – spermium vezeték; sf – ondófolyadék; 

SV – ondóvezeték; V – vagina vezeték; VD, vas deferens [Forrás: 108]. 
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nyugat Afrikában is megtalálható az álló- és lassú folyású vizekben, folyókban,  

tavakban, valamint megél mesterséges tavakban, akváriumokban is. Métely csigának 

is nevezik, ugyanis a Magyarországon előforduló csigák nyolcvan százaléka 

májmétellyel fertőzött, annak közti gazdája. A parazita jelenléte megnöveli a L. 

stagnalis méretét, a fertőzött csigák háza eléri a 4-5 cm-t, de laboratóriumi 

körülmények között a nem fertőzött egyedeké csak 2-3 cm. Sok más fajtól eltérően 

egyedülálló, háromszög alakú tapogatói vannak, melyek oldal irányban lapítottak, 

tövükben egy pár szem helyezkedik el. Főleg tüdővel lélegzik a vízfelszínen, emellett 

a békákhoz hasonlóan bőrlégzésre is képes. A dús növényzetet kedveli, szerves 

üledékkel, algával, olykor foszló állati tetemekkel táplálkozik, átlagos élettartama 

kedvező feltételek mellett 2-3 év [107]. 

A L. stagnalis amellett, hogy a neurobiológiában általánosan használt 

modellállat, szaporodás-biológiája is alaposan tanulmányozott és jól ismert (2. ábra) 

[108,109,110,111,112]. Mint a csigák többsége, ez a faj is hímnős, szervezetében jelen 

van a hím és nőstény reprodukciós rendszer egyaránt. Habár képes az 

önmegtermékenyítésre, a genetikai sokszínűség érdekében preferálja a párzást más 

egyedekkel. A különálló genitális nyílások az egy irányba történő megtermékenyítést 

teszik lehetővé, ahol az aktus során az egyik egyed nőstényként, a másik pedig hímként 

viselkedik. Emiatt a reprodukció neuroendokrin szabályozása is elkülönül hím és 

nőstény szabályozásra [108], amely a CNS funkcionális lateralizációjában is 

megjelenik. A belső megtermékenyítés után tojásait petezsákban helyezi el. 

Peterakáskor 50-100 tojást helyez szabályos rendben egy átlátszó, kocsonyás 

masszába, mely a tojások védelmét látja el. A petezsákokat a növények szárára, 

kövekre rögzíti. A tojásokban 10 nap alatt minden egyed átmegy blasztula, gasztrula, 

trochophora és veligera állapotokon, majd a kikelési idő felénél metamorfózison, 

amely során az egész test meghajlik (flexió) és elcsavarodik (torzió) [109,110]. 

Szabadon élő lárvastádium nincs, a kikelt állat táplálék kereső életmódot folytat, 

testfelépítésben a felnőtt egyed kicsinyített mása, de szaporodásra még nem képes, az 

ivarérettséget csak a kikelés utáni harmadik hónapban éri el. 

Irodalmi adatok szerint a gerincesekben található szteroidok jelen vannak 

puhatestűekben is, de egymásnak ellentmondó bizonyítékok vannak arról, hogy csak 

a környezetből veszik fel, vagy képesek szintetizálni azokat [113]. A szteránvázas 

koleszterint, amely közvetlen prekurzora a P5-nak, kimutatták a L. stagnalis-ban is 

[114]. A gerincesekben megtalálható szteroid hormonok bioszintézisének (pl. 
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progesztogének, ösztrogének, androgének, mineralokortikoidok) kezdő és 

kulcsmolekulája a P5. Ezeket a szteroid hormonokat puhatestűekben is funkcionális 

hormonoknak vélik [113]. Kimutatták, hogy a L. stagnalis képes a hozzáadott P5 

molekulát PRG-ná alakítani [115]. Fernandes [116], valamint Scott [113] összegezték 

a gerincesek szteroid hormonjainak lehetséges bioszintézisét puhatestűekben (3. 

ábra). Ezen tanulmányok alapján valószínűsíthető, hogy az antropogén eredetű 

progesztogének hatást fejtenek ki a puhatestűekben.  

3. ábra Szteroid hormonok szintézise puhatestűekben [113,116] 

A reprodukció szabályozását azonban más neuroendokrin hormonoknak (pl. APGWa, 

FLRFa, FMRFa,  DBH, CDCH) tulajdonítják, amelyek termelődése elkülönül a 

központi idegrendszer egyes területein hím és nőstény reprodukcióért felelős 

neuronokra, ez a funkcionális lateralizáció [108, 117] (4. ábra). A hím reproduktív 

viselkedésért felelős szabályozó régiók jellemzően a központi idegrendszer jobb oldali 

idegdúcaiban helyezkednek el, tükrözve, hogy a hím reprodukciós szervek is a test 

jobb oldalán találhatók. Ezek a RCG elülső (anterior) és hasi (ventralis) lebenyei, a 

RPeG Ib klaszterében elhelyezkedő sejtcsoportja [118], valamint a RPG és RPlG 

azonosított, neuropeptid (pl. APGWa, FLRFa, FMRFa, LIP, miomodulin) termelő 

sejtjei. A nőstény reproduktív szabályozásért felelős azonosított régiók az CG-ban 

lokalizált CDC-k, a két agydúcot összekötő kommisszúra (hormon tárolás), a dorzális-

testek (DBH termelés), valamint a RPeG egyes motoros neuronjai, melyekre a CDCH 

gátló hatással van [108,119]. 
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4. ábra A reprodukció szabályozása, funkcionális lateralizáció L. stagnalis-ban 

[Forrás: 108] 

A L. stagnalis-ban a GnRH-szerű neuropeptid felelős a nőstény és a hím 

reprodukció szabályozásáért egyaránt [108], de a pontos szerepe a csigákban még nem 

tisztázott. Az elnevezés egy olyan peptid családot takar, amely neuromodulátorként 

felelős a reprodukciós viselkedés szabályozásáért. Gerincesekben és 

előgerinchúrosokban 16 féle GnRH altípust azonosítottak [120], de alacsonyabb rendű 

fajokban (pl. csendesóceáni osztriga, lila tengerisün, óriás édesvízi garnéla, tritonkürt 

csiga) is kimutattak GnRH-szerű peptideket [121]. A legtöbb fajban legalább 3 féle 

GnRH analóg található, amelyek a következő csoportokba sorolhatók: GnRH1 (emlős 

GnRH), GnRH2 (csirke GnRH), valamint GnRH3 (lazac GnRH). A gerincesekben 

található GnRH tartalmaz konzervált és variábilis régiókat, aminosav helyeket. 

Variábilis régiók jellemzően a 2., 3., valamint az 5-8. aminosav pozíciók. A humán 

GnRH1-hez képest azonban a puhatestűekben eddig kimutatott GnRH-szerű peptidek 

a 3., 5., 7., 8. és 9. helyeken mutattak aminosav eltérést. A puhatestűeken belül a 

GnRH-szerű peptid analógok variábilis régiói a 8. és 9. aminosav helyen található (2. 

táblázat). 
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2. táblázat A humán GnRH1 analóg és egyéb, puhatestűekben található GnRH-szerű 

fehérje analógok szekvenciái [122]. Sötét szürke háttérrel kiemelve a humán GnRH 

analógok konzervált régiói, világos szürke háttérrel kiemelve a puhatestűek GnRH-

szerű fehérje analógjainak a humán GnRH1-gyel azonos aminosav szakaszai. A 

szekvencia egyezés és hasonlóság (helyettesíthető aminosavak) adatok a 

www.ebi.ac.uk weboldalról származnak. 

 

Az eddigi tanulmányok szerint GnRH-szerű peptidet expresszáló sejtek L. 

stagnalis-ban az L/RCG hasi és oldalsó lebenyében, valamint a VG és RPG-ban 

találhatók. Az immunoreaktív neuritek a LCG-ból a pénisz idegen keresztül, a VG-ból 

pedig az bél (intestinalis) idegen keresztül lépnek ki [108,123]. Kagylókban 

valószínűsítik, hogy a CG-ban termelődő GnRH a keringési rendszerbe kerülve eléri 

és stimulálja a perifériás ösztrogén termelő sejteket, melyek a spermatogonium 

proliferációját indukálják [124]. A L. stagnalis perifériás idegrendszerében a péniszt 

beidegző idegben mutatták ki a GnRH jelenlétét IHC módszerrel, ami a hím 

reprodukció irányításának túlsúlyát valószínűsíti [108,123]. Nyilvánvalóan a 

hermafrodita életmód a szexuális funkciók szigorú szabályozását követeli. Ennek több 

változatát is leírták. Például a hím reprodukciós neuropeptidek (pl. FMRFa, APGWa, 

stb.) hiperpolarizálják a nőstény reprodukcióért felelős CDC-ket a CG-ban, így az 

általuk termelt CDCH nem ösztönzi az egyedet tojásrakásra. Ugyanezek a 

neuropeptidek gátolják a CG ún. LGC (Light Green Cells) sejtcsoportját [112] az 

inzulin-szerű hormon termelésében, ezáltal befolyásolják az energiaraktárak 

felhasználását és az energiát a növekedés helyett a reprodukcióra összpontosítják. A 

neurotranszmitterek egyeden belül hatnak, ugyanakkor allohormonokkal képesek a 

párzásban részvevő másik egyed reproduktív szabályozását is befolyásolni. Az aktus 

során átjuttatott ondófolyadék olyan peptideket (pl. LyAcp5, ovipostatin) tartalmaz, 

FAJ 
GNRH 

SZEKVENCIA 

MW 

[g/mol] 

EGYEZÉS 

[%] 

HASONLÓSÁG 

[%] 

Homo sapiens pEHWSYGIRPG 1182.4 
  

Haliotis laevigata pEHFSNGWHAG 1122.5 44,4 55,6 

Biomphalaria 

glabrata 
pEHFSNGWYAG 1148.5 44,4 55,6 

Aplysia californica pEHFSNGWYAG 1148.5 44,4 55,6 

Haliotis asinina pEHFSNGWYPG 1174.5 55,6 66,7 
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amelyek képesek elfolytani, vagy eltolni a hím nem érvényre jutattását a nőstény 

funkciók felé a másik egyedben, tehát az nagy eséllyel a következő aktus során is 

nőstényként fog viselkedni [125].  

 

A bodorka, Rutilus rutilus 

5. ábra Bodorka (Rutilus rutilus) (A) habitusképe; (B) A nyitott koponyában látható 

agylebenyek; (C) Halak főbb belső szerveinek általános elrendeződése [Forrás: 126] 

A közönséges bodorka, vagy búzaszemű keszeg a sugaras úszójú halak 

(Actinopterygii) osztályába, a pontyalakúak (Cypriniformes) rendjébe, ezen belül is a 

pontyfélék (Cyprinidae) családjába tartozó igen gyakori halfaj. Elterjedése a déli 

félszigeteket kivéve egész Európára jellemző, Magyarországon őshonos és a 

legáltalánosabban elterjedt halfaj. A Balatonban is rendkívül gyakori, tömegesen olyan 

állóvizekben és lassú folyású folyóvizekben él, ahol sűrű a növényzet, mivel 

elsősorban a hínáros életteret kedveli. Élőhelytől függően akár 7 évig is él, mérete 10-

18 cm. Szemgyűrűje pirosas, háta zöldesszürke, hasa fehér, a páros úszók világos 

vörösek, a páratlanok szürkés vörösek. Algát, zooplanktont, gyűrűsférgeket, víziászkát 

fogyaszt, a Balatonban élő ragadozó halak fontos zsákmánya. Szaporodását tekintve 

váltivarú, az ivarérettséget 3-4 éves kora körül éri el, áprilistól májusig szaporodik 

külső megtermékenyítéssel. A nőstény halak petesejtjeiket a víz alatti növényzetre 

rakják, azok száma halanként 20-200 ezer is lehet, átmérőjük 1-1,5 mm [126]. A hímek 

ezekre bocsátják a hímivarsejteket tartalmazó haltejet.  

A halakban már megjelenik funkcióképes rendszer a HPG tengely a hormonális 

szabályozó rendszer részeként. A hipofízis elülső lebenyének hormonjai ugyanúgy 
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hatnak az ivarszervekre, a mellékvesére, a hasnyálmirigyre és a növekedésre, mint az 

egyéb, magasabb rendű gerincesekben. A középső és hátsó lebeny hormonjai viszont 

az anyagcserét és a pigmentsejtek működését serkentik. A pajzsmirigynek megfelelő 

mirigy nem egységes szerv, tiroxin hormonja a növekedésre, a mozgási aktivitásra és 

az ivarérésre hat. A mellékvese diffúz szerv, kéreg és velőállománya elkülönülve 

helyezkedik el, adrenalint és szteroid hormonokat termel. A hasnyálmirigy szintén 

nem egységes szerv, az inzulin termelésért felelős. Az ivarmirigyek hormontermelése 

irányítja a halak szaporodását és befolyásolja a nehezen észlelhető másodlagos 

ivarjelleget [127]. A PRG-t korábban már lényeges hormonként azonosították a 

nőstény halak reprodukciójának szabályozásában. Ebben a fajban a természetes 

progesztogén a 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-on (DHP), amely a nőstény halakban 

felelős a petesejtek végső éréséért [128], míg hímekben a spermatogenezisért és a 

spermiumok mozgási aktivitásáért felelős [129]. A PR-ok jelenléte és funkciója 

halakban ugyanúgy régóta vita tárgyát képezi, mint a puhatestűek esetében. PR 

génkiütött zebradánióban vizsgálták a LH jelátvitelt [130], valamint számos halfajon 

megfigyeltek genetikai hatásokat progesztogén kezelésben [131,132], ami 

valószínűsíti a PR jelenlétét és jelátviteli szerepét a bodorkában is. Emiatt a 

progesztogének hatására aktiválódó jelátviteli utak nagy hasonlóságot mutatnak az 

egyéb gerincesekben leírtakkal, ami a bodorkát alkalmas tesztállattá teszi a vízi 

progesztogén szennyezés hatásának vizsgálatában [133].  
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3 Célkitűzés 
 

Az irodalmi áttekintés alapján célul tűztük ki a humán eredetű progesztogén 

hatóanyag-maradványok élettani hatásának felderítését nem-célszervezeteken, 

gerinctelen (csiga) és gerinces (hal) vízi állatmodelleket felhasználva. Elsősorban azt 

vizsgáltuk, hogy a hatóanyagok a környezeti szempontból releváns koncentráció 

tartományokban képesek-e fiziológiai funkciókat módosítani az állatokban. 

Másodsorban pedig egy valós környezeti szituáció vizsgálatára törekedtünk azáltal, 

hogy a hatóanyagokat keverékben alkalmaztuk kísérleteinkben. Ellenőrzött feltételek 

mellett zajló laboratóriumi vizsgálataink során 10 ng/L progesztogén kezelést 

alkalmaztunk, ami az édesvizek reális szennyezettség-értékét reprezentálja. Számos 

tanulmány arról számol be, hogy a progesztogén koncentráció ennél jóval magasabb 

is lehet a környezetben (több száz, vagy több ezer ng/L), ezért egyes kísérleteinkben 

vizsgáltuk az 50 ng/L és az 500 ng/L progesztogén keverék hatását is. 

A következőket tűztük ki célul: 

 Megvizsgáljuk, hogy a VTG, mint az ösztrogén szennyezés biomarkere, alkalmazható-

e a progesztogén szennyezések kimutatására. 

 Elemezzük, hogy a DJ-1 védő fehérje alkalmas jelzőmolekula-e progesztogén 

szennyezések kimutatására. 

 Feltérképezzük a progesztogén kezelés hatását a L. stagnalis, mint hermafrodita faj, 

reprodukciós rendszerében, melynek során, vizsgálni kívántuk a reprodukció 

szabályozásáért felelős GnRH-szerű fehérje analógok eloszlását és expresszióját a 

központi idegrendszerben, a hím és nőstény ivarsejtek mennyiségének változását, 

valamint a lerakott petezsákok  minőségét progesztogén kezelésben. 

 Felmérjük a felnőtt csigák progesztogén kezelésének hatását az utódok 

életképességére, fejlődésére. Ennek során meghatározzuk a sejtosztódások időablakát 

az embrionális fejlődés korai szakaszában, valamint feltérképezzük az egy-sejtes 

zigóta és a tojás szikanyagának részleges metabolomikai összetételét.  

 Leírni a progesztogén keverék szomatikus és molekuláris szintű hatásait a bodorkában, 

melyhez vizsgálunk testömeg indexeket, valamint a szérum lipid szintek és egyes 

stressz fehérjék változását. 
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4 Anyagok és módszerek 

4.1 Kísérleti állatok  

4.1.1 Nagy mocsári csiga 

A kísérleteinkhez használt 3-6 hónapos, ivarérett csigák két laboratóriumi 

tenyészetből származtak: MTA ÖK BLI, Tihany és The George Washington Egyetem, 

Kémiai Intézet, Washington, DC. Egyesült Államok, mivel a kapilláris 

mikromintavételi technikával kombinált tömegspektrometriás mérések egy része az 

említett külföldi laboratóriumban készült. Az állatokat mindkét helyen ugyanolyan 

kondíciók mellett tartottuk [alacsony réz-tartalmú, sóval pótolt reverz ozmózissal 

tisztított víz – 0,1309 mM NaHCo3, 0,0378 mM K2SO4, 0,4013 mM CaCl2˙2H2O, 

0,0390 mM Mg(NO3)2˙6H2O, folyamatos levegőztetés, 12 órás fény-sötét ciklus, 

hetente három alkalommal etetés salátával]. Az állatokon végzett minden kísérlet az 

MTA ÖK Balatoni Limnológiai Intézetének Mukahelyi Állatjóléti Bizottsága által 

kidolgozott és engedélyeztetett eljárások szerint történt (VE-I-001/01890-10/2013), 

törekedve arra, hogy minimálisra csökkentsük az állatok szenvedését és minél 

kevesebb egyedet használjunk fel. 

4.1.2 Bodorka 

A bodorkákat a Balaton vízgyűjtő területéhez tartozó Sárvíz patakból 

(N46.91266 E16.87705) gyűjtöttük 2014 márciusában (gyűjtési engedély száma: VE-

I-001/01890-9/2013). A munkacsoport egy korábbi felmérése alapján [53] 

valószínűsítettük, hogy az innen befogott halak nem voltak kitéve korábbi 

progesztogén expozíciónak. Ezt követően Tihanyban az MTA ÖK BLI állatkísérleti 

laboratóriumában tartottuk és kezeltük őket (tartási engedély száma: VE-I-001/01890-

3/2013). Az egy hónapos akklimatizációs időszak alatt a halakat (n=90, súly: 18,5±4,5 

g, hossz: 95,0±7,3mm) 20 ºC-os, mesterséges Balaton-vízben tartottuk 200 literes 

tankokban, 12 órás fény-sötét ciklusban. Egy héten háromszor zöldség-alapú 

haleledelt (TETRA Werke) kaptak. A halakon végzett minden kísérletet az MTA ÖK 

Balatoni Limnológiai Intézet Munkahelyi Állatjóléti Bizottsága által kidolgozott és 

engedélyeztetett eljárások szerint végeztünk (VE-I-001/01890-10/2013), törekedve 

arra, hogy minimálisra csökkentsük az állatok szenvedését. 
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4.2 Kémiai anyagok és kezelés 

Az állatok kezeléséhez HPLC tisztaságú PRG (P0130), LNG (L0551000), DRO 

(SML0147) és GES (L0551000) gyógyszergyári hatóanyagokat használtunk (Sigma-

Aldrich). A hormon hatóanyagokat 0,5 M-os ciklodextrinben (H-107, 2-

hydroxypropyl-ß-cyclodextrin, Sigma Aldrich) oldottuk. A ciklodextrineket (ciklikus 

oligoszacharidok) jellemzően lipofil (hidrofób fizikai tulajdonságokkal rendelkező) 

vegyületek vizes oldatba vitelére használják. Ezt a tulajdonságát több területen is 

kihasználják, például a gyógyszergyártásban (hatóanyag kötése, felszívódás segítése, 

gyógyszer formulálás), vagy a környezetvédelemben (káros anyagok megkötése). 

Egéren és nyúlon végzett kísérletek alapján a szervezetre kifejtett káros mellékhatását 

nem figyelték meg. A kezelt csoportok hormon koncentrációinak ellenőrzéséhez 

minden héten mintát vettünk az akváriumi vizekből az aktuális vízcsere előtt és nagy 

hatékonyságú folyadékkromatográfiával kapcsolt tömegspektrometria segítségével 

visszamértük a PRG, LNG, DRO és GES koncentrációt. Az adatok minden esetben 

80% fölötti értéket mutattak a nominális koncentrációkhoz viszonyítva. Ezekre az 

adatokra alapozva az akváriumok vizeit hetente egyszer cseréltük, újrakezelve a 

megfelelő koncentrációkkal az adott csoportokat. Az LC-MS minőségű metanolt, 

acetonitrilt és vizet a VWR International Kft-től szereztük be. 

4.2.1 A nagy mocsári csiga progesztogén kezelése 

A saját tenyészetből származó csigákat egy nap akklimatizáció után két 

csoportra osztottuk: kontroll (0,83 µM ciklodextrin) és kezelt (keverékben alkalmazott 

PRG, DRO, LNG és GES, mindegyikből 10 ng/L) csoport. Az állatokat 21 napig 

kezeltük, 5 független kísérletben (tankonként 11 állatot 3 L vízben, összesen 55 állatot 

csoportonként) (6. ábra). 
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4.2.2 A bodorka progesztogén kezelése 

A begyűjtött egészséges, kevert ivarú bodorkákat az egy hónapos 

akklimatizációs periódus végén négy csoportra osztottuk (n=10 állat csoportonként, 

60 liter vízben): kontroll (amely csoport csak 0,83 µM ciklodextrint kapott), valamint 

progesztogén keverékkel (PRG, LNG és DRO, mindegyikből 10, 50 és 500 ng/L) 

kezelt csoportok. A halakat 42 napon át kezeltük. Metodikai kontroll céljából minden 

csoportot két párhuzamos kísérletben vizsgáltunk. Mivel a párhuzamos kísérletek 

eredményeiben nem találtunk különbséget, ezért azokat a továbbiakban együtt 

értékeltük (n=20 állat összesen, csoportonként). Az akváriumok vízminőségét hetente 

kétszer ellenőriztük, melynek során a következő átlag±szórás értékeket kaptuk: 

hőmérséklet 20,3±2,4 ºC; pH=7,8±0,2; oldott oxigén 90,4±5,5 %; vezetőképesség 

748,4±19,5 µS. A csoportokban az egyedek hosszát és súlyát mértük a kísérlet 

kezdetén és végén. A 42 napos kezelési periódus végén a halakat szegfűszeg olajjal 

elaltattuk, majd dekapitáltuk. Agyukat, veséjüket, májukat és a gonádokat 

kipreparáltuk, majd súlyukat lemértük. A mintafeldolgozás ideje alatt jégen tartottuk 

a szerveket, minimalizálva az enzimatikus reakciókat. A szomatikus indexeket a 

következők szerint számoltuk: [szöveti súly/testsúly]×100. A vizsgált szövetmintákat 

mindig ugyanabban az időben vettük, annak érdekében, hogy minimálisra csökkentsük 

6. ábra A kísérleti elrendezés, a vízcserék és a mintagyűjtések időzítése. A csigákat egy 

napig akklimatizáltuk minden tankban kémiai anyagok nélkül (szaggatott vonal). A 

kísérlet kezdetén (1. nap) alkalmaztunk kezelést (ciklodextrin a kontroll csoportban, 

hormonok a kezelt csoportban). A 7., 14. és 21. napon a hormon tartalom visszamérést 

(▲), míg a 7. és 14. napokon teljes vízcserét végeztünk minden tankban (). 
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az olyan lehetséges befolyásoló faktorokat, mint a diurnális ritmus és a fényperiódus, 

melyek befolyásolják a redox-státuszhoz kapcsolódó folyamatokat. A szerveket a 

további felhasználásig szárazon -80 °C-on tároltuk, vagy egy éjszakán át PFA-ban 

(4%, PB-ben) fixáltuk, majd azidos PBS-ben tároltuk. 

4.3 A petezsákok minőség értékelő rendszere 

A felnőtt csigák által rakott petezsákokat (7. ábra) naponta gyűjtöttük mind a 

kontroll, mind a 10 ng/L kezelt csoportokból. Mivel nem az utódok hormonkezelése 

volt a cél, azokat hormon mentes vízben neveltük tovább. 

 

Egy általunk felépített értékelési rendszerben (3. táblázat) becsültük meg a 

petezsákok minőségét. Ez az egyszerű értékelési rendszer a statisztikában általánosan 

elfogadott 5%-os döntési szinten alapul és két szempontot értékel: a tojások 

poliembrióniája (több, mint egy zigóta egy tojáson belül – 7. ábra) és halott embriók 

(mozdulatlan, színtelen – 7. ábra) aránya a petezsák teljes tojás számához viszonyítva. 

A poliembrióniát a petezsák lerakásakor az első napon értékeltük, a halott embriók 

7. ábra (A) A L. stagnalis ~100 db,  ≥96 órás tojást tartalmazó petezsákja. Méretskála: 

3mm. (B) ~24 órás poliembrióniás tojások. A betét-kép ezeket a poliembrióniás 

tojásokat jeleníti meg az embrionális fejlődés felénél, ~96 órás korban. (C) Színtelen, 

nem pigmentált halott (felső) és élő (alsó) embrió megjelenésének összehasonlítása 96 

órás tojásokban. Méretskála 500 µm (B, C). 
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számát pedig a negyedik napon határoztuk meg. Mindkét paramétert a következő 

szempontrendszerben értékeltük: nem megfigyelhető; 5% alatt megfigyelhető; 5% 

felett megfigyelhető. A paramétereket kombinálva a petezsák minőségét egy 

háromrészes értékelési rendszerben írtuk le: I – kiváló; II – közepes; III – rossz 

minőség.  

Ezen kívül az értékelésnél figyeltük a tojások petezsák mérethez viszonyított 

számát, a túl sok kocsonyás anyag, vagy tojáson kívüli petesejtek, petesejt nélküli 

tojások jelenlétét, ugyanis ezek a jelenségek a csigák sérült reprodukciójára utalhatnak. 

Ezek együttes megjelenését poliembrióniával, vagy halott embriókkal lehetséges 

kizárási kritériumként vettük figyelembe. A kísérleti periódusban az egészséges, 3-6 

hónapos felnőtt csigáktól származó petezsákoknál egyik fent említett jelenséget sem 

tapasztaltuk, így nem volt a kísérletből kizárt petezsák. 

4.4 Az embrionális fejlődés korai szakaszának vizsgálata 

Az embrionális fejlődés első három sejtosztódásának időablakát követtük végig, 

az embrió 8 sejtes állapotáig. Megfigyeléseinkhez egy idő-követésre képes LAS V4.5 

programmal vezérelt Leica M205c sztereomikroszkópot és egy DFC3000G digitális 

kamerát használtunk. A három hetes kezelési periódust követően frissen lerakott 

petezsákokat egy szilikon-géllel kiöntött petricsészében tűvel rögzítettük és a zigótákat 

10 percenként fotóztuk az 1 sejtes állapottól a 8 sejtes állapotig. Az időablak 

kezdetének az első sejtosztódás idejét jelöltük ki (a 2 sejtes állapot kezdete), az utolsó 

megfigyelési pont pedig a harmadik sejtosztódás ideje volt (a 8 sejtes állapot kezdete). 

4.5 Vitellogenin ELISA 

Mind a gerinces, mind a gerinctelen tesztállataink esetében mértük az egyes 

szervek VTG tartalmát. A csigák esetében a 21 napos, a halak esetében a 42 napos 

3. táblázat Három részes petezsák értékelési rendszer. I. – kiváló (fehér cella); II. – 

közepes (világos szürek cella); III. – rossz (sötét szürke cella). 



31 
 

kezelések végén preparáltuk, majd homogenizáltuk (jéghideg 0,2 M-os PBS-ben, 

pH=7,4, 10 mg szövet 100 µl-ben) a középbél mirigyet (hepatopancreas, n=6 

csoportonként), illetve a nőstény halak májszövetét (n=3 csoportonként). A 

homogenizátumokat további sejtfeltárás céljából szonikáltuk jégen 20 percig, majd 15 

percig centrifugáltuk (1500 × g). A VTG tartalmat a felülúszóból határoztuk meg 

ELISA kit segítségével (MBS010726, MyBioSource, szenzitivitás 5,0 ng/mL; lineáris 

tartomány: 31,2-1000 ng/mL). A kalibrációs mintahelyekhez VTG standard hígítási 

sort adtunk (31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000 ng/mL), a teszt mintahelyekhez a 

középbél mirigy és máj mintákat (50 µl). Ezután 100 µl HRP-t adtunk minden 

mintahelyhez, majd inkubáltuk 1 órát 37 ºC-on. Mosás után a mintahelyekhez az 

enzimatikus színreakció kifejlődése céljából színképző oldatot adtunk (kromogén 

reagens A és B, 1:1), majd 15 percet inkubáltuk 37 ºC-on. Ezt követően leállítottuk az 

enzimreakciót 50 µl tömény (2N) kénsavval, a kifejlődött színreakció intenzitását 

pedig ELISA-lemez leolvasóval (Victor3 1420 több csatornás számláló, PerkinElmer) 

mértük 450 nm-es hullámhosszon. Végül a hepatopancreas és a máj VTG tartalmát 

szöveti koncentrációra (ng/mg szövet) átszámítottuk. 

4.6 DJ-1 ELISA 

A bodorkák agyából és májából, valamint a csigák agyából és középbél 

mirigyéből szendvics ELISA technikával (DuoSet ELISA Kit-R&D systems, RD-

DY8136-05) kvantitatív DJ-1 fehérje meghatározást végeztünk az előírt protokoll 

szerint. Ehhez a kontroll és a 10, 50, 500 ng/L kezelt csoportok egyedeinek agy és máj 

szöveteit (n=6 csoportonként) PBS-ben (pH=7,3) homogenizáltuk, majd a szöveti 

törmeléket 15 percen át 1500 x g-n lecentrifugáltuk. A tiszta felülúszóból határoztuk 

meg a DJ-1 mennyiségét. Első lépésben a mintahelyekre kikötöttük a DJ-1 specifikus 

elsődleges antitestet (#844090) 0,8 µg/mL mennyiségben. A mintahelyeket mosást 

követően szobahőmérsékleten 1 órán át blokkoltuk.  Ezután 100 µl DJ-1 standard 

(#844092) hígítási sort (0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5 ng/mL) és 100 µl szövetmintát 

adtunk a megfelelő mintahelyekhez és 1 órát inkubáltuk azokat szobahőmérsékleten. 

A mintákhoz hígító oldatban (1% BSA PBS-ben, pH=7,3) 45 ng/mL koncentrációban 

feloldott másodlagos antitestet (#844091) adtunk, majd további 2 órán át inkubáltunk 

szobahőmérsékleten. Mosást követően hígító oldatban oldott steptavidin-HRP-t (1:40) 

adtunk a mintahelyekhez és további 20 percet inkubáltunk sötétben. Az enzimreakciót 

TMB (3,3′,5,5′-Tetramethyl-benzidine; #T0440; Sigma Aldrich) előhívó oldattal 
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intenzifikáltuk. 20 perc sötétben való előhívást követően a reakciót tömény kénsavval 

(2N) állítottuk le, majd az immunkomplex jelenlétére utaló kialakult kék szín optikai 

denzitását ELSIA-lemez leolvasóval (Victor3 1420 több csatornás számláló, 

PerkinElmer) mértük 450 nm hullámhosszon. A mérést hármas paralel elrendezésben 

végeztük, korrekciós háttérkivonással (550 nm), végül a minták DJ-1 tartalmát szöveti 

koncentrációra (ng/mg szövet) átszámítottuk. 

4.7 Immunhisztokémia 

4.7.1 GnRH-szerű fehérjék vizualizálása 

A PFA-ban (4%, PB-ben) fixált csiga agy szöveteket mosást követően 20%-os 

glükóz oldattal 4 órán át telítettük mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt csoportok 

esetében (n=8 csoportonként). A fixált szövetekből, kriosztáttal 14 μm-es metszeteket 

készítettünk, majd azokat mikroszkóp tárgylemezre vettük fel. PBS-ben történő mosás 

után, a metszeteket 0,25% BSA, Triton X-100 (PBS-ben) oldatban blokkoltuk 1 órán 

keresztül, majd 1 µg/mL (1:200 hígítás) nyúlban termeltetett anti-humán GnRH 

antitesttel (HPA027532, Sigma) borítottuk azokat 24 órán át, 4 ºC-on. Mosást 

követően, NorthernLights™ NL557-konjugált szamár anti-nyúl másodlagos antitesttel 

(NL004, R&D Systems) kezeltük a metszeteket (16 óra, 4 ºC, 1:200-as hígítás), majd 

1µg/mL Hoechst 33342-vel (62249, Thermo Scientific) magfestést végeztünk 

szobahőmérsékleten, 15 percig, sötétben. A metszeteket PBS-glicerin 1:1 arányú 

oldatával fedtük. Kísérleteinkben preabszorpciós kontroll vizsgálatot (anti-GnRH – 

GnRH1 standard 1:1) és metodikai kontroll vizsgálatot (elsődleges antitest kihagyása) 

is végeztünk. A kontroll vizsgálatok esetében immunpozitív jelet nem figyeltünk meg 

a szövetekben. Az immunreakciót Leica DMi8 lézer konfokális mikroszkóppal és 

LASX (Leica Microsystems) szoftverrel elemeztük. 

4.7.2 DJ-1 szerű fehérje vizualizálása 

A PFA-ban (4%, PB-ben) fixált hal agy és máj szöveteket mosást követően 20%-

os glükóz oldattal 12 órán át telítettük, majd a szövetekből PBS-ben történő mosás 

után kriosztáttal 12-14 μm-es metszeteket készítettünk, melyeket polilizinnel borított 

tárgylemezre vettünk fel.  A metszeteket 0,25% BSA, Triton X-100 (PBS-ben) 

blokkolási lépés után egér anti-PARK7/DJ1 biotinilált elsődleges antitesttel (0,45 

µg/mL, 1:6 higítás, katalógus szám: 844091, R&D Systems) inkubáltuk egész éjjel, 4 

ºC-on. Ezt követően, PBS-ben mostuk őket, majd avidin-konjugált Alexa488 festékkel 

(NL009, R&D Systems) inkubáltuk 1:1000 hígításban, 2 órán át 4 ºC-on. A módosított 
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DPBS-sel (8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 10 mM KCl, pH=7,4) 

történő mosást követően jelöltük a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel (1 µg/mL, 

DPBS-sel hígítva), 10 percig szobahőmérsékleten, sötétben. DPBS-sel történő mosást 

követően PBS-glicerin 1:1 arányú oldatával fedtük a metszeteket, majd Leica DMi8 

lézer konfokális mikroszkóppal és LASX (Leica Microsystems) szoftverrel 

analizáltuk. 

4.8 Áramlási citometria 

A csigák spermium számának meghatározásához a három hetes kezelési 

periódus utolsó 4 napján izoláltuk egymástól a felnőtt állatokat (kontroll n=14 és kezelt 

n=12) [125]. A kísérleti periódus végén a csigákat 2 ml 50 mM MgCl2-dal szedáltuk, 

preparáltuk a középbél mirigy proximális felén futó ondóvezetéket a mirigyet borító 

hártyából való kilépéstől a prosztatába (a vékonyabb, hermafrodita vezetékig) futó 

szakasz mentén (2. ábra). A L. stagnalis reprodukciós rendszerének ezen részén az 

ovotestisben (módosult ivarmirigy, amely az ovárium és a here megfelelője) megérő 

petesejtek ugyan áthaladnak, de nem raktározódnak. A csigák 4 napos izolálása azért 

szükséges, mert ez idő alatt kiürül a hermafrodita vezeték, a kanyarulatos csatorna 

(pars contorta) és a tojástok (ootheca), valamint aktiválódik, dominánssá válik a hím 

reprodukciós rendszer és az ondóvezeték megtelik érett, elraktározott spermiumokkal 

[125]. A preparált ondóvezetéket sóoldatba (50 mM NaCl, 2 mM KCl, 4 mM CaCl2, 

4 mM MgCl2, 10 mM TRIS, pH=7,06) tettük, vortex-szel alaposan kevertük, majd a 

visszamaradó szövetdarabot csipesszel eltávolítottuk. Az oldatban maradó 

spermiumokat 100 nM MitoTracker® Deep Red FM (Life Technologies, CA, USA) 

festékkel jelöltük, mely csak működő mitokondriumomokat jelöl. Inkubálás (30 perc, 

szobahőmérsékleten, sötétben) és centrifugálás (1500 × g, 20 ºC) után a pelletet kétszer 

mostuk sóoldatban. A második mosás után már 1 mL PFA-ban (4%, PB-ben) vettük 

fel a spermiumokat, vortex-szel kevertük, majd 4 órán át fixáltuk szobahőmérsékleten 

sötétben, végül mosás következett. A mosás után már 1 mL DPBS-ben hígítottuk a 

spermiumokat és 1 µg/mL Hoechst 33342 festékkel (Life Technologies, CA, USA) 

jelöltük a sejtmagokat (inkubálás 15 percig sötétben, szobahőmérsékleten). Az 

áramlási citometriás vizsgálatokhoz minden mintából készítettünk 10x, 100x és 200x 

hígítást. A spermiumszámot Partec CyFlow ML áramlási citométerrel mértük, 

melynek során Partec FloMax® FCM Data Acquisition and Analysis szoftvert 

használtunk. Részecske válogatás (sorter) után Leica DMi8 lézer konfokális 
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mikroszkóppal ellenőriztük az analizált felhő tartalmát. Minden hígítást ismétléssel 

mértünk, az eredményt a hígítás fokával korrigáltuk. 

4.9 Kapilláris mikromintavételi technika  

Az instabil metabolitok mérése szenzitív és megbízható mérési módszert 

igényel, gyors átfutási idővel. A kapilláris mikromintavételi tehcnikával kombinált 

tömegspektrometria magas szenzitivitása és specificitása miatt egy gyors és alkalmas 

eszköz a molekulák (metabolitok, lipidek, peptidek) feltérképező jellegű, kvalitatív 

analízisére [134,135,137]. A tojásból történt egy-sejt metabolomikai vizsgálatokhoz 

(embrió és szikanyag) kapilláris mikro-mintavételi technikát alkalmaztunk Zhang 

[135] munkája alapján. A harmadik kezelési hét végén az egy-sejt analízisre vett 

mintáink olyan petezsákokból származtak, amelyek kiváló minősítést kaptak az 

értékelés során. A csiga áttetsző tojásai ellipszis alakúak, 1 mm átmérőjűek, egyenként 

∼0,5 µL viszkózus szikanyagot tartalmaznak. A vizsgálathoz a tojásokat kivettük a 

petezsákból és a petezsák kocsonyás anyagát egy nedves, szálmentes kendővel 

eltávolítottuk a tojások felszínéről. A tojásokat egy Petri-csészébe helyeztük, melyeket 

megtámasztottunk egy üveglemezzel, a mintavételi oldallal szemben. Egy mintavételi 

kapillárissal (TW100-F-3, World Precision Instruments, Sarasota, FL) 

mikromanipulátor segítségével (Micromanipulator 5171, Eppendorf Austria GmbH., 

Bécs, Ausztria) ∼0,3 µL szikanyagot vettünk mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt 

állatok tojásaiból (n=12 csoportonként), majd azok metabolit összetételét MS-el 

vizsgáltuk. Az egy-sejtes állapotú zigóta ∼100-120 µm átmérőjű, gömb alakú sejt, a 

peterakást követően már egy órán belül kettéosztódik. A fertilizáció a petesejten és a 

tojáson látható jelek alapján megállapítható (poláris test – érett petesejt, ami keresztül 

ment a második meiózison; spermium flagellum maradványok a tojás szikanyagában 

a mikroszkópos képen). Így az embrió egy-sejt analízis csak bizonyítottan 

megtermékenyített petesejtből történt. A citoplazma mintavétel során egy polírozott 

hegyű, ~20 µm végátmérőjű (~0,5-1 MΩ ellenállású) rögzítő kapillárist és egy röviden 

elvékonyodó (short tapering) ~1 µm végátmérőjű (2-3 MΩ ellenállású) mintavételi 

kapillárist (BF100-50-10, Sutter Instrument, Egyesült Államok) használtunk. 

Mikromanipulátor és vákuum segítségével rögzítettük az egy-sejtes zigótát a rögzítő 

kapillárissal és ∼0,5 nL térfogatú mintát vettünk (n=10 csoportonként) az ellentétes 

oldalról egy másik manipulátorba befogott mintavételi kapilláris segítségével. A 

citoplazma metabolit összetételét szintén MS-el vizsgáltuk. 
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4.10 Tömegspektrometria 

4.10.1 Off-line NanoElectrospray IMS TOF tömegspektrométer 

A csiga tojásban a szikanyag vagy citoplazma metabolit összetételének 

meghatározását ion mobilitás analizátorral (IMS) is felszerelt repülési idő (TOF) 

analizátoros tömegspektrométerrel (Synapt G2-S, Waters Co., Milford, MA) végeztük. 

A mintavétel után a mintavételi kapillárisba 1 µL elektrospré oldatot töltöttünk (50 és 

10% metanol) gél töltő pipetta hegy segítségével (930001007, Eppendorf, Hauppauge, 

NY). A kapillárist óvatos rázással buborék-mentesítettük, mielőtt csatlakoztattuk a 

kapilláris befogóba. A kapilláris befogó egy módosított, mozgatható és szigetelt 

hordozóba volt rögzítve (H-12-S, Narishige, Tokyo, Japan). A kapilláris végétől egy 

~1,5 cm hosszú platina szálat vezettünk be, úgy, hogy a kapillárisban lévő 

folyadékszintet elérje. A kapillárist úgy helyeztük el, hogy annak hegye a nagy 

felbontóképességű (~10 000 FWHM) tömegspektrométer bemenetétől (oriflace) kb. 5 

mm-re, középen helyezkedjen el. A platina szálra 200 V feszültséget kapcsoltunk egy 

külső tápegység segítségével, a megfelelő elektrospré előállításához és a vizsgálni 

kívánt molekulák ionizálásához. A keletkezett ionok kezdetben az IMS rendszerbe 

kerültek, amely sodró (drift) gáz segítségével választotta szét a hullámmozgást végző 

ionokat, a molekulák alakja vagy ütközési keresztmetszete szerint (collision cross 

section). Ezután a már szétválasztott ionok (és szétválasztott izobár tömegek) kerültek 

a repülési idő analizátorba tömeganalízisre. Az IMS rendszerben nitrogén gázt 

alkalmaztunk sodró gázként 90 mL/perc-es áramlási sebességgel, 3,25 mbar 

nyomáson. Az IMS rendszerben a hullámsebességet 650 m/s-ra, míg a 

hullámmagasságot 40 V-ra optimalizáltuk. Az analízis során az ionok sodródási idejét 

(drift time) és m/z értékét rögzítettük. Az egy-sejt minták spektrumai 3 adatgyűjtés 

(scan) átlagából készültek (1 adatgyűjtés/s). Szerkezet-meghatározást argon ütközési 

gáz segítette fragmentációval végeztünk (CID), 20-30 eV energia alkalmazása mellett.  

 

4.10.2 Off-line NanoElectrospray ion csapda tömegspektrométer 

A tojásban a szikanyag vagy citoplazma metabolit összetételének 

meghatározását Off-line NanoElectrospray ionforással (73084, Bruker Daltonics, 

Bréma, Némtország) felszerelt Bruker AmaZon SL (Bruker Daltonics, Bréma, 

Németország) ion csapda analizátoros tömegspektrométerrel szintén elvégeztük. A 
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mintával és elektrospré oldattal (1µl) utántöltött kapillárist buborék-mentesítettük, 

majd a kapilláris befogóba rögzítettük. Ezután, a kapilláris befogót az Off-line 

NanoElectrospray ionforrásban rögzítettük a hordozó (Mounting tool) segítségével. A 

hordozót eltávolítottuk a befogóról, majd bezártuk az ionforrást. A minta kapillárist 

pozícionáltuk x-, y-, z-irányokban a manipulátorok segítségével, úgy, hogy a kapilláris 

hegye kb. 5 mm-re legyen a tömegspektrométer bemenetétől. A folyamatot két kamera 

segítségével követtük nyomon. Az ionforrást negatív ionizációs módban használtuk, 

950 V ionizáló feszültséget (On Volt) alkalmazva. A következő elektrospré 

paramétereket állandó értéken tartottuk az analízis ideje alatt: szárító gáz (N2) 

sebessége 4 L/min, hőmérséklete 120 °C, vivőgáz nyomása 3 psi. A mérés során az 

ion csapda feltöltési szakaszában 20 ms-s várakozási időt (Pre-time) alkalmaztuk, 

annak érdekében, hogy biztosítsuk a stabil ionáramlást. A csapdázási irányt (Trap 

drive) 55 V-ra állítottuk. Az ionforrást pulzáló módban alkalmaztuk a molekulák 

azonosításához. Az ionizáló feszültséget (On Volt) 950 V-ra állítottuk, míg a maradék 

feszültséget (Rest Volt Offset) - 250 V-ra, így az abszolút alkalmazott feszültség (Rest 

Volt) 700 V volt.  A pulzáló mód alkalmazásával csökkenthető az alkalmazott 

spréfeszültség értéke a feltöltési időszakon kívül. A feltöltési időszakban a 

spréfeszültség megegyezik az ionizáló feszültséggel (On Volt), míg a feltöltési 

időszakon kívül a spréfeszültség az abszolút feszültségre (Rest Volt) csökken (ionizáló 

feszültség + maradék feszültség; On Volt + Rest Volt Offset). A pulzáló mód 

alkalmazása két előnnyel jár: lágyabb ionizációt biztosít, így védi a mintát az analízis 

ideje alatt, valamint néhány anyag így stabilabb az ion-sprében. Azonban, van egy 

hátránya is: az aktuális ion-áram nem állapítható meg. A fragmentációhoz a 

legintenzívebb 5 anyaion került automatikusan kiválasztásra, aktív anyaion kizárást 

alkalmaztunk háromszori fragmentálás, valamint 1 perc után. MS/MS fragmentációs 

amplitúdónak 2 V-t alkalmaztunk.  

4.11 Adatemelzés 

Az adatelemzést és a spektrum kiértékelést Mass Lynx V4.1 (Waters Inc.), 

valamint Bruker DataAnalysis 4.1 (Verziószám: 359) szoftverekkel végeztük. A 

molekulák azonosítása egyrészt normál tömegspektrumból történt <5 ppm 

tömegpontossággal és/vagy a mért CCS adatok valamint az irodalmi referencia CCS 

adatok összevetésével, másrészt egyes metabolitok esetén MS/MS spektrumból a 

fragmentációs profilok segítségével. A metabolit arányok meghatározását Graef [136] 
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valamint Zhang és Vértes [137] által leírtak szerint hajtottuk végre. Az egy-sejtes 

zigótákban meghatároztuk az adenilát energia-hordozók (AEC) relatív arányát és a 

hexózok (pl. glükóz, galaktóz stb.) felhasználást a következő egyenletek szerint: 

 

𝐴𝐸𝐶 =
𝐴𝑇𝑃 + 0.5 𝐴𝐷𝑃

𝐴𝑇𝑃 + 𝐴𝐷𝑃 + 𝐴𝑀𝑃
                        ℎ𝑒𝑥ó𝑧 𝑓𝑒𝑙ℎ𝑎𝑠𝑧𝑛á𝑙á𝑠 =

𝑈𝐷𝑃ℎ𝑒𝑥𝑁𝐴𝑐

𝑈𝐷𝑃ℎ𝑒𝑥
 

A szikanyagban az AEC mellett a redox státuszt is meghatároztuk, melyet a 

NADH (664,11 m/z) és NAD+ (662,10 m/z) molekulák arányából számítottuk de Graef, 

valamint Obrosova nyomán [136,138]. 

𝑟𝑒𝑑𝑜𝑥 𝑠𝑡á𝑡𝑢𝑠𝑧 =
𝑁𝐴𝐷𝐻

𝑁𝐴𝐷+
 

4.12 Szérum koleszterin, LDL-, HDL-koleszterin és triglicerid mérés 

Az elkábított halaktól 1 mL vért vettünk zárt vérvételi rendszer segítségével 

(véralvadásgátló nélkül) a kontrol és az 500 ng/L kezelt csoport állataitól egyaránt 

(n=4 csoportonként). A mintákat centrifugáltuk (10 perc, 20 °C, 1500 × g), majd a 

felülúszóból szabad koleszterint (CHOL), HDL-, LDL-koleszterint és triglicerideket 

(TG) mértünk automatizált enzimatikus és kolorimetriás eljárással (Roche Integra 800 

System, La-Roche Ltd.). A mérések a rutin laboratóriumi eljárás szerint történtek a 

Pécsi Tudományegyetem Klinikai Központ Laboratóriumi Medicina Intézetében.  

4.13 Stressz fehérjék vizsgálata 

A 42 napos kísérleti periódus után a kontroll és 500 ng/L kezelt állatoktól nyert 

szérum mintákból (n=3 csoportonként) stressz fehérjék vizsgálatát végeztük el 

(Human Cell Stress Array Kit, R&D Systems). A mintákat PBS és proteáz inhibitor 

koktél (Sigma Aldrich) keverékével hígítottuk, majd 1% Triton X-100-at adtunk 

hozzájuk és centrifugáltuk (5 perc, 10 000 x g), hogy eltávolítsuk a sejttörmeléket. 

Teljes fehérje mennyiség mérést végeztünk a mintákból annak érdekében, hogy az 

összes mintából egyforma mennyiséget vigyünk fel az assay membránokra. A 

membránokat blokkoltuk 1 órán át, majd a másodlagos antitest koktéllal egy újabb 

órán át inkubáltuk szobahőmérsékleten. Az előkészítés után a membránokat 1 mL 

mintába merítettük és rázópadon, 2-8 ºC-on, egész éjjel inkubáltuk. Háromszoros 

mosás után HRP-konjugált sztreptavidint adtunk minden membránhoz és 

kemilumineszcens detektáló oldattal (Amersham Biosciences, Hungary) előhívtuk. Az 
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előhívott filmet digitalizáltuk és a képpontok intenzitása alapján értékeltük az 

immunpozitív sávokat. A kiértékelést Fiji ImageJ szoftverrel végeztük, a sávok 

képpontjait a kontroll sávokhoz normalizáltuk és jelentősnek tekintettük a változást 

35% feletti CV érték esetén. 

4.14 Statisztikai analízis 

A statisztikai elemzést OriginPro® 2015 (OriginLab Corp., Northampton, 

Massachusetts, USA) és IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM Magyarország Kft.) 

szoftverek segítségével végeztük. Az adatsorokon normalitás tesztet Kolmogorov-

Smirnov próbával, a varianciák egyenlőségét Levene statisztikával ellenőriztük. Ezek 

eredménye alapján a következő adatsorok összehasonlításában alkalmaztunk független 

mintás t-próbát, egy-utas ANOVA-t (Welch korrekciót, Scheffe vagy Tamhane post 

hoc tesztet alkalmazva a releváns helyeken): a VTG meghatározás mindkét fajban, a 

petesejt termelés, az adenilát energia-töltést (AEC), a redox státusz meghatározása a 

nagy mocsári csigában, a DJ-1 fehérje mennyiség, koleszterin, HDL-, LDL-koleszterin 

és triglicerid meghatározása a bodorkában. A csiga petezsákok minőségének 

összehasonlítása, bodorkában a kezelés kezdetén és végén mért testhossz közti 

különbségek, a kezdeti- és végsúly közti különbségek meghatározása, a szomatikus 

indexek összehasonlítása az egyes kezelési csoportokban a nem-paraméteres Kruskal-

Wallis teszttel történt. A különbségeket P<0,05 érték esetén tekintettük 

szignifikánsnak.  
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5 Eredmények 

5.1 Progesztogének hatása a nagy mocsári csigában 

5.1.1 Kvantitatív molekuláris változások 

5.1.1.1 A középbél mirigy VTG tartalma 

A felnőtt csigák középbél mirigyében szignifikánsan emelkedett a VTG-szerű 

fehérjék szintje a három hetes progesztogén kezelés végére. A kontroll csoportban 

19,74±0,40 ng/mg szövet volt a VTG-szerű fehérje koncentrációja, míg a 10 ng/L 

progesztogén kezelt csoportban ez szignifikánsan növekedett 46,51±0,35 ng/mg 

szövet értékre (8. ábra). Ez a megfigyelés a magyarázata a később, a kezelés végén az 

állatokban megfigyelt, megemelkedett petesejt számnak (lásd 5.1.3.1 fejezet). 

  

 

5.1.1.2 DJ-1 fehérje mennyiségi viszonyai az agyban és a középbél mirigyben 

Vizsgálva a DJ-1 védő fehérje mennyiségét azt találtuk, hogy a 7. napon mért 

eredmények a kontrollhoz képest szignifikáns különbséget mutattak a kezelt 

csoportban, mind az agy, mind a középbél mirigy minták esetében. Agyból a kontroll 

csoportban 0,112±0,006 ng/mg szövet, a 10 ng/L kezelt csoportban pedig 0,070±0,008 

ng/mg szövet DJ-1 fehérje koncentrációt mértünk. A középbél mirigyben a kontrollban 

0,121±0,006 ng/mg szövet, a 10 ng/L kezelt csoportban 0,075±0,008 ng/mg szövet 

volt a DJ-1 koncentráció. Ez a különbség azonban eltűnt a kezelés végére, a 21. napon 

jelentős különbség sem az agy (kontroll – 0,075±0,012 ng/mg szövet; 10 ng/L kezelt 

– 0,090±0,011 ng/mg szövet), sem a középbél mirigy (kontroll – 0,105±0,007 ng/mg 

8. ábra A VTG-szerű fehérje mennyiségi változása 

progesztogén kezelés hatására felnőtt állatokban. A 

VTG mennyiségét a kísérlet végén ELISA technikával 

határoztuk meg a két kezelési csoportban (n=6 

csoportonként, két független szériából). A VTG szint 

a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (szürke 

oszlop) szignifikánsan emelkedett [t(8)=-54,79; 

P<0,001] a kontroll csoporthoz képest (fehér oszlop). 

Csillaggal (***) jelöltük a szignifikáns (P<0.001) 

eltérést, a diagram hibasávjai az adatsor szórását 

jelzik. 
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szövet; 10 ng/L kezelt – 0,106±0,003 ng/mg szövet) minták esetében nem volt 

detektálható (9. ábra). 

5.1.2 A hím reprodukciós rendszerben megfigyelt hatások 

5.1.2.1 A GnRH-szerű fehérjék immunhisztokémiai feltérképezése a központi 

idegrendszerben 

A L. stagnalis CNS-ében feltérképeztük a GnRH-szerű peptid immunopozitív 

sejtek eloszlását. A 10. ábra ezen sejtek sematikus elrendeződését mutatja. 

Megfigyeltünk kicsi (<50 µm), közepes (50 - 100 µm) és óriás (100 - 150 µm) méretű 

immunpozitív neuronokat, amelyek a L/RCG-ban, a LPeG-ben és a RPeG-ben, a RPG-

ben és VG-ban helyezkedtek el. Ugyanezekben a ganglionokban a neuropil varikózus 

rostjai is mutattak immunreaktivitást. Nem-neuronális szövetekben (pl. kötőszövet, 

hártya borítás, erek) nem azonosítottunk GnRH-szerű peptideket expresszáló sejteket. 

Az óriás neuronok közül ki kell emelni a szívmüködés szabályozásában is szerepet 

játszó, elektromos és kémiai szinaptikus kapcsolatban álló viscerális-dorzális (VD1) 

9. ábra Az agy és a középbél mirigy DJ-1 mennyisége a 21 napos kezelési periódus 7. 

és 21. napjain Lymnaea-ban, ELISA technikával meghatározva. A DJ-1 szint a 7. napon 

a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (szürke oszlop) szignifikánsan csökkent 

[t(7)agy=4,321; P<0,01; t(7)középbél mirigy=5,030; P<0,001] a kontroll csoporthoz képest 

(fehér oszlop). Csillaggal (** és ***) jelöltük a szignifikáns (P<0,01 és P<0,001) 

eltérést, a diagram hibasávjai az adatsor szórását jelzik. 
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és a jobb parietális-dorzális (RPD2)  óriásneuronokat és azok immunpozitív 

arborizációját a VG-ban és a RPG-ban (11. ábra A és B).  

 

Mindkét sejt a kontroll és a 10 ng/L progesztogén kezelt állatok CNS-ében 

egyaránt mutatott immunreaktivitást, közel azonos intenzitással. A jelölt neuronok 

vastag axonjai a neuropilbe vetültek, ott többszörösen elágaztak. A VG-ból az 

ivarszervi és bél idegen keresztül kifutó rostokat figyeltünk meg. A RCG 

jelölődésének intenzitásában már eltérés mutatkozott a kontroll és a kezelt csoport 

állatai között. A kontroll csoportban sejtek és neuropil egyaránt jelölődött, de a 10 

ng/L progesztogén kezelés után a GnRH jelölődés intenzitása lecsökkent. A csökkenés 

10. ábra L. stagnalis CNS-ének fénymikroszkópos képe (bal). Méretskála 2 mm. 

GnRH immunpozitív sejtek lokalizációjának sematikus megjelenítése a CNS-ben 

(jobb). Rövidítések: AL – elülső lebeny (anterior lobe); an – végbél ideg; cbc – 

agydúc-pofadúc konnektívum; cc – agydúcok közti kapcsolat; CGC – agyi óriás sejt; 

cpc – agydúc-lábdúc konnektívum; cplc – agydúc-falidúc konnektívum; cpn – bőr-

agyköpeny ideg; erpan – külső jobb fali ideg; gn – ivarszervi ideg; in – bél ideg; ipn 

– alsó lábideg; irpan – belső jobb fali ideg; lpan – bal fali ideg; L/RBG – bal/jobb 

pofadúc; L/RCG – bal/jobb agydúc; L/RPeG – bal/jobb lábdúc; L/RPG – bal/jobb 

fali dúc; L/RPlG – bal/jobb köpenydúc; mln – középső ajakideg; mpn – középső 

lábideg; PeIb – lábdúc Ib régiója; sc – statociszta; sln – felső ajakideg; spn – felső 

lábideg; VG – zsigerigdúc; VL – hasi lebeny (ventral lobe). 
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a kezelt csoportban az elülső lebeny (AL) sejtjeit is érintette, melyek a hím reprodukció 

szabályozásában vesznek részt. A 11C és D ábra a RCG reprezentatív immunjelölését 

mutatja. A 12. ábra a L/RPeG-ban megjelenő GnRH-immunpozitív sejteket és a 

neuropil jelölődést mutatja. A kontroll csoportban (A és C) a L/RPeG egyaránt 

tartalmazott nem azonosított kicsi- és közepes méretű immunpozitív sejteket, de a 10 

ng/L progesztogén kezelésben (B és D) sejtek nem, csak a neuropil mutatott 

immunreakciót a megjelenített, közel azonos metszési síkokban. A csökkenés a kezelt 

csoportban a hím reprodukcióért felelős, RPeG-ban található PeIb klaszter sejtjeit (10. 

ábra) is érintette. 
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11. ábra A VG, RPG és RCG GnRH immunjelölődése kontroll és progesztogén 

kezelt csigákban. Kék szín jelzi a sejtmag jelölődést, piros szín jelzi a GnRH-szerű 

peptid immunpozitivitást. (A és B) A VG-ban a VD1 és a RPG-ban az RPD2 

óriásneuronok jelölődése, valamint GnRH immunpozitív axonok vetülete a két 

ganglionban. Az A kép dorzális, a B kép ehhez képest mediális síkot jelenít meg. 

Mindkettőn látható, hogy  a kontroll és a kezelt állatok óriássejtjei ugyanolyan 

intenzitással jelölődtek. Méretskála: 200 µm. (C és D) A RCG GnRH-immunpozitív 

jelölődése a kontroll és kezelt állatokban közel azonos metszési síkban. A kontroll 

csoportban jelölődött sejtek kezelésben nem mutattak immunpozitivitást, csak a 

neuropilben volt látható GnRH jelölődés. Nyilak jelzik az egyes nem azonostott 

neuronok, csillag pedig a neuropil GnRH immunjelölődését. Méretskála: 50 µm. 

Rövidítések: cbc – agydúc-pofadúc kapcsolat; cc – agydúcok közti kapcsolat; cplc – 

agydúc-falidúc kapcsolat; gn – ivarszervi ideg; in – bél ideg. 
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12. ábra L/RPeG a kontroll (A és C) és 10 ng/L progesztogén kezelt (B és D) 

állatokban. A kontroll csoportban látható sejtes GnRH-jelölődés a kezelt csoportban 

nem volt megfigyelhető. A GnRH-immunpozitív (piros) sejteket nyilak, a neuropil 

jelölődését csillag jelzi. A kék szín a sejtmagot jelöli. Méretskála: 50 µm. Rövidítések: 

mpn – középső lábideg; sc – statociszta. 

  

B 

C D 
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5.1.2.2 Spermium szám meghatározás 

Mivel a reprodukció szabályozásában szerepet tulajdonítanak a GnRH-szerű 

peptideknek, ezek immunhisztokémiai eredményei felvetik a kérdést, hogy vajon a 

progesztogén kezelés hatása megjelenik-e az ivarsejtek szintjén is. Ennek felderítésére 

spermium szám mérést végeztünk áramlási citometriával magfestés után. A 13A ábra 

a spermiumok felhőképét mutatja (x tengely (FSC – sejtméret; FL6 UV LED – mag 

festés), a 13B ábra pedig az R1 kapu fénymikroszkópos képét sejtválogatás után. Az 

R1 kapu felhőjében jelet adó spermium fénymikroszkópos képét mutatja. A képen 

látható ép spermiumok (fej átlagosan 3,5 – 4,5 µm; ostor ~600 – 800 µm) mellett letört 

ostorral (200 – 400 µm) rendelkező spermiumok is voltak, ez magyarázza az R1 

kapuban elkülönülő két felhőt. A spermium számlálás eredménye szerint (13C ábra) 

a kezelés végén a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport állatai szignifikánsan kevesebb 

(292 146 ± 105 034 db/mL) spermiumot termeltek, mint a kontroll csoport állatai 

(616 464 ± 175 733 db/mL). 

5.1.3 A nőstény reprodukciós rendszerben megfigyelt hatások 

5.1.3.1 Petesejt szám és petezsák minőség 

A GnRH-szerű peptid hím és nőstény reprodukcióban betöltött szerepe, valamint 

intenzitásának csökkenése a 10 ng/L-es progesztogén kezelés hatására, felveti azt a 

kérdést is, hogy a spermiumokhoz hasonlóan, vajon a petesejt termelés is változik-e a 

csigában. Ennek tisztázására vizsgáltuk a már lerakott, megtermékenyített petesejtek 

13. ábra Spermium szám meghatározása L. stagnalis-ban áramlási citrometiával. (A) 

A spermiumok áramlási citometriás felhőképe (R1 kapu) az örökítő anyag mennyisége 

(FL6 UV LED) és a méret függvényében (FSC). (B) Részecskeválogatás után az R1 

kapuban található spermium fénymikroszkópos képe. Skála 100 µm. (C) Átlagos 

spermium szám a kontroll (fehér) és a 10 ng/L kezelt progesztogén kezelt (szürke) 

csoport állataiban a 3 hetes kezelési periódus végén. A csillag (**) szignifikáns eltérést 

jelöl (P<0,01). [t(24)=2,79; P<0,01; n=26]. A hibasávok az adatsorok szórását jelzik. 
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(zigóták) számát. A VTG szint emelkedéséből arra számítottunk, hogy a lerakott 

zigóták száma emelkedő tendenciát mutat. Az egyes állatokra vetített petesejt termelés 

hétről hétre jelentős változást mutatott a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (14A 

ábra). Az első héten a kezelt csoport egyedei átlagosan 37,18±7,20 darab 

megtermékenyített petesejtet raktak állatonként, míg a második és harmadik héten 

átlagosan 81,60±7,95, illetve 148,00±5,10 darabot. Ez az emelkedő dinamikájú 

petesejt termelés a harmadik hét végére már szignifikánsan különbözött a kontroll 

csoport állatainak átlagos petesejt termelésétől, annak több mint kétszerese volt. A 

kontroll csoport állatainak petesejt termelése a három hét alatt hasonló dinamikát 

mutatott: állatonként átlagosan 73,00±5,36 petesejtet termeltek az első, 69,33±6,45 a 

második és 63,94±3,70 petesejtet a harmadik héten. 

A petezsákok minőségének vizsgálata szerint a 10 ng/L progesztogén kezelt 

csoport állatai az első héten szignifikánsan rosszabb minőségű petezsákokat raktak 

(50,00% kiváló; 21,43% közepes; 28,57% rossz) a kontroll csoporthoz képest (85,19% 

kiváló; 7,41% közepes; 7,41% rossz). A kísérlet második és harmadik hetén már nem 

volt megfigyelhető jelentős különbség a két csoport között (14B ábra). A kontroll 

csoportban 76,00% és 77,80% volt kiváló, 20,00% és 16,60% volt közepes, valamint 

4,00% és 5,60% volt rossz minőségű kategóriába sorolható petezsák. A kezelt 

csoportban 68,00% és 72,00% volt kiváló, 8,00% és 4,00% volt közepes, valamint 

24,00% és 24,00% volt rossz kategóriába sorolható petezsák. 
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14. ábra A petesejt termelés és a petezsákok minőségének változása a felnőtt állatok 

progesztogén kezelésének hatására. (A) A lerakott petesejtek száma állatonként nem 

mutatott szignifikáns különbséget az első és a második héten a csoportok közt 

[F(1,39)=0,11; P=0,91; n=40 és F(1,48)=0,91; P=0,38; n=49]. A harmadik héten 

azonban a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport állatainak petesejt termelése a 

kontrolltól szignifikánsan eltért [F(1,41)=8,84; P<0,01; n=42]. A kontroll csoport 

állatai a három hét alatt közel azonos számú petesejtet produkáltak állatonként, az 

egyes hetek között csoporton belül nem volt szignifikáns eltérés [F(2,67)=2,45; 

P=0,094; n=69]. A kezelt csoport állatainak petesejt produkciója azonban jelentősen 

eltért a hetek között csoporton belül [F(2,61)=8,27; P<0,001; n=63]. A Tamhane post 

hoc teszt szerint jelentős különbség van az első és a harmadik hét [P<0.001], illetve 

a második és a harmadik hét [P<0.01] adatai között is. Csillaggal jelöltük a P<0,01 

(##) és a P<0,001 (***) jelentős eltéréseket. A fehér oszlopok a kontroll csoport 

adatai, a szürke oszlopok a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport adatait jelzik, a 

diagram hibasávjai pedig az adatsorok szórását. (B) Az ábra a petezsákok minőség 

kategóriák szerinti eloszlását demonstrálja a kontroll és a kezelt csoportban. A 

petezsákok kiváló (fehér), közepes (szürke) vagy rossz (fekete) minőségű értékelést 

kaptak az első, második és harmadik héten. Az első héten a két csoport petezsákjainak 

minőség eloszlása szignifikánsan különbözött (Kruskal-Wallis Chi2 = 6,31; P<0,05; 

n=41), a következő két héten azonban ez a különbség eltűnt (Kruskal-Wallis 

Chi2=3,65; P=0,56; n=50  és Chi2=0,15; P=0,70; n=43). Csillaggal jelöltük a 

P<0.05 (*) jelentős eltérést. 
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5.1.4 A szülők progesztogén kezelésének utódokra kifejtett hatása 

5.1.4.1 Progesztogének indukálta változások az embrionális fejlődés korai 

szakaszában 

A progesztogén keverék hatását vizsgálva különbséget figyeltünk meg sejt 

szinten, a zigóták korai fejlődésének sebességében. Az embriógenezist az embrió egy-

sejtes állapotától figyeltük (I. stádium, 4. táblázat), az időzítés kezdetének pedig az 

első sejtosztódást vettük (II. stádium, két sejt), mivel ez állapítható meg pontosan. A 

kontroll csigáktól származó zigóták a második sejtosztódást (III. stádium, négy sejt) 

átlagosan 131±12 perc alatt érték el, a harmadik osztódáson (IV. stádium, nyolc sejt) 

pedig 110±4 perc múlva mentek keresztül. Az első három sejtosztódás teljes időablaka 

így 241±14 perc volt (n=6). Ezzel szemben a 10 ng/L kezelt csoportban ez 222±4 perc 

alatt lezajlott (n=7). Ebben a csoportban a III. stádiumot 115±17 perc alatt, a IV. 

stádiumot 106±5 perc alatt érték el a zigóták. A sejtosztódás időablakát az 4. 

táblázatban foglaltuk össze. 

4. táblázat A sejtproliferáció időablaka az embriógenezis korai szakaszában. 

Méretskála: 100 µm. 

 

5.1.4.2 A zigóta részleges metabolomikai elemzése 

A felgyorsult sejtosztódást a progesztogén kezelt csoportban okozhatja többlet 

tápanyagok/kofaktorok jelenléte, vagy a metabolizmus hormonális hatásra történő 

változása. Ennek felderítésére megvizsgáltuk az egy-sejtes állapotú zigóta metabolit 

 

 Fejlődési stádium Kontroll 10 ng/L kezelt Sejtméret (µm) 

I. Egysejtes zigóta   ~120 

II. 2 sejt (1. osztódás) Start pont Start pont ~100 

III. 4 sejt (2. osztódás) 131±12 min 115±7 min ~100 

IV. 8 sejt (3. osztódás) 110±4 min 106±5 min 
Különböző 

sejtméret 

 Totál: 241±14 min 222±4 min  

 Kikelés: 13 ± 0,7 nap 14 ± 0,8 nap  
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profilját MS alkalmazásával. Az 5. táblázat összefoglalása annak a fragmentálással 

igazolt szerkezetű, 26 azonosított metabolitnak, amit megtermékenyített, frissen 

lerakott (<1h) petesejtből sikerült kimutatnunk. Az MS eredményeink alapján 

elmondható, hogy nincs molekuláris különbség a kontroll és a kezelt csigáktól 

származó zigóták metabolit profiljában. A 26 azonosított molekula közül azonban csak 

arra a következő ötre fókuszáltunk a továbbiakban, amelyek tükrözik a sejt általános 

energetikai állapotát (15A ábra): AMP (346,05 m/z), ADP (426,02 m/z), ATP (505,98 

m/z), UDP-hexNAc (606,07 m/z) és az UDP-hex (565,04 m/z). Az adenilát 

energiaforrás nem mutatott jelentős különbséget a két csoport zigótái közt: az AEC 

arány 0,63±0,11 (kontroll) és 0,49±0,12 (kezelt) (15B ábra) volt. A hexóz felhasználás 

viszont szignifikánsan csökkent a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (0,50±0,11) 

a kontroll csoporthoz képest (1,16±0,36) (15C ábra). 
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5. táblázat Az egysejtes zigótában (peterakást követő egy órán belül) és a 

szikanyagban (peterakást követő 1. és 96. órában) azonosított molekulák. 

Az egysejtes zigótában detektált molekulák 

 
Azonosított 
molekula Formula 

Kalkulált 
monoizotópos 

tömeg [Da] 

Mért  
monoizotópos 

tömeg [Da] 
Δtömeg 
[mDa] 

Fragmens 
tömeg 

[Da] 

CCSmért 
[Å2] 

CCSref 
[Å2] 

1. Glutamin C5H10N2O3 145,0618 145,059 3,2  121,4 126 

2. Glutamin sav C5H9NO4 146,0458 146,031 14,4  119,0 123 

3. Glicerol foszfát C3H9O6P 171,0063 171,006 0,3    

4. Hexóz foszfát C6H13O9P 259,0224 259,021 1,8  142,6 143 

5. UMP C9H13N2O9P 323,0286 323,030 -1,6  155,6 158 

6. 
CDP-
etanolamin 

C11H20N4O11P2 445,0531 445,036 17,0  185,3 185 

7. CTP C9H16N3O14P3 481,9772 481,977 0,2    

8. UTP C9H15N2O15P3 482,9613 482,954 7,7  178,0 179 

9. UDP-hexóz C15H24N2O17P2 565,0478 565,047 1,0 
241,013; 
323,029; 
384,988 

207,2 204 

10. 
Oxidált 
glutation 
(GSSG) 

C20H32N6O12S2 611,1447 611,118 26,8  219,2 218 

A szikanyagban detektált molekulák 

 
Azonosított 
molekula Formula 

Kalkulált 
monoizotópos 

tömeg [Da] 

Mért  
monoizotópos 

tömeg [Da] 
Δtömeg 
[mDa] 

Fragmens 
tömeg 

[Da] 

CCSmért 
[Å2] 

CCSref 
[Å2] 

1. IMP C10H13N4O8P 347,0398 347,052 -12,6  162,4 162 

2. IMP +Na C10H13N4O8P 369,0218 369,036 -13,9  163,8 164 

3. ADP +Na C10H15N5O10P2 448,0045 448,009 -4,6  185,0 184 

4. 
UDP-hexNAc + 
K 

C17H27N3O17P2 644,0302 644,031 -0,4  229,4  

5. NADH C21H29N7O14P2 664,1175 664,115 2,4 

272,951; 
335,054; 
346,051; 
397,013; 
408,005 

  

Az egysejtes zigótában és a szikanyagban is detektált molekulák 

 
Azonosított 
molekula Formula 

Kalkulált 
monoizotópos 

tömeg [Da] 

Mért  
monoizotópos 

tömeg [Da] 
Δtömeg 
[mDa] 

Fragmens 
tömeg 

[Da] 

CCSmért 
[Å2] 

CCSref 
[Å2] 

1. GSH C10H17N3O6S 306,0765 306,077 -0,3  158,3 159 

2. CMP C9H14N3O8P 322,0446 322,044 0,4  156,4 160 

3. GSH +Na C10H17N3O6S 328,0452 328,052 7,2  159,8 160 
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4. AMP C10H14N5O7P 346,0558 346,056 0,3 

78,957; 
96,959; 

134,045; 
210,994 

167,6 169 

5. GMP C10H14N5O8P 362,0507 362,047 3,8  163,3 165 

6. CDP C9H15N3O11P2 402,0109 402,011 -0,1  174,3 172 

7. UDP C9H14N2O12P2 402,9949 402,995 -0,4  168,2 169 

8. ADP -H2O C10H15N5O10P2 408,0116 408,014 -1,9  176,1 177 

9. ADP C10H15N5O10P2 426,0221 426,022 -0,2 

134,045; 
158,923; 
272,955; 
328,044; 
346,054; 
408,010 

180,9 180 

10. GDP C10H15N5O11P2 442,0171 442,013 4,0  176,9 178 

11. ATP C10H16N5O13P3 505,9885 505,985 3,8 

78,957; 
158,924; 
238,889; 
272,951; 
408,008; 
426,017 

189,1 192 

12. GTP C10H16N5O14P3 521,9834 522,002 -18,6  191,1 190 

13. 
ciklikusADP 
ribóz 

C15H21N5O13P2 540,0538 540,053 0,6  209,2  

14. GDP-hexóz C16H25N5O16P2 604,0699 604,059 10,9  214,0 212 

15. UDP-hexNAc C17H27N3O17P2 606,0743 606,074 0,6 

282,036; 
362,006; 
384,985; 
402,996 

222,1  

16. NAD C21H27N7O14P2 662,1019 662,102 0,0 

272,951; 
328,037; 
346,051; 
408,005; 
426,017; 
540,047 

223,0 226 
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15. ábra Az egy-sejtes zigóta metabolomikai elemzésének folyamata. (A) Az egy-sejtes 

zigóta citoplazmájának reprezentatív tömegspektruma 300–700 m/z mérési 

tartományban, mely a kiemelt molekulákat jeleníti meg. A betét-kép a mikromintavételi 

procedúrát mutatja, jobbról balra a következők szerint: tartó kapilláris, az egy-sejtes 

zigóta (<1 h) és a mintavételi kapilláris. A skála 100 µm. (B) Az adenilát 

energiahordozó molekulák aránya (AEC) nem mutatott jelentős különbséget [t(1,9)=-

1,77; P=0,110; n=10] a kontroll és a kezelt csoport között. (C) Az UDP-hexNAc/UDP-

hex arány szignifikánsan csökkent [t(1,9)=3,83; P<0,01; n=10] a 10 ng/L progesztogén 

kezelt csoportban a kontrollhoz képest. A fehér oszlopok minden esetben a kontroll 

csoportot jelzik, a szürkék pedig a kezelt csoportot. Csillaggal (**) jelöltük a P<0,01 

szignifikáns eltérést, a hibasávok az adatsorok szórását jelenítik meg. 
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5.1.4.3 A szikanyag részleges metabolomikai elemzése 

A szikanyag metabolit tartalmát is elemeztük, melynek általános molekuláris 

profilját, 21 azonosított metabolittal szintén az 5. táblázat foglalja össze. Két fejlődési 

állapotban vettünk mintát az embriót körülvevő szikanyagból: a petezsák lerakását 

követő egy órán belül (egy-sejtes zigóta állapot) és 96 óra után (a metamorfózis 

kezdete, az általános kikelési idő fele) (16A és B ábra). Az MS eredményeink alapján 

elmondható, hogy nincs molekuláris különbség az 1 órás és a 96 órás, valamint a 

kontroll és a kezelt csigáktól származó tojások szikanyagának metabolit profiljában. 

Az 16C ábra egy reprezentatív tömegspektrumot (300–700 m/z) mutat a szikanyagban 

azonosított molekulákról, amelyekből az AEC relatív arányát és a redox státuszt 

határoztuk meg. Az 1 órás szikanyag AEC értéke nem különbözött a kontroll 

(0,65±0,03) és a kezelt (0,67±0,03) csoportokban, de a 96 órás szikanyag AEC értéke 

már jelentősen eltért (0,34±0,04 a kontroll és 0,55±0,05 a kezelt csoportban). Más 

megközelítésben ez azt is jelenti, hogy a kontroll csoport csökkent AEC értéke a 96 

órás szikanyagban kevesebb detektált ATP-re és ADP-re utal a kezdeti 1 órás 

státuszhoz képest. Ezzel szemben a kezelt csoportban a 96 órás szikanyag AEC értéke 

alig csökkent a kezdeti 1 órás stádiumhoz képest (17A ábra). A szikanyag redox 

státusza nem változott jelentősen a kezelt csoportban a kontrollhoz képest, sem az 1 

órás, sem a 96 órás stádiumban (17B ábra). Habár értéke növekvő tendenciát mutatott 

az embriógenezis során: 3,31±0,92 (kontroll) és 3,69±0,51 (kezelt) volt az 1 órás 

tojások szikanyagában, illetve 7,54±1,30 (kontroll) és 6,11±1,30 (kezelt) a 96 órás 

tojások szikanyagában. A szikanyag redox státuszának ilyen jellegű eltolódása a 

szikanyag reduktív kapacitásának növekedésére (több NADH) utal. 
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16. ábra Szikanyag mikromintavétel metabolomikai elemzéshez csigatojásból. (A) 1 

órás (felső) és 96 órás (alsó) tojás. A nyíl a talp kialakulásának kezdetét mutatja, mely 

a metamorfózis előtti állapotot jelzi. (B) A szikanyag kapilláris mikromintavétele 1 

órás tojásból. A kapillárist szaggatott vonal jelzi, a nyíl pedig a kapilláris bemeneti 

végét. A és B méretskála: 100 µm. (C) A szikanyag reprezentatív tömegspektruma 

300–700 m/z mérési tartományban, mely a kiemelt molekulákat jeleníti meg (AEC és 

redox státusz). 
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17. ábra A szikanyagban található egyes metabolitok arányának elemzése. (A) A 

kontroll és kezelt csoport AEC aránya közti különbség látható 1 órás (bal) és 96 órás 

(jobb) szikanyagból. Az 1 órás szikanyag AEC értékében nem volt különbség [t(1,11)=-

0,516, P=0,61; n=12) a két csoport között, de a 96 órás szikanyag AEC értékei már 

szignifikánsan eltértek [t(1,10)=-3,691, P<0,01; n=11]. (B) A szikanyag redox státusza 

az 1 órás (bal) és 96 órás (jobb) tojásban. Sem az 1 órás [t(1,11)=-0,52; P=0,62; n=12], 

sem a 96 órás [t(1,9)= 0,90; P=0,39; n=10] szikanyag redox értéke nem tért el 

jelentősen a kontroll és a kezelt csoportok között. A 96 órás szikanyag redox értékei 

emelkedtek az 1 órás szikanyaghoz képest mindkét csoportban. A fehér oszlop minden 

esetben a kontroll, a szürke pedig a 10 ng/L kezelt csoportot jeleníti meg. Csillaggal 

(**) jelöltük a P<0.01 szignifikancia szintet, a hibasávok az adatsorok szórását jelzik. 
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5.2 Progesztogének hatása a bodorkában 

5.2.1 Morfológiai változások 

A kísérleti állatoknál hossznövekedést, valamint súlyvesztést tapasztaltunk a 42 

napos kezelési periódus után, azonban ezek a változások nem tértek el szignifikánsan 

az egyes kezelési csoportok között. A szomatikus indexek vizsgálatakor már 

szignifikáns eltéréseket figyeltünk meg a kontroll és a kezelt csoportok 

összehasonlításakor (18. ábra). Az agy teljes testsúlyhoz viszonyított tömegében 

(ASI) nem tapasztaltunk változást a négy csoport között. Ez az érték a kontrollban 

0,58±0,23, a 10 ng/L kezelés után 0,72±0,19, az 50 ng/L csoportban 0,65±0,18, míg 

az 500 ng/L kezelésben 0,70±0,21 volt. A másik három változó (MSI, GSI, VSI) 

azonban a kontrollhoz viszonyítva szignifikáns eltérést mutatott a progesztogén 

kezelés hatására. Az MSI a kontroll csoport 1,09±0,28 értékéhez képest a 10 ng/L 

kezelésben 2,06±0,23, az 50 ng/L csoportban pedig 1,86±0,46 értékre emelkedett. Az 

500 ng/L kezelés az MSI értékre nem volt jelentős hatással. A VSI értékek a kontroll 

csoport 0,56±0,08 értékéhez képest a 10 ng/L kezelésben 0,79±0,06, az 50 ng/L 

csoportban 0,70±0,08, az 500 ng/L kezelést követően pedig 0,79±0,08 értékkel 

mutatott szignifikáns növekedést. Az egyes progesztogén kezelt csoportok eredményei 

egymástól nem tértek el jelentősen. Az 500 ng/L progesztogén kezelés a GSI indexre 

jelentős hatással volt, az 2,18±1,27 értékre csökkent a másik három csoporthoz képest 

(kontroll: 4,62±1,19; 10 ng/L: 4,67±1,02; 50 ng/L: 4,14±0,62).  
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18. ábra A kontroll és kezelt csoportok szomatikus indexei (A – ASI, B – MSI, C – GSI, 

D – VSI). * - a kontroll és a kezelt, # - a kezelt csoportok közötti szignifikáns eltéréseket 

jelöli P<0.05 szignifikancia szinten vizsgálva. A dobozábra mutatja a maximum és 

minimum értékeket, a minta interkvartilis terjedelmét és mediánját. 

 

5.2.2 Molekuláris változások  

5.2.2.1 A máj VTG tartalma 

Vizsgáltuk a máj VTG tartalmát kezelések előtt és után „szendvics” ELISA 

módszerrel. Eredményeink alapján a progesztogén kezelés hatására emelkedett a VTG 

koncentráció nőstény bodorkák májszövetében (19. ábra), jelentős emelkedést 

azonban csak az 500 ng/L progesztogén kezelt csoportban figyeltünk meg (kontroll: 

33,65±4,03 ng/mg szövet; 500 ng/L: 48,62±7,21). Azonban az alacsonyabb, 10 és 50 
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ng/L progesztogén kezelés is láthatóan hatással volt a VTG szintre. Mivel a VTG 

inkább az ösztrogének kimutatására elfogadott biomarker, munkánk során próbáltunk 

azonosítani olyan lehetséges markert, amely nagyobb érzékenységet mutat 

progesztogén szennyezésre és független a nemektől (lásd: 5.2.2.2).  

 

 

 

5.2.2.2 DJ-1 fehérje vizsgálata agyban és májban 

Vizsgáltuk a DJ-1 védő fehérje, mint a progesztogén szennyezésben használható 

lehetséges biomarker, mennyiségi viszonyait agy és máj szövetmintákban a kezelések 

előtt és után „szendvics” ELISA módszerrel. A hím (0,21±0,04; 0,55±0,21 ng/mg 

szövet, n=4) és nőstény (0,19±0,04; 0,53±0,03 ng/mg szövet, n=6) egyedek között nem 

figyeltünk meg szignifikáns eltérést sem az agy, sem a máj mintákban kontroll 

körülmények között. Ezért a továbbiakban a hím és a nőstény egyedeket nem 

értékeltük külön. A 20A ábra a progesztogén kezelés indukálta agyi DJ-1 fehérje szint 

emelkedését mutatja. Az összes kezelési csoport DJ-1 szintje (10 ng/L: 0,54±0,13; 50 

ng/L: 0,50±0,07; 500 ng/L: 0,38±0,08 ng/mg szövet) szignifikánsan különbözött a 

kontroll csoporttól (0,20±0,04 ng/mg szövet). Érdekesség, hogy a legnagyobb 

változást a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport mutatta és a kezelési koncentráció 

19. ábra A különböző koncentrációjú progesztogen kezelés hatása a VTG szintekre 

bodorkában. Szignifikáns eltérést [F(2,3)=8,22, P<0,05]  találtunk a kontroll és a 500 

ng/L progesztogén kezelt csoport között (*) (A hibasávok az adatsorok szórását jelzik, 

n=3 csoportonként). 
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növelésével mérséklődött a DJ-1 fehérje szint emelkedése. A 20B ábra a progesztogén 

kezelés indukálta DJ-1 fehérje szint szignifikáns növekedését mutatja májmintákban 

valamennyi kezelési koncentráció esetében (10 ng/L: 3,64±0,30; 50 ng/L: 3,65±0,69; 

500 ng/L: 4,22±0,45 ng/mg szövet) a kontroll csoporthoz (0,54±0,25 ng/mg szövet) 

képest. Az agyi mintákkal ellentétben, a kezelési koncentráció növelésével a DJ-1 

fehérje szint emelkedése volt megfigyelhető. 

 

 

 
 

20. ábra DJ-1 fehérje koncentráció meghatározása „szendvics” ELISA módszerrel 

bodorka agyban és májban. A függőleges tengely a DJ-1 fehérje koncentrációját 

mutatja [ng/mg szövet], míg a vízszintes tengely a kezelési csoportokat ábrázolja 

(n=6 csoportonként). A DJ-1 fehérje tartalmat tekintve a kezelt csoportok a kontroll 

csoporttól eltértek, de egymás között mutattak jelentős eltérést sem az agyban, sem a 

májban. Az agyban független mintás T-próbával szignifikáns eltérést mutattunk ki a 

kontroll és a 10 ng/L [t(10)=-3,08; P<0,05], a kontroll és az 50 ng/L [t(10)=-4,80; 

P<0,01], valamint a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoport között [t(10)=-2,33; 

P<0,05]. A májban független mintás T-próbával szignifikáns különbséget mutattunk 

ki a kontroll és a 10 ng/L [t(10)=-11,47; P<0,01], a kontroll és az 50 ng/L [t(10)=-

6,41, P<0,01], valamint a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoport között [t(10)=-9,71; 

P<0,01]. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05. A diagram hibasávjai az adatsor 

szórását jelzik. 

Az agyban alacsonyabb DJ-1 koncentrációkat mértünk, mint a máj minták 

esetében, ez alapján kontroll és 500 ng/L progesztogén kezelt állatok máján IHC 

kísérleteket is végeztünk. A 21A ábra egy tipikus IHC képet jelenít meg egy kontroll 

bodorka májszövet metszetéről, amelyen hasonló méretű immunopozitív 

partikulumok láthatók homogén eloszlásban. Az 500 ng/L progesztogén kezelt 

csoportban (21B ábra), az immunoreaktív DJ-1 fehérje mennyiségének növekedését 

figyeltük meg, valamint a partikulumok aggregációját a sejtmagok (kék szín) körül. 
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21. ábra DJ-1 immunpozitív elemek eloszlása a bodorka májszövetében 500 ng/L 

progesztogén kezelés előtt (A) és után (B). A sejtmagokat Hoechst 33342 festéssel (kék 

szín), míg a DI-1 fehérje eloszlását Alexa488 festéssel (zöld szín) jelenítettük meg. 

Méretarány 5 µm és 50 µm. 

 

5.2.2.3 Szérum lipid szintek 

A bevezetőben bemutatott szignalizációs útvonalak lehetséges kapcsolódásai 

alapján (1. ábra) vizsgáltuk a progesztogén kezelés hatását a szérum koleszterin, 

HDL-, LDL-koleszterin és triglicerid szintekre (22. ábra). A kontroll és az 500 ng/L 

progesztogén kezelt csoportokat összehasonlítva a szérum koleszterin (kontroll: 

7,06±1,55; 500 ng/L: 4,63±0,60 mmol/L) és az LDL-koleszterin (kontroll: 1,21±0,57; 

500 ng/L: 0,43±0,29 mmol/L) szintek kezelés hatására bekövetkező szignifikáns 

csökkenését figyeltük meg. A HDL-koleszterin (kontroll: 2,10±0,43; 500 ng/L: 

1,67±0,98 mmol/L) és triglicerid (kontroll: 1,85±0,16; 500 ng/L: 2,06±0,60 mmol/L) 

szintek azonban nem mutattak szignifikáns eltérést. 
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22. ábra Progesztogén kezelés hatása a szérum lipid szintekre bodorkában. Jelentős 

különbség (*) volt kimutatható a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoportok között a 

koleszterin szint (P<0,05, Mann-Whitney U teszt) és esetében az LDL-koleszterin 

szint [t(7)=2,65; P<0,05] esetén (n=4 csoportonként). A fehér oszlopok a kontroll, 

míg a fekete oszlopok a kezelt csoportot reprezentálják, a diagram hibasávjai az 

adatsor szórását jelzik. 

5.2.2.4 Stressz fehérjék vizsgálata 

A lipid szintekhez hasonlóan szérum mintából határoztunk meg különböző, 

stresszben fokozottan kifejeződő fehérjéket. 26 szérum fehérje esetében vizsgáltuk a 

progesztogén kezelés hatását, paralel módon. Ezek a fehérjék különböző biológiai 

funkcióval rendelkeznek: metabolikus (FABP-1; PON1; PON3), apoptotikus (BCL-2; 

Citokróm c; Foszfo-JNK Pan; Foszfo-p38a), antioxidatív (PON2; Tioredoxin-1; 

SIRT2; SOD2), stressz (HIF-1 alfa; HIF-2 alfa; Foszfo-HSP27; HSP60; HSP70; 

NFKB1; Foszfo-p53), sejt differenciáció és proliferáció (ADAMTS1; Cited-2; Dkk-4; 

p21/CIP1; p27), katalitikus (szénsav-anhidráz IX; IDO) vagy gyulladás gátló (COX-

2). A kontroll és 500 ng/L progesztogén kezelt csoportokból származó szérum 

mintákat hasonlítottuk össze. A különböző biológiai funkciójú fehérjék nem mutattak 

egységes változást a progesztogén kezelés hatására, találtunk növekvő, csökkenő és 

változást nem mutató fehérjéket is. Az egyes fehérje szintek változását a 6. 

táblázatban foglaltuk össze. Jelenetős csökkenést figyeltünk meg a FABP-1, NFKB1 

és Dkk-4 fehérjék szintjében. Azonban a PON1, BCL-2, Citokróm c, Foszfo-JNK Pan, 

PON2, Tioredoxin-1, Foszfo-HSP27, HSP60, HSP70, Foszfo-p53, ADAMTS1, Cited-

2, p21/CIP1, szénsav-anhidráz IX, IDO és COX-2 fehérjék pozitív jelet adtak a 

membránon, de nem mutattak jelentős változást. Míg a PON3, Foszfo-p38a, SIRT2, 

SOD2, HIF-1 alfa, HIF-2 alfa és p27 fehérjék szintje jelentősen emelkedett. 
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6. táblázat Progesztogén kezelés hatása a stressz fehérjékre bodorkában. A 26 vizsgált 

fehérjét biológiai funkciójuk szerint csoportosítottuk (első oszlop). A fehérjék 

azonosítóit a második és a harmadik oszlop mutatja. A negyedik és az ötödik oszlop a 

fehérje szekvencia egyezését és a fehérje azonosítását [%] mutatja a humán és a 

zebradánió fajok összehasonlításával, az adatokat a BLAST on-line adatbázisából 

származtak. Az utolsó oszlop mutatja a szteroid kezelés hatására megfigyelt változás 

mértékét [%] és irányát a kontroll csoporthoz képest. A variációs koefficiens (CV) a 

következő formula alapján számoltuk: ckezelt/ckontroll*100. 

 

  

Biológiai 

funkció 
Gyakori név 

Pubmed 

azonosító 

Szekvencia 

egyezés [%] 

Azonosítás 

[%] 

CV 

[%] 

Metabolizmus FABP-1 P00505.3 99 65 -42,0 

 PON1 P27169.3 99 49 -2,3 

 PON3 NP000931.1 99 49 43,3 

     
 

Apoptózis BCL-2 P10415.2 99 68 13,8 

 Citokróm c NP061820.1 100 85 -4,8 

 Foszfo-JNK Pan AAC50127.1 99 87 -15,1 

 Foszfo-p38a P46108.2 100 86 40,6 

     
 

Antioxidáns 

kapacitás 

PON2 Q15165.3 94 55 -13,8 

Tioredoxin-1 AAF86466.1 97 63 -8,3 

 SIRT2 AAK51133.1 94 66 482,6 

 SOD2 AAH16934.1 100 85 81,5 

     
 

Stressz HIF-1 alfa Q16665.1 99 57 35,4 

 HIF-2alfa NP001421.2 63 55 39,9 

 Foszfo-HSP27 P04792.2 93 58 17,3 

 HSP60 P10809.2 96 87 8,4 

 HSP70 P08107.5 100 86 -13,0 

 NFҠB1 CAB94757.1 99 56 -40,8 

 Foszfo-p53 BAC16799.1 84 57 8,1 

    
  

Sejt 

differenciáció, 

proliferáció 

ADAMTS1 AAF15317.1 93 60 16,1 

Cited-2 P05549.1 100 56 0,9 

Dkk-4 Q9UBT3.1 90 51 -63,7 

 p21/CIP1 Q9BXP2.1 87 38 -20,2 

 p27 BAA25263.1 52 60 111,7 

     
 

Katalitikus 

enzimek 

Szénsav-anhidráz 

IX EAW58359.1 93 38 
28,4 

 IDO AEF30540.1 90 45 23,7 

 COX-2 P35354.2 93 57 8,4 
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6 Megbeszélés és következtetések 

6.1 Progesztogének hatása a nagy mocsári csiga reprodukciójára és 

embrionális fejlődésére 

Vizsgálataink célja az volt, hogy megismerjük a 10 ng/L progesztogén 

keverékkel történő kezelés hatását olyan vízi nem-célszervezeten, mint a nagy mocsári 

csiga, különös tekintettel az idegrendszeri változásokra, a reprodukcióra és az 

embriógenezisre. Vizsgálataink során a választott hormonkoncentráció (10 ng/L) a 

környezetben is megtalálható koncentráció érték volt, vagyis laborkísérleteink 

modellezték a lehetséges környezeti hatásokat és az általuk okozott változásokat. 

Annak ellenére, hogy milyen széles körben használják a progesztogéneket a humán 

gyógyászatban, kevés információval rendelkezünk arról, hogy a természetes vizekbe 

kerülve, biológiai aktivitásukat megőrizve, mint ED-ok, milyen komplex hatást 

fejtenek ki a vízi szervezetekre. Vizsgálataink során különböző in vivo és in vitro 

biológiai tesztet végeztünk el, melyekben a hormonszennyezés szülőkre (GnRH-szerű 

peptidek expressziója, spermium szám és petesejttermelés, VTG tartalom, petezsák 

minőség) és az utódokra (embrionális sejtosztódás időablaka, AEC, hexóz 

felhasználás) kifejtett hatásait tártuk fel, kimutatva a potenciálisan káros hatású 

progesztogének új, eddig ismeretlen aspektusait.  

Progesztogén-indukálta élettani változások a felnőtt egyedekben 

A VTG szintézis a hexózok és az aminosavak elérhető mennyiségétől függ 

[78,79,81], összhangban azzal a ténnyel, hogy a reprodukció feltétele az általános 

tápláltsági állapotban bekövetkező pozitív változás. A legtöbb tojásrakó fajban a VTG-

szerű fehérjék és a VTG olyan proteinek prekurzorai a petesejtben, melyek biztosítják 

az embriógenezishez szükséges energia tartalékot (vitellinek). L. stagnalis-ban ilyen 

ismert, vitellin típusú molekula a petesejt-ferritin [61,73,139], de egyéb 

tüdőscsigákban, pl. Helix aspersa-ban [140], Helisoma duryi-ben [141], vagy 

Planorbarius cormeus-ban [139] is leírtak petesejt vitellineket. Érdekes megfigyelés, 

hogy a petesejt-ferritin expressziója csökkent xenoösztrogén (TBT) kezelés hatására 

L. stagnalis-ban [61], ellenben egy másik tanulmány szerint a petesejt-ferritin elő 

anyagának, a VTG-szerű fehérjének mennyisége 14 napos TBT kezelés után 

emelkedett, 28 napos kezelés után viszont csökkent egy másik édesvízi csigafajban 

(Valvata piscinalis) [84]. Eredményeink szerint a középbél mirigyben a VTG-szerű 
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fehérje mennyisége szignifikánsan emelkedett a 21 napos kezelési periódus végére, 

összhangban a harmadik héten megfigyelt emelkedett petesejt termeléssel. Giusti [61] 

szerint a petesejt-ferritin expressziója a 21 napos progesztogén típusú CPA kezelésben 

(2 – 50 µg/L) nem változott jelentősen L. stagnalis-ban. Ez a megfigyelés eltér az 

általunk kapott eredményektől, amelyek a természetben is lehetséges szituációt, azaz 

egy progesztogén keverék hatását írják le. Az eltérő változás a vitellin típusú és a 

VTG-szerű fehérjék szintjén is bekövetkezhet, hátterében az alkalmazott, eltérő 

koncentrációk (10 ng/L és 2 – 50 µg/L), valamint az eltérő progesztogén hatóanyagok 

állhatnak. Egyéb progesztogének hatását a csigák VTG-szerű fehérjéire ezidáig nem 

vizsgálták. Más gerinctelenek közül a közönséges bolharákon (Gammarus fossarum) 

figyeltek meg fokozott VTG szintézist 21 napos szteroid hormon (1 és 100 µg/L 

ekdiszteroid és juvelilis hormon keverék) kezelést követően [74]. Összegezve, 

eredményeink azt mutatják, hogy ellentétben a gerincesekkel, a puhatestűekben a 

VTG-szerű fehérje mérése alkalmas módszer lehet a progesztogén szennyezések 

jelzésére már az átlagos környezeti koncentrációban is. 

Célul tűztük ki annak vizsgálatát, hogy vajon a DJ-1 védő fehérje is alkalmas-e 

a progesztogén szennyezés kimutatására. Ez a molekula a C56 peptidáz protein család 

tagja, antioxidáns, onkogén, neuroprotektív szerepét mind gerinctelen 

[87,88,89,90,91,92], mind gerinces [93,94,95,96] fajokban leírták, de szintjének 

változását ED kezelésben eddig még nem vizsgálták. Eredményeink szerint a 21 napos 

kezelés 7. napján mind az agyban, mind a középbél mirigyben csökken a DJ-1 fehérje 

szintje, azonban ez a szignifikáns különbség a 21. napra eltűnik. Ezek az eredmények 

korrelálnak a lerakott peték számában és a petezsák minőségben kapott adatokkal, ahol 

szintén az első héten láttunk szignifikáns csökkenést a kezelt csoportban. A lerakott 

peték száma a harmadik hétre jelentősen emelkedett, a petezsákok minősége pedig 

javult. Eredményeink arra utalnak, hogy a DJ-1 mennyisége az állatok 

életfolyamataiban bekövetkezett valós változás hatására csökken és a progesztogén 

szennyezés korai kimutatására alkalmas jelzőmolekula lehet, habár mennyisége hamar 

visszaáll a fiziológiás szintre. 

Vizsgáltuk a progesztogének hatását a reprodukció szabályozásában, központi 

idegrendszeri szinten. Feltérképeztük a CNS-ben található GnRH-immunpozitív sejtek 

elosztását. Egy korábbi, L. stagnalis-on végzett tanulmányban leírtakkal 

összehasonlítva [123], ugyanattól a gyártótól származó antitest alkalmazását követően 

több idegdúcban találtunk immunopozitív jelölődést. Ennek lehetséges okai pl. az 
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eltérő technikai feltételek (konfokális mikroszkópia, vastagabb szeletek megfigyelése, 

eltérő elsődleges antitest hígítás és különböző másodlagos antitest) alkalmazása, 

esetleg az antitest tisztítás fejlődése. A korábbi és az általunk megfigyelt eredmények 

között hasonlóság volt abban, hogy a legintenzívebben jelölődő régió a L/RCG 

laterális lebenye, valamint hogy a L/RBG és LPG-ban nem láthatók GnRH-

immunpozitív sejtek, illetve rostok. Ezzel szemben, eltérés mutatkozott a L/RPlG és 

L/RPeG jelölődésében, ugyanis a korábbi tanulmánnyal ellentétben, mi nem 

figyeltünk meg immunpozitívitást a L/RPlG-ban, azonban a L/RPeG-ban igen. A 

L/RPeG-ban mind az 5 immunpozitív sejtcsoport szimmentrikusan jelölődött a bal és 

a jobb oldalon. Az általunk megfigyelt sejteloszlás az egyes ganglionokban jobban 

hasonlít a Helisoma trivolvis-ban található GnRH-szerű fehérjéket tartalmazó sejtek 

lokalizációjához (a LPG kivételével), mint a L. stagnalis-ban korábban leírtakhoz 

[123]. Helisoma trivolvis-ban és Haliotis asinina-ban egyaránt a VG jelölődik 

legintenzívebben [123,142,143]. L. stagnalis-ban ugyanakkor kevesebb sejt jelölődött 

a VG-ban, de azok közepes méretű és óriás neuronok voltak. Az előző 

tanulmányokhoz hasonlóan, a GnRH-immunpozitív rostok a bél idegen és az 

ivarszervi idegen keresztül futnak ki a VG-ból. Eredményeink szerint a VG VD1 és a 

RPG RPD2 óriásneuronjai GnRH immunpozitív jelet adtak, azonban más jelölt 

sejtekkel ellentétben, ezek intenzitása független volt a kezeléstől. Irodalmi adatok 

szerint ezek a sejtek 3-féle gént expresszálnak, amelyek 4-féle prekurzor proteint 

kódolnak [144]. Ebből a 4 prekurzor proteinből poszttranszlációs módosulással jön 

létre számos neuropeptid, amelyekkel ez a két óriásneuron többek között például a 

szívműködés szabályozásában vesz részt. Mivel az említett négyből kettő prekurzor 

protein aminosav sorrendje és az általunk alkalmazott GnRH-antitest immunogén 

szekvenciája 5%-ban mutat homológiát, elképzelhető, hogy ezekben az óriás 

neuronokban olyan fehérjéket detektálunk, amelyek többek közt GnRH-szerű fehérjék 

prekurzoraiként is szolgálnak. Ez magyarázná a kezeléstől független, állandó 

immunjelet is. 

Pettyes éti csigában (Helix aspersa) a bél ideg, a szívburok beidegzése mellett, 

az ovotestist is behálózza. Antkowiak és Chase [145] kimutatták, hogy erős pozitív 

korreláció van az ovotestisben található érett petesejtek száma és a bél ideg ovotestist 

behálózó ágán végigfutó spontán afferens akciós potenciálok frekvenciája között. 

Feltételezik, hogy az ovotestisben tömegesen megérő petesejtek feszítik a 

mirigyvégkamrák falát, ami akciós potenciálokat vált ki a falban fekvő 
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mechanoszenzoros idegvégződésekben. A létrejövő tónusos jel hatására következik be 

az ovuláció. L. stagnalis-ban szintén leírták, hogy a bél ideg, ami behálózza a nőstény 

reprodukciós rendszert, a peterakási viselkedés négy fázisából kettőben is 

meghatározó szerepet játszik (2. fordulás [turning] és 3. peterakás [oviposition]; 146) 

[147,148].  

Hermann és mtsai [147] L. stagnalis-ban leírták, hogy a bél ideg nőstény 

traktusból eredő ágainak elektromos ingerlése a RPG-ban elhelyezkedő RPeN motoros 

neuronok ingerületét okozza. Ez a neuron csoport szabályozza a peterakási viselkedés 

második, fordulási fázisát. A harmadik, peterakás fázisba történő átmenetet biztosítja 

a CDCH gátló hatása ezen a sejtcsoporton. A CDCH-t a L/RCG CDC klaszterében 

elhelyezkedő sejtek termelik, ez a hormon felelős a nőstény reprodukció 

szabályozásáért és a peterakásért. van Minnen szerint [149] IHC technikával vizsgálva 

a L/RCG-ból kiindulva 2 fő irányt mutat a hormont tartalmazó axonok projekciója. Az 

egyik a cerebropleurális kapcsolaton keresztül a L/RCG-ba és VG-ba futó út, amely a 

RPG-ból a belső és külső köpeny idegeken keresztül, a VG-ból pedig az ivarszervi, a 

bél és a végbél idegeken keresztül vetülnek ki. A másik a cerebropedális kapcsolaton 

keresztül a RPeG-ba vetülő út, ahol csak a neuropil jelölődik. A LPeG-ban pedig kevés 

axon jelölődik [149]. Eredményeink szerint a GnRH immunjelölés nem különbözött a 

kontroll és a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport között azokon a részeken, ami a 

nőstény reprodukciós szabályozással hozható összefüggésbe (az ivarszervi és bél 

idegek kifutása a VG-ból, a neuropil jelölődése a L/RCG-ban, illetve a L/RPeG-ban). 

A L/RCG-ban és L/RPeG-ban azonban gyengült a GnRH-szerű peptideket expresszáló 

sejtek jelölődésének intenzitása. Az intenzitás csökkenés érintette az elülős lebeny 

sejtjeit a L/RCG-ban, valamint a PeIb klaszter sejtjeit a RPeG-ban. Mivel ezek a 

területek felelősek a hím reprodukció szabályozásáért, érintettségük összefüggésbe 

hozható a progesztogén kezelésben megfigyelt jelentősen csökkent spermium 

számmal. Gerinces állatokban és emberben is vizsgálták az általunk alkalmazott 

progesztogének hatását a spermiumok számára, mozgási aktivitására és 

megtermékenyítő képességére. Megállapították, hogy PRG kezelés (300 ng/L, 1 hét) 

csökkentette a spermiumok motilitását tűzcselében, LNG kezelés (65 ng/L, 45 nap) 

csökkentette a spermiumok számát tüskés pikóban [36,150,151], valamint 

megfigyelték, hogy LNG-rel (1, 10, 100 ng/mL) kezelt humán spermiumokban dózis-

függő módon csökkent a mozgási képesség és a petesejttel való fúziós kapacitás [152]. 
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A progesztogén kezelés végén mért VTG szint jól korrelált az ugyanekkor a 

kezelt csoportban megfigyelt emelkedett petesejt számmal, mely ugyan csökkent az 

első héten, de a harmadik hét végére a kétszeresére emelkedett a kontroll csoporthoz 

képest. Eredményeinkhez hasonlóan más szerzők a progeszteron receptor agonista 

VZ-nal kezelt (25 ng/L, 21 nap) L. stagnalis-ban azt figyelték meg, hogy az első héten 

csökkent, a harmadik héten viszont emelkedett a lerakott tojások száma a kezelt 

állatokban [60]. Ugyanakkor irodalmi adatok szerint a 21 nap hosszú, külön 10 ng/L 

GES, 10 ng/ PRG, vagy 100 ng/L DRO hormonnal történő kezelés nem volt hatással 

a tűzcsele petesejt termelésre, azonban 100 ng/L GES jelentősen csökkentette azt 

[11,152]. Tűzcselén végzett számos tanulmány demonstrálta, hogy a LNG dózis-függő 

módon (0,8 ng/L koncentrációtól 100 ng/L-ig) csökkentette a petesejt termelést 

[11,69]. A megfigyelések közti különbség magyarázható az eltérő kísérleti állatokkal 

(gerinctelenek és alacsonyabb rendű gerincesek), valamint az eltérő kísérleti 

felépítéssel (a keverékkel ellentétben csak egyféle hormonnal történő kezelés) és 

koncentrációkkal. A petesejt termeléshez hasonlóan a petezsákok minősége is romlott 

a kezelt csoportban az első héten. Az általunk kigondolt petezsák értékelő rendszerhez 

hasonlót korábban nem publikáltak. Ugyan leírtak változásokat egyes ED-ok hatására 

a tojásban, ill, a petezsák rakás tendenciájában [60,62], amely adatokon alapulnak az 

általunk választott vizsgált paraméterek (poliembriónia és halott embriók száma), de 

eddig nem foglalták össze azokat egy kompakt rendszerben. 

Eddigi eredményeink szerint a L. stagnalis szenzitív a vízi környezetben 

egyforma koncentrációban (10 ng/L)  jelen lévő progesztogének keverékére. A 

koncentráció összeadódás (CA) modell szerint, mikor a keverékben alkalmazott 

összetevők egymástól függetlenül is hatnak, a keverék által kiváltott hatás mértéke 

additív. Ráadásul a keverék fiziológiai hatása eltér alacsony és magas 

koncentrációban. Christen és mtsai [153] leírták, hogy a két- és háromkomponensű 

ösztrogén keverékek szinergista módon hatnak magas (EC50) és antagonista módon 

alacsony (EC10) koncentrációban. Az általunk használt progesztogén keverékben 

jelen van a PRG, a PRG-ból származó DRO, amelyek anti-androgén hatással 

rendelkeznek. Emellett a LNG és a GES a tesztoszteronból származnak, részben 

androgén aktivitást mutatnak [9]. Ezek alapján érdemes lenne vizsgálatot végezni 

annak felderítésére, hogy az általunk használt hormonkeverék mely komponensei 

milyen módon hatnak a különböző (EC10, EC50) koncentrációkban (erősítik, vagy 
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gyengítik egymás hatását), valamint ezáltal kapnánk eredményt arról, hogy mely 

összetevők felelősek az általunk a csigában megfigyelt változásokért. 

Progesztogén-indukálta változások a kezelt szülők utódaiban 

A L. stagnalis szülők vizsgálata során megfigyelt változások felvetették a 

gondolatot, hogy a szülők progesztogén kezelése hatással lehet a tojásokat érintő 

hormonális jelátvitelre és azok molekuláris összetételére. A hormonális szignálok 

képesek hatni a sejtciklusra direkt, vagy indirekt módon (differenciálódás, proliferáció 

és életképesség), valamint a hexóz metabolizmusra a G-protein kapcsolt receptor 

(GPCR)-AC-cAMP-PKA-MAPK útvonalon [154,155], a GPCR-AC-cAMP-PI3K-

AKT útvonalon [78,156], a GPCR-JAK/STAT útvonalon [154,157] illetve a GPCR-

AC-cAMP-PKA-GLI3-Hedgehog útvonalon [157,158] keresztül is (23A ábra). Az 

5.1.3 fejezetben részletezett végpontok (sejtosztódás, AEC, hexóz felhasználás és 

redox státusz) egyikét sem vizsgálták korábban szélesebb értelemben ED, szűkebb 

értelemben progesztogén kezelések során. A tojás képzés és annak összetétele a 

szülőktől függ és meghatározza az utód életképességét [159]. Figyelemre méltó az a 

megfigyelésünk, hogy az embrionális fejlődés korai szakaszában a sejtosztódás ideje 

rövidült, a progesztogén keverékkel kezelt szülők zigótái gyorsabbal érték el a 8 sejtes 

fázist, ugyanakkor a végső kikelés nem történt meg hamarabb a kontroll csoporthoz 

képest. Az egy-sejtes zigótákban a citoplazma AEC szintje, ami a metabolikusan 

rendelkezésre álló, adenin nukleotidokban tárolt energia szintjét jelzi, nem mutatott 

szignifikáns különbséget a két csoport közt. Ezzel szemben az UDP-hex szint 

emelkedett volt, így az UDP-hexNAc/UDP-hex arány szignifikánsan lecsökkent 

azokban a zigótákban, amelyek progesztogén kezelt szülőktől származtak. Irodalmi 

adatok alapján ismert, hogy ez az arány a citoplazmában lévő hexóz felhasználásától 

függ [160,161,162,163,164] (23B ábra), amely a glikogén szintézisben játszik fontos 

szerepet. A hexóz a sejt citoplazmájába kerülve hex-6-P-tá alakul, amiből a sejt energia 

státuszától és hexóz többletétől függően UDP-hex képződik és glikogén 

szintetizálódik [71,80]. A glikogén elraktározott energia forrásként szolgál a fejlődő 

embrió számára. Ha a sejt megfelelő energia állapotban van, az anabolikus 

folyamatokat szabályozó enzimek működése fokozódik és megindul a glikogén 

szintézis. Habár közvetlenül a glikogén szintet nem vizsgáltuk, az emelkedett UDP-

hex szint látszólag arra utal, hogy a kezelt szülőktől származó zigóták több glikogént 
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termelnek, mint a kontroll szülőktől származók. Viszont a glikogén szintézishez 

energia szükséges és az AEC arány nem tért el a kontroll és a kezelt szülőktől származó 

sejtekben. Figyelembe véve, hogy a hormonális szignálok a GPCR-AC-cAMP-PI3K-

AKT kaszkádon keresztül hatva blokkolják a glikogén-szintáz kináz 3 (GSK3) enzim 

működését [165,166,167], az emelkedett UDP-hex szint magyarázata inkább az, hogy 

a glikogén szintézis megáll, emiatt az UDP-hex akkumulálódik azokban az egy-sejtes 

zigótákban, amelyek kezelt szülőktől származnak. Ezzel párhuzamosan a GPCR-AC-

cAMP-PI3K-PIP3-PDK1 rendszer [155] felerősíti a hexóz felvételt (23B ábra), így a 

hexóz metabolizmus nem sérül. Wells és mtsai [168] szerint az UDP-hexNAc készlet 

direkten függ a hexóz koncentrációtól. Az UDP-HexNAc a hexózamin-bioszintézis 

útvonalon keresztül termelődik és a sejtek a fehérjék post-transzlációs módosításában 

használják fel és/vagy glikoprotein, vagy N-glikán szintézisre termelik. Az utóbbi 

szintén tápanyag forrásként szolgál a fejlődő embrió számára [169], ezért 

feltételezhető, hogy az embriók tápanyagellátása nem sérül a szülők hormonkezelése 

során. 
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23. ábra (A) A szignalizációs molekulák és útvonalak sematikus ábrázolása, amelyek 

a sejt-ciklus és a metabolizmus szabályozásában vesznek részt. GPCR: G-protein 

kapcsolt receptor; AC: adenilát-cikláz; cAMP: ciklikus-adenozin monofoszfát; PI3K: 

foszfatidil-inozitol 4,5-bifoszfát 3-kináz; AKT: RAC-szerin/treonin protein kináz, vagy 

protein-kináz B; PKA: protein-kináz A; GLI3: cink ujj fehérje GLI3, a GLI 

fehérjecsalád C2H2-típusú cink ujj fehérje alosztály tagja; ERK5: extracelluláris-

szignál-szabályozó kináz 5; JAK/STAT: Janus kináz (JAK) és két transzkripciós 

szignál transzduktor és aktivátor; MAPK: mitogén aktiválta protein kináz; Hedgehog 

szignalizációs útvonal: ez a jelátviteli út Hedgehog szignalizációs fehérjékből áll, 

amelyek továbbítják a megfelelő fejlődéshez szükséges információt az embrionális 

sejtek felé. (B) A hexóz felhasználás sematikus megjelenítése a citoplazmában. Hex-6-

P: hexóz-6-foszfát; Fru-6-P: fruktóz-6-foszfát; UDP-hexNAc: uridin-difoszfát N-

acetilhexózamin; UDP-hex: uridin-difoszfát hexóz; GFAT: glutamin:fruktóz-6-foszfát 

amidotranszferáz enzim. 

A tojásban lévő szikanyag egy dinamikusan változó közeg, részt vesz az 

embrionális fejlődés támogatásában azáltal, hogy a szükséges tápanyagokat és a 

megfelelő környezetet biztosítja a zigótának minden egyes fejlődési stádiumban. 

Eredményeink szerint ennek az embriót körülvevő közegnek a kvalitatív összetétele 

nem változott a szülők progesztogén kezelésének hatására (nem detektáltunk új/más 
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molekulákat), valamint kezdetben nem különböztek a kontroll és a kezelt csoportok 

tojásai az egyes metabolitok arányát tekintve (redox státusz és AEC). A redox státuszt 

részben a glikolízis enzimei befolyásolják, azáltal, hogy a NADH/NAD+ arány 

egyensúlyi állapotát beállítják. Ez az arány emelkedő tendenciát mutatott a L. stagnalis 

embriógenezise során, de nem volt szignifikáns különbség a kontroll és a kezelt 

csoport tojásainak redox státusza között. Ez alapján arra következtetünk, hogy a szülők 

progesztogén kezelése nem volt hatással a tojások glikolitikus enzimrendszerére. 

Azonban a glutation (GSH) – oxidált glutation (GSSG) molekulák aránya jelentősebb 

redox pufferrendszerként működik, mint a NADH/NAD+ pufferrendszer, mivel inkább 

a GSH pufferhatása dominál redox folyamatokban [137,138]. Szikanyag méréseink 

során csak a redukált GSH formát tudtuk stabilan detektálni, oxidált formáját (GSSG) 

azonban nem, emiatt csak a NADH/NAD+ arányt elemeztük. 

Ezzel szemben a szikanyag AEC értéke jelentősen emelkedett értéket mutatott a 

kezelt csoportból származó csigák tojásaiban az embriógenezis félidejénél, 96 óránál. 

Az emelkedett AEC arány arra utalhat, hogy a progesztogén kezelt szülők több hexózt 

juttattak a tojásaikba a kontroll csoport felnőtt állataihoz képest. A szikanyagban jelen 

lévő hexóz többlet a fejlődésnek ebben a stádiumában egyrészt nagyobb energia 

bázisként szolgálhat a közelgő metamorfózishoz, másrészt pedig az utód 

életképességének javítására hivatott, mint az utód tolerancia/adaptáció képességének 

erősítése a szteroid szennyezett környezetben.  

Összegezve a fent leírtakat elmondható, hogy a L. stagnalis érzékeny a 

progesztogén szennyezésre már az általános környezeti koncentrációban is. 

Eredményeink szerint progesztogén keverék hatására változtak mind a szomatikus, 

mind a molekuláris paraméterek, valamint az utódokra is hatással volt a szülők 

progesztogén kezelése, ugyanis a kezelt szülők több hexóz jelenlétét biztosították a 

tojások szikanyagában. 

 

6.2 Progesztogének okozta fiziológiai és molekuláris változások bodorkában 
 

A progesztogén kezelés minden csoportban hasonló tendenciájú hatást mutatott 

a halak testsúlyára és a testhosszára, azonban ezek statisztikailag nem voltak jelentős 

változások. Ezt okozhatta az alkalmazott relatív rövid expozíciós idő. Ugyanakkor, a 

VSI szignifikáns emelkedése, a GSI szignifikáns csökkenése a kezelési koncentráció 

növelésével végig kimutatható volt, a MSI azonban az 500 ng/L kezelt csoportban már 
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nem mutatott szignifikáns eltérést a kontroll csoporttól. Fontos megemlíteni, hogy 

ezekhez a tesztekhez kevert nemű csoportokat használtunk, mivel a hím és nőstény 

egyedek megjelenésükben nem különíthetők el. Eredményeinkhez hasonlóan, egy 

korábbi tanulmány [36] szintén vese hipertrófiát állapított meg ≥40 ng/L LNG kezelés 

hatására nőstény tüskés pikóban. Azonban 25 ng/L LNG kezelésben mind hossz, mind 

súlynövekedést találtak nőstény tűzcselékben [8]. Zucchi és mtsai [19] szignifikáns 

csökkenést láttak a GSI értékben 5000 ng/L DRO és 400 ng/L PRG kettős kezelés 

hatására zebradánióban, de DeQuattro és mtsai [152] tűzcselében 1000 ng/L PRG 

kezelésben nem tapasztaltak változást a GSI értékben. Az is ismeretes, hogy a GSI 

szezonálisan változik a Balatonban élő keszegfélékben [170]. A márciusban alacsony 

GSI érték áprilisban ugrásszerűen megnövekszik, júliusban lecsökken, majd a nyári 

nyugalmi időszakot követően ősszel lassan növekedni kezd, november végére pedig 

eléri a tél folyamán lecsökkenő értéket. Kísérletünket akkor végeztük, amikor a nyári 

nyugalmi időszakból lassú növekedésbe kezdtek a gonádok. Ez okozhatta a kontroll 

csoport magas szórását, azonban az eredmények egyértelműen mutatják, hogy az 500 

ng/L progesztogén kezelés gátolta a gonádok lassú növekedését [170]. 

Az általunk használt DRO, LNG és PRG keverék VTG szintemelkedést indukált 

nőstény bodorkák májában, de csak a legmagasabb kezelési koncentráció (500 ng/L) 

alkalmazásánál tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns 

emelkedést. DeQuattro és mtsai [152] csökkent VTG mRNS tartalmat mutattak ki 

tűzcselében 21 nap hosszú, 10 ng/L PRG kezelést követően. Zucci és mtsai [19] azt 

figyelték meg, hogy az egyedüli 50 ng/L DRO kezelés zebradánióban jelentősen 

csökkentette a máj VTG mRNS szintjét, viszont az állatokat 50 ng/L DRO és 4 ng/L 

PRG keverékével kezelve már nem volt kimutatható ez a hatás. Továbbá megfigyelték, 

hogy 500 ng/L DRO kezelés önmagában, és 40 ng/L PRG-vel kombinációban is 

jelentősen csökkentette a máj VTG mRNS szintjét. Ezzel szemben a plazma VTG 

szintje mindvégig változatlan volt az egyedüli DRO és a PRG-vel kombinációban 

történő kezelések során az említett koncentrációkban 14 napos kezelési periódusban. 

Más tanulmányok szerint tűzcsellében a plazma VTG szintjére a 0,5 és 5 ng/L LNG 

nem volt hatással, 25 ng/L LNG jelentősen növelte, de 100 ng/L LNG jelentősen 

csökkentette a plazma VTG szintet [8,11]. Továbbá 30 ng/L LNG kezelés X. laevis-

ben sem okozott jelentős változást a VTG mRNS szintjében [12]. Az egymásnak 

ellentmondó irodalmi adatok és a saját eredményeink alapján arra következethetünk, 

hogy a VTG, mint biomarker a progesztogén szennyezés jelzésére nem alkalmas 
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alacsonyabb rendű gerincesekben, mivel különböző változást mutat a szennyezés 

fajtája és koncentrációja függvényében, ráadásul csak nőstény egyedekben 

használható. Ezek miatt merült fel az igény egy új, progesztogén szennyezés jelzésére 

alkalmasabban használható biomarker felkutatására. 

A DJ-1 fehérje és a szteroidok néhány közös támadásponttal rendelkeznek, ezért 

alternatívaként a DJ-1 fehérjét vizsgáltuk, mint a progesztogén szennyezés lehetséges 

jelzőmolekulája. Megfigyeltük, hogy a bodorkák agyában és májában található DJ-1 

fehérje szintje progesztogén kezelés hatására szignifikánsan megnőtt már a legkisebb 

alkalmazott koncentráció esetén is, függetlenül a vizsgált nemektől. Mivel megfelelő 

érzékenységet mutatott a szennyezés jelzésére, így alkalmas és potenciális jelző 

molekulának tekinthető. Ugyanakkor, a szérum koleszterin és LDL-koleszterin 

szintjének parallel csökkenését figyeltük meg a kezelés hatására. Figyelembe véve a 

saját eredményeinket és azt, hogy korábban az LDLR-gén csökkent expresszióját, 

valamint a szérum koleszterin és LDL-koleszterin emelkedett szintjét figyelték meg 

DJ-1-géncsendesített sejtekben és DJ-1-génkiütött egerekben [102,104], elmondható, 

hogy a DJ-1 fehérje hat a koleszterin homeosztázisra halakban. Az LDLR expresszió 

serkentése által nő az LDL visszavétel (reuptake) a szérumból, így csökken az LDL-

koleszterin szint. A progesztogének direkt módon stimulálják az LDLR expressziót. 

Feltételeztük továbbá, hogy a progesztogének direkt módon befolyásolhatják a DJ-1 

fehérje expresszióját, ezáltal indirekt módon stimulálják az LDLR-kat, tovább erősítve 

a szérum LDL-koleszterin csökkenését (24. ábra). Ismert, hogy gerincesek esetében a 

szérum koleszterin, LDL-, HDL-koleszterin szintek és az LDLR expresszió 

függetlenek a nemtől. Megfigyeléseink alapján feltételezzük, hogy a DJ-1 indirekt 

módon befolyásolja a szérum koleszterin, HDL- és LDL-koleszterin szinteket, így az 

általunk alkalmazott kevert nemű mintacsoport estében is használható módszer a 

szennyezés okozta változások kimutatására. Összegezve, a DJ-1 alkalmasabb 

biomarker progesztogén szennyezés felmérésére, mint a VTG, amely inkább nőstény 

egyedekben mutat szignifikáns változást. Azonban, a DJ-1 használhatóságát, mint 

hatásos biomarkert vízi ökoszisztémák progesztogén szennyezésének kimutatásában, 

további kísérletekkel kell megerősíteni más fajokon is végzett vizsgálatok alapján. 
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24. ábra A progesztogének hatása a szérum LDL-koleszterin szintre. A progesztogének 

direkt és indirekt úton, a DJ-1 fehérjén keresztül képesek hatni az LDLR expresszióra. 

Ezáltal csökkentik a szérumban mérhető LDL-koleszterin szintet. 

 

A sejtszintű hatások kimutatása céljából 26 stressz fehérje expressziójának 

változását vizsgáltuk progesztogén kezelés hatására. A fehérjék egy csoportjának 

expressziója, beleértve a HIF-1 alfa, HIF-2 alfa, PON3, Foszfo-p38a, SIRT2, SOD2, 

és a p27 fehérjéket, növekedést mutatott. A HIF-1 a hipoxia indukálta celluláris és 

homeosztatikus folyamatok fő szabályozója, számos gén transzkripciós aktivitását 

befolyásolja, ezáltal hat az energia metabolizmusra, apoptózisra és más egyéb 

sejtfolyamatokra, amelyek végeredménye a növekvő oxigénszállítás és a metabolikus 

adaptáció erősítése [171,172,173,174]. A PON3 fehérje emberben főleg a májban 

szintetizálódik, a véráramba kerülve kötődik a HDL-koleszterinhez. Ez a fehérje 

gyorsan képes hidrolizálni a lakton típusú molekulákat és hatékonyabban képes gátolni 

az LDL-koleszterin oxidációját, mint a PON1 fehérje [175]. A Foszfo-p38a, más néven 

mitogén-aktivált fehérje kináz (MAPK), a MAP kináz fehérje család tagja. A MAP 

kinázok számos biokémiai jelátviteli út integrációs pontjaként vannak jelen, a sejt 

folyamatainak széles körében érintettek, például a sejt proliferációban, 

differenciációban, transzkripció szabályozásban és a fejlődésben. A Foszfo-p38a a 

sejtet ért különböző környezeti stresszhatásra és gyulladásos citokinek hatására 

aktiválódik [176,177]. A SIRT2 fehérje a deacetiláz fehérjecsalád tagja, az öregedési 

folyamatok során a celluláris stressz elleni védekezésben van szerepe [178].  
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Eredményeink alapján bodorkában az NFҠB1 és FABP-1 fehérjék szintje 

csökkent (down-reguláció). Az NFҠB1 egy gyorsan ható elsődleges transzkripciós 

faktor, amely minden sejttípusban megtalálható. Részt vesz a sejtek citokinekre és 

stressz általi stimulációra adott válaszában, valamint kulcs szerepet játszik a fertőzés 

által kiváltott immunválasz szabályozásában [179]. A FABP-1 fehérjének szerepe van 

a zsírsav felvétel, transzport és metabolizmus szabályozásában. Kötődik a 

koleszterinhez, ezáltal befolyásolja az in vitro koleszterin transzfert a plazma membrán 

és a mikroszómák között az acil-CoA koleszterin-aciltranszferáz általi koleszterin 

észterifikáció fokozásával [180]. A FABP-1 fehérjét leírták az adipózissal és inzulin 

rezisztenciával kapcsolatos anyagcsere betegségek biomarkereként is [181]. A 

trigliceridek függetlenül kötődnek a FABP-1 fehérjétől [182], azonban a szérum 

FABP1 szint jól korrelál a hipertrigliceridémiával és az alacsony HDL koleszterin 

szinttel [181]. A FABP1 fehérje növeli a zsírsav transzportot, lipogenezist és a lipid 

transzportot. 

Mindezek arra utalnak, hogy a progesztogén expozíció stresszként hat a 

bodorkára (Foszfo-p38, SIRT-2, NFҠB1). Módosul az anyagcsere, melyhez 

alkalmazkodni törekszik az állat (HIF-1), a szignifikánsan kevesebb koleszterin 

termelés a transzfert és észterifikációt fokozó FABP-1 csökkent expresszióját váltja 

ki, a PON3 fokozott expressziójával pedig a szignifikánsan kevesebb LDL-koleszterin 

oxidációját gátolja a szervezet. A HSP fehérjecsaládba tartozó fehérjéknél nem 

figyeltünk meg változást a kontroll és a kezelt csoport között. A krónikus progesztogén 

kezelés alkalmazásakor kapott eredmények összhangban állnak a korábban 

publikáltakkal és megerősítik azon megállapításokat, hogy a HSP fehérjék 

adaptálódnak a külső környezeti faktorokhoz, habár akut kezelés esetén növekszik a 

szintjük, krónikus kezelés esetén visszatér a normál szintre [183,184]. 

Összességében a progesztogén kezelések, melyek az édesvizek átlagos és 

lehetséges szennyezettségét is reprezentálják, szignifikáns morfológiai (MSI, GSI, 

VSI) és molekuláris változásokat (VTG, DJ-1, koleszterin, LDL-koleszterin szintben 

és egyes stressz fehérjék expressziójában) okoztak a tesztállatban. 
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7 Összefoglalás 
 

A folyók és tavak különböző szteroid típusú gyógyszermaradványokkal történő 

szennyezettsége általános probléma világszerte. A fogamzásgátló tabletták 

hatóanyagai, a progesztogének, ilyen szteroid típusú molekulák, melyek a széleskörű 

felhasználás és a nem tökéletes szennyvíztisztítási eljárások következményeképp 

kerülnek a természetes vizekbe. Habár az elmúlt években számos tanulmány 

foglalkozott az egyes progesztogének vízi állatokon kifejtett hatásával, csak néhány 

tanulmány mutatott be valós környezeti expozíciós modellt, reprezentatív környezeti 

szennyezettségi koncentrációt és hormon keveréket alkalmazva. A progesztogének 

csoportja a fogamzásgátlók fejlődésével manapság már olyan molekulákat foglal 

magába, melyek különböző affinitással kötődnek az egyes receptorokhoz, emellett 

egyre potensebben hatnak a PR-on. A keverékben történő környezeti megjelenésük 

felveti a kérdést, hogy vajon erősítik, vagy gyengítik egymás hatását az expozíciónak 

kitett vízi állatokban.  

Közép-Európa legnagyobb sekélyvizű tavának, a Balatonnak vízgyűjtő területe, 

ahol a progesztogének jelenlétét munkacsoportunk egy korábbi tanulmányban 

kimutatta [53], többek között a nagy mocsári csiga és a bodorka élőhelye. Ezeket a 

fajokat választottuk gerinctelen és gerinces tesztállatként kísérleteinkhez, melyekben 

négy progesztogén keverékét alkalmazó vizsgálati felépítést követtünk annak 

megértése érdekében, hogy hogyan reagálnak ezek a nem-célszervezetek az ilyen, a 

környezetben is előforduló szituációra hosszabb távon. 

Kísérleteinkben a gerinctelen és a gerinces vízi állatok egyaránt érzékenynek 

bizonyultak a progesztogén szennyezésre. Csigában megfigyeltük a reproduktív 

rendszer károsodását az általános környezeti koncentrációban alkalmazott 

progesztogén keverék hatására, központi idegrendszeri és perifériás szinten egyaránt. 

Ebben a hermafrodita fajban a krónikus progesztogén terhelés eltérő hatást váltott ki a 

hím és a nőstény reprodukciós rendszer szabályozásában. A nőstény reprodukcióhoz 

kapcsolható agyi területeken a GnRH immunpozitivitás nem változott progesztogén 

keverékkel történő kezelés hatására, a hím reprodukcióhoz köthető területek 

jelölődésének intenzitása azonban csökkent a CNS-ben. Perifériás szinten az ivarsejtek 

száma részben ennek megfelelően változott: a spermium szám jelentős csökkenését, 

azonban a lerakott petesejtek számának emelkedését figyeltük meg a kezelés végén a 

kontroll csoporthoz képest. A petesejt szám emelkedés hátterében álló okok 
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felderítéseként további vizsgálat lehet a PR lokalizáció meghatározása a L. stagnalis 

CNS-ben, valamint a nőstény reprodukcióhoz kapcsolható szervekben egyaránt. A 

kezelt szülők utódai a korai fejlődési stádiumban olyan, a kontroll csoporttól eltérő, 

metabolikus paraméterekkel rendelkeztek, amelyek a szénhidrát anyagcserét 

érintették. Érdemes lenne vizsgálni a szülői progesztogén kezelés későbbi hatásait egy 

több-generációt érintő kísérletben a tolerancia/adaptáció megfigyelése érdekében.  

A progesztogén kezelés bodorkában is változást okozott mind a szomatikus, 

mind a molekuláris paraméterekben. Ez esetben több kezelési koncentrációt is 

alkalmaztunk és azt tapasztaltuk, hogy az egyes testtömeg indexek (máj, gonád és vese 

esetében) a progesztogén keverék koncentrációjától függetlenül szignifikánsan 

változtak a kontroll csoporthoz képest. Molekuláris szinten a legmagasabb 

koncentrációjú progesztogén keverékkel kezelt állatok szérum koleszterin és LDL-

koleszterin értékei, valamint számos, különböző biológiai funkciót ellátó fehérje (mint 

pl. a PON3, Phospho-p38a, SIRT2, SOD2, HIF-1 alpha, HIF-2alpha, p27 and NFҠB1, 

FABP-1) jelentős változást mutatott. Mindezek arra utalnak, hogy a progesztogén 

terhelés stresszként hatott az állatokra és a módosult anyagcseréhez igyekezett 

alkalmazkodni a szervezet. 

Megvizsgáltuk a VTG, a nőstényekben az ösztrogén szennyezés kimutatására 

általánosan alkalmazott biomarker használhatóságát progesztogén szennyezésben. Azt 

találtuk, hogy csigában már az átlagos környezeti koncentráció is jelentős változást 

eredményezett a VTG-szerű fehérjék expressziójában, de a bodorkában csak a 

legmagasabb kezelési koncentráció okozott változást a VTG szintben. Alternatívaként 

megvizsgáltuk a DJ-1 fehérje, mint egy nemtől független, környezeti változásokra 

érzékeny molekula alkalmazhatóságát progesztogén szennyezés kimutatására, 

alapozva a DJ-1 és a progesztogének közös molekuláris célpontjaira. A gerinctelen 

állatban ez a fehérje alkalmasnak bizonyult a szennyezés korai jelzésére, de krónikus 

kezelésben már nem tapasztaltunk jelentős eltérést a DJ-1 szintjében. A gerinces 

tesztállatban azonban potenciális jelzőmolekulának találtuk a krónikus progesztogén 

terhelésre, ugyanis a DJ-1 fehérje szintje, a VTG-nel ellentétben, már az átlagos 

környezeti progesztogén koncentrációban is jelentősen változott. 

Vizsgálatink megerősítik, hogy az alacsony koncentrációjú progesztogén 

keverék is egy valós biológiai kockázatot jelent Közép-Európa legnagyobb sekélyvizű 

tavának vízgyűjtő területén jelenleg és a jövőben is. Mind a gerinctelen, mind a 

gerinces tesztállatokban megfigyelt eredményeink között számos olyan végpont 
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található, amely felhasználható egy további toxikológiai interakciós (koncentráció 

addíciós) kísérlethez, amivel meghatározható lenne, hogy az egyes progesztogének 

eltérő koncentrációban vegyítve milyen hatással vannak egymásra. Ezáltal 

megbecsülhető lenne, hogy a környezeti szennyezésben bekövetkező változások 

(fogamzásgátló felhasználási trendek változása, szennyvízkezelési eljárások 

átalakulása) milyen változásokat okozhatnak a vízi nem-célszervezetekben.  
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8 Új tudományos eredmények 
 

 Vizsgáltuk a VTG szint változását progesztogén kezelésben és azt tapasztaltuk, hogy az 

általunk használt tesztállatokban ugyanolyan irányú változást, növekedést mutatott 

minden progesztogén kezelt csoportban, de a 10 ng/L koncentrációval történő hormon 

kezelésben csak a gerinctelen modellállatban volt pozitív prediktív értéke a szennyezés 

jelzésére. 

 

 Alternatívaként egy új, eddig progesztogén szennyezés jelzésére még nem alkalmazott 

molekulát, a DJ-1 fehérje lehetséges biomarker szerepét vizsgáltuk. A halban nemtől 

függetlenül a krónikus progesztogén szennyezés jelzésére alkalmas és pozitív prediktív 

értéke van már az általános környezeti koncentráció tartományban is. A csigában csak az 

akut progesztogén szennyezés kimutatására alkalmas.  

 

 A nagy mocsári csigában a hím és a nőstény reprodukcióra egyaránt hatással volt az 

átlagos környezeti progesztogén expozíció. Az ivarsejt termelésben ellentétes irányú 

tendenciát kaptunk, melyek egyéb molekuláris eredményeinkkel (VTG és GnRH) 

korreláltak. A kezelés végére a VTG koncentráció emelkedett, ezt tükrözte az emelkedett 

petesejt termelés. A CNS GnRH-immunpozitív jelölődése csökkent, mely a spermium 

számban megfigyelt csökkenéssel korrelált. 

 

 Kidolgoztunk egy sikeresen alkalmazható petezsák értékelő rendszert, amely alapján 

összehasonlítható volt a kontroll és kezelt csoportok által rakott petezsákok minősége. 

 

 Vizsgáltuk a progesztogén kezelt szülőktől származó utódok életképességét, fejlődését és 

azt találtuk, hogy az átlagos környezeti koncentráció hatással van azokra. Habár a tojás 

és az egy-sejtes zigóták kvalitatív molekuláris összetétele nem változott, az egyes 

metabolitok arányaiban szignifikáns eltéréseket tapasztaltunk és felgyorsult a 

sejtosztódás sebessége is. A progesztogén kezelt szülők több hexóz jelenlétét biztosították 

a szikanyagban. 

 

 Bodorkában azt találtuk, hogy egyes testtömeg indexek jelentős változást mutattak már 

az átlagos környezeti koncentrációjó progesztogén kezelésben is (MSI, VSI, GSI). 

Molekuláris szinten megfigyeltük a koleszterin és az LDL-koleszterin szintek 

csökkenését, valamint számos különböző biológiai funkciójú fehérje jelentős változását.  
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12.3 Összefoglaló tudománymetriai táblázat az MTMT adatbázis alapján 
 

MTMT közlemény és idéző összefoglaló táblázat 

Zrínyi Zita adatai (2017.09.05.) 

Közlemény típusok Száma Hivatkozások1 

Teljes tudományos közlemények2 Összesen Részletezve Független Összes 

I. Tudományos folyóiratcikk 15 --- --- --- 

nemzetközi szakfolyóiratban --- 11 37 45 

hazai kiadású szakfolyóiratban idegen nyelven  --- 0 0 0 

hazai kiadású szakfolyóiratban magyar nyelven --- 4 0 0 

II. Könyvek 0 --- --- --- 

a) Könyv, szerzőként 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

b) Könyv,  szerkesztőként 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 3--- --- 

magyar nyelvű --- 0 --- --- 

III. Könyvrészlet  1 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 1 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

IV. Konferenciaközlemény folyóiratban vagy 
konferenciakötetben 

1 --- --- --- 

Idegen nyelvű --- 1 0 0 

Magyar nyelvű --- 0 0 0 

Tudományos közlemények összesen (I.-IV.) 17 --- 37 45 

További tudományos művek4 --- 1 0 0 

 

Idézetek száma5 --- --- 38 46 

          

Oktatási művek         

 Felsőoktatási tankönyv 0 --- --- --- 

Idegen nyelvű --- 0 0 0 

Magyar nyelvű --- 0 0 0 

Felsőoktatási tankönyv része idegen nyelven --- 0 0 0 

Felsőoktatási tankönyv része magyar nyelven --- 0 0 0 

További oktatási művek 0 --- 0 0 

  

Oltalmi formák 0 --- 0 0 
 

Alkotás 0 --- 0 0 
 

Ismeretterjesztő művek         

Könyvek 0 --- 0 0 
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További művek 0 --- 0 0 
      

Közérdekű és nem besorolt művek 0 --- 0 0 

  

Absztrakt 21 --- 1 1 

     

Egyéb szerzőség 0 --- 0 0 

Idézők szerkesztett művekben --- --- 0 0 

Idézők disszertációban, egyéb típusban 0 --- 1 1 

Idézők összesen, minden típus, minden jelleg --- --- 39 47 

Megjegyzések: 

A táblázat számai hivatkozások is. A számra kattintva a program listázza azokat a műveket, amelyeket a 
cellában összeszámlált. 

--- : Nem kitölthető cella 

1 A hivatkozások a disszertáció és egyéb típusú idézők nélkül számolva. A disszertáció és egyéb tipusú idézők 
összesítve a táblázat végén találhatók. 

2 Teljes tudományos közlemény ebben az adatbázisban:  
- Folyóiratcikk : szakcikk/tanulmány, összefoglaló cikk, rövid közlemény, sokszerzős vagy csoportos szerzőségű 
közlemény, forráskiadás, recenzió/kritika, műkritika, esszé 
- Könyv: szakkönyv, monográfia, kézikönyv, tanulmánykötet, forráskiadás, kritikai kiadás, műhelytanulmány, 
atlasz 
- Könyvrészlet: szaktanulmány, fejezet, esszé, forráskiadás, recenzió/kritika, műkritika, műtárgyleírás, 
térkép, műhelytanulmány része 
- Konferenciaközlemény: folyóiratban, könyvben, egyéb konferenciakötetben megjelent legalább 3 oldal 
terjedelemben 
- Oltalmi formák: szabadalmak, mintaoltalmak (részletek) 
3 Szerkesztőként nem részesedik a könyv idézéséből 
4 Ide értve a teljes közlemények listájában nem szereplő publikációkat, a nem ismert lektoráltságú 
folyóiratokban megjelent műveket és minden olyan tudományos művet, ami a I.-IV. sorokban nem került 
összeszámlálásra. 

5 A disszertációk és egyéb típusú idézők nélkül számolva. A sor értéke a "Tudományos közlemények összesen 
(I.-IV.)", a "További tudományos művek" és az "Absztrakt" sorok idézettség értékeit összegzi. 
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