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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzeke

ADP — adenozin-difoszfat

AMP — adenozin-monofoszfat

APGWamid —amidalt alanin-glicin-prolin-triptofan tetrapeptid
AR — androgén receptor

ASI — agyi szomatikus index

ATP — adenozin-trioszfat

CCS —1itkozési keresztmetszet (Collision Cross Section)

CDC - kaudo-dorzalis sejt (CaudoDorsal Cell)

CDCH - CDC éltal termelt hormon

CDP - citidin-difoszfat

CID — itkozési gaz segitette fragmentacioé (Collison Induced Decay)
CMP — citidin-monofoszfat

CNS — kozponti idegrendszer (Central Nervous System)

CPA — ciproteron-acetat

CTP — citidin-trifoszfat

DBH — dorzalis-test hormon (Dorsal Body Hormone)

DJ-1 — protein deglikaz

DPBS — Dulbecco-altal modositott foszfat puffer + sok komplex oldata
DRO — drospirenon

E2 — 17B-0sztradiol

ED — endokrin diszruptor

EE2 — 17a-etinildsztradiol

ELISA — enzimmel kapcsolt immunoszorbens teszt (Enzime Linked ImmunoSorbent
Assay)

ER — 6sztrogén receptor

FLRFamid — amidalt tetrapeptid

FMRFamid — amidalt tetrapeptid

FSH — tiiszd stimuldlé hormon

FWHM — fél-érték szélesség (Full Width at Half Maximum)
GDP — guanozin-difoszfat

GES — gesztodén

GMP — guanozin-monofoszfat

GnRH — gonadotropin felszabadito hormon

GPCR — G-protein kapcsolt receptor

GR - gliikokortikoid receptor

GSH — glutation, tripeptid (redukalt forma)

GSH+Na — glutation natrium addukt

GSI — gonadoszomatikus index

GSSG —glutation-diszulfid (oxidalt forma)

GTP — guanozin-trifoszfat

HDL-koleszterin — magas stiriségli lipoprotein koleszterin (High Density
Lipoprotein)

HPG tengely — hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely

HRP — torma peroxidaz (HorseRadish Peroxidase)
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IHC — immunhisztokémia (ImmunoHistoChemistry)

IMP — inozin-monofoszfat

IMS — ion mobilitas elvalasztas (Ion Mobility Separation)
IMS-TOF MS — ion mobilitas analizatorral és repiilési id6 analizatorral szerelt
tomegspektrométer (Ion Mobility Separation-Time-Of-Flight Mass Spectrometer)
L/RBG — bal/jobb pofaduc (bukkalis ganglion)

L/RCG — bal/jobb agydtc (cerebralis ganglion)

L/RPeG — bal/jobb labduc (pedalis ganglion)

L/RPG — bal/jobb fali duc (parietalis ganglion)

L/RPIG — bal/jobb képenyduc (pleuralis ganglion)
LDL-koleszetrin — alacsony stirliségii liporotein koleszterin (Low Density
Lipoprotein)

LH — sargatest serkent6 (luteinizalo) hormon

LIP — Lymnaea-eredetii gatlo fehérje (Lymnaea Inhibitor Peptide)
LNG - levonorgesztrel

m/z — tomeg/t6ltés arany (mass to charge ratio)

MPR — membran progeszteron receptor

MR — mineralokortikoid receptor

MSI — m4j szomatikus index

NAD - nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidalt forma)

NADH — nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukalt forma)

nPR — mag progeszteron receptor

NRF2 — nuklearis faktor eritroid 2 — kapcsolt faktor 2

OECD - Gazdasagi Egyiittmiikddési €s Fejlesztési Szervezet

P5 — pregnenolon

PB — foszfat puffer

PBS - foszfat puffer + sok oldata (Phosphate Buffered Saline)
PFA - paraformaldehid

PR — progeszteron receptor

PRG — progeszteron

PSF — polipirimidin traktus-koto fehérje asszocialt kivagast iranyito faktor (PTB-
associated Splicing Factor)

RPeN — N-tipustt motoros sejtcsoport a jobb labdacban

TBT — tributiltin (xenodsztrogeén)

TRITC — tetrametilrodamin izotiocianat szarmazéka

UDP — uridin-difoszfat

UDP HexNAc — uridin-difoszfat N-acetil-hex6zamin

UMP — uridin-monofoszfat

UTP — uridin-trifoszfat

VG — zsigerduc (visceralis ganglion)

VS| — vese szomatikus index

VTG - vitellogenin

VZ — vinclozolin

WWTP — szennyviztisztito telepek (WasteWater Treatment Plant)



1 Bevezetés

Jelenleg, becslések szerint a fogamzd képes korban 1évé nék 30%-a hasznal
vilagszerte hormon tartalmt sziiletés-szabalyozo szert tabletta, injekcid, intrauterin
eszk6z, stb. formajaban [1,2]. Az oralis fogamzasgatlok Osztrogén és/vagy
progesztogén hatdéanyagot tartalmaznak, de a gydgyaszatban (pl. hormon potlas) is
hasznaljak ezeket a szereket. A széleskorii felhasznalasbol és az alacsony
biohasznosulasbdl adodoan ezek bioldgiailag aktiv formaban (anyavegyliletek és
metabolitjaik) keriilnek a szennyvizhalozatba és érik el a szennyviztisztité telepeket
(WWTP), ahol az altalanosan hasznalt tisztitasi eljarasok az Osztrogén szennyezést
nagymértékben kiszlirik, de nem alkalmasak a progesztogén szennyezés
megsziintetésére [3,4]. Az emberi felhasznalasbol ered6 szennyezés mellett
szamottevl az ipari eredetli (pl. papirgyarak) és az allattartd telepek elfolydinak
kornyezetbe bocsatott progesztogén tartalma is [5,6]. Az elmult években ezek a
gyogyszermaradvanyok vildgszerte az egyik legjobban tanulmanyozott szteroid tipust
kornyezetszennyez6 molekulakka valtak. Richardson és Bowron [7] publikalta az els6
olyan 0Osszefoglald tanulmanyt, ami ng/L koncentraciétartomanyban emliti az
Osztrogén és a progesztogén tipusu vegyiiletek eredeti formajanak jelenlétét, mint ED-
okat a természetes vizekben. Az analitikai technikak fejlédésével a detektalhatosagi
szint csokkenésének eredményeként emelkedett a mérheté Szex-szteroidok szama
[2,8]. Jelenlétiikr6l a szennyvizben és a felszini vizekben, amelyek 6kotoxikologiai
szempontbol mérvadok, néhany ng/LL koncentracidtartomanytdl gyakran tobb szaz
ng/L koncentraciotartomanyig (6sztrogének: 0,2-180 ng/L, progesztogének: 0,07-22,2
ng/L) publikaltak eredményeket vilagszerte [2,9,10].

Tekintettel arra, hogy ezek a hormonok szabalyozzak az emberi szervezetben a
menstruacios ciklust, a terhességet €s az embridgenezist, a vizi kornyezetbe keriilve a
nem-célszervezeteknek tekintett organizmusok reprodukciojara is hatassal vannak
[6,9,11,12]. Az elmult években publikalt ED kutatasok tobbsége az Gsztrogén tipush
(pl. 17a-etinilosztradiol, 17p-0sztradiol és Osztron) szennyezés hatasait vizsgalta [2].
Ezek a hatéanyagok mar 1 ng/L koncentracidban karos hatast fejtenek ki példaul a
halakon, mind morfologiai (pl. ikra, maj, vese), mind molekularis szinteken (pl.

vitellogenin) [8,13,14,15]



Viszonylag kevés irodalmi adat all azonban rendelkezésre a progesztogének
nem-célszervezeteken kifejtett kedvezdtlen élettani hatasair6l, pedig azok
bioakkumulacidja mind gerinctelen (pl. zebra kagylo, Dreissena polymorpha), mind
gerinces (pl. szivarvanyos pisztrang, Oncorhynchus mykiss) édesvizi fajokban ismert
[3,16,17]. Ezekben a vizi szervezetekben a progesztogének neuroszteroidként fontos
szerepet jatszanak az agyi folyamatokban is [18], valamint hatassal vannak az allatok
sajat hormon szintjére, zavarjak az endokrin rendszer miitkodését, negativan hatnak a
fejlédésre, az ivarsejtek érésére és megvaltoztatjak a parzasi viselkedést, vagy a
masodlagos nemi jellegek kifejlédését [6].

Habar az egyes progesztogének kornyezeti koncentracidja altalaban alacsony,
tobb ilyen gydgyszermaradvany egyidejli jelenléte, még kis koncentracidban is elég
ahhoz, hogy ED-ként valtozast okozzon a vizi életk6zosségek egyedeiben. Ezért egy
tobbféle hormonokbdl alld keveréket alkalmazé kisérleti elrendezés valos kornyezeti
kockazat-becslésre ad lehetdséget. Ilyen jellegli kisérleteket Osztrogének és/vagy
progesztogének egyidejli alkalmazasaval, kétkomponensii expozicioval kozoltek mar
korabban [8,12,19]. Azonban csak progesztogénekb6l allo, harom ¢és négy
komponensii hormon keverékkel torténd kisérletet (PRG, LNG, GES, DRO),
kornyezeti expoziciot modellezve, gerinctelen vagy gerinces tesztallaton ez idaig nem

végeztek.

2 lrodalmi attekintés

2.1 Fogamzasgatlo hatdanyagok tipusai
A néi1 fogamzasgitlo tablettdk Osztrogén és/vagy progesztogén tipusu

hormonalis hatdéanyagot tartalmazhatnak. Attol fliggden, hogy az egyes tablettakban
milyen a két komponens aranya, megkiilonboztetiink egy-, két- és haromfazist
készitményeket. Léteznek azonban tn. minipill tablettak, amelyek csak progesztogén
Osszetevot tartalmaznak és alkalmazhato fogamzasgatlasra hormon injekcio, vagy
intrauterin hormont kibocsatd eszkoz, melyek szintén progesztogén tartalmuak. A
fogamzasgatlo tablettdk ma hasznalatos tipusai a hatdanyagok folyamatos
fejlesztésével tobb évtized alatt alakultak ki, amellyel elérték a megfeleld
hatékonysagot és szelektivitast, valamint felhasznalobarat terméket sikeriilt eléallitani.
Az Egyesiilt Allamokban 1960-ban jelent meg el3szor hormontartalmu fogamzasgatlo

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



Németorszagban keriilt el6szor gyogyszertari forgalomba oralis fogamzasgétlo 1961-
ben, Anovlar néven (4 mg 17a-etinil-19-nortesztoszteron-acetat/0,05 mg
etinilosztradiol). Magyarorszagon 1967-ben forgalmaztak el6szor szajon at szedhetd
hormonalis fogamzasgatlot [21]. Az Infecundin néven ekkor forgalomba helyezett
tablettat Richter Gedeon és Ludwig Haberlandt az 1930-as évek végén alkottak meg,
de a hazai kozvélekedés (moralis és etikai gatlas) és politikai élet (Ratko-korszak,
1956-0s abortusz torvény), valamint kiilfoldi események (Anschluss, 1938) miatt a
végso kivitelezés 1967-ig varatott magara.

Az Gsztrogén Osszetevd tekintetében mar az elsd generacios tablettak kozott
megjelent és késobb kizardlagosan alkalmazott hatdéanyag lett az etinil-6sztradiol. Az
egyes generaciok kozti kiilonbség az 6sztrogén komponens szempontjabol csak annak
tablettankénti mennyisége, amelyet folyamatosan csokkentettek. Az elsd generacios
szerekben alkalmazott mennyiséghez képest (50-150 pg) a harmadik generacids
szerekben mar csak 20 pg etinil-6sztradiolt alkalmaztak [22,23].

A fogamzasgatlo tablettdk masik komponensei, a progesztogének, olyan
hatoanyagok, melyek a PRG-hoz hasonlé médon hatnak, de a PR-hoz specifikusabban
kotddnek (emiatt mellékhatasaik is eltérnek a PRG-¢étol). Ez tette lehet6vé a hatdanyag
tablettankénti csokkentését a gydgyszergyartas fejlédésével. Mivel a természetes PRG
a szervezetben gyorsan inaktivalodik, ezért a fogamzasgatlo tablettakhoz szintetikus
PRG szarmazékok, un. progesztinek Kifejlesztésére volt sziikség. Ezek a kovetkezo
osztalyokba  sorolhatok:  17-o-hidroxiprogeszteron-  (pregnanok);  17-a-
norhidroxiprogeszteron- és 19-norprogeszteron- (norpregnanok), illetve 19-
nortesztoszteron-szarmazékok (Osztranok ¢és gonanok) [9,24]. Ellentétben az
Osztrogénekkel, a progesztogén Osszetevd tekintetében jelentds kiilonbség van az
egyes generaciok kozott, mind a hatdanyag tipusat, mind a mennyiségét tekintve. A
kutatasok mozgato iranyelve a potensebb, szelektivebb hatasu progesztogén hatdéanyag
kifejlesztése volt, csokkentve a dozist és az androgén mellékhatasokat. Az elsd
generacios tablettakban nagy dozisban alkalmazott noretinodrel utan a masodik
generacios tablettak (1970-es évek) mar joval kisebb adagokban tartalmaztak LNG-t
(tesztoszteron szarmazék, 50-150 pg), vagy noretiszteront (tesztoszteron szarmazék, 1
mg). A harmadik generacidés tablettak (1980-as évek) norgesztimat (19-
nortesztoszteron szarmazék, 250 pg), desogestrel (19-nortesztoszteron szarmazék, 150
ug), GES (19-nortesztoszteron szarmazék, 75 ng) vagy CPA (17-hidroxi-progeszteron
szarmazék, 2 mg) tartalmuak [25]. A negyedik generacios tablettak hatoanyagai DRO
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(spironolakton szarmazék, 3 mg), dienogest (19-nortesztoszteron szarmazék, 2-3 mg),
vagy nomegestrol acetat (norpregnan - progeszteron szarmazék, 2,5 mg) lehetnek
[26,27]. Az ¢lsé és masodik generacidos progesztogének mellékhatasai koziil a
dolgozatban késObb bemutatott eredmények szempontjabol fontos megemliteniink a
kedvez6tlen hatast a lipidanyagceserére (LDL-koleszetrin emelkedés, HDL-koleszterin
csokkenés) és szénhidrat metabolizmusra, tovabba sulygyarapodast okozhatnak, attol
fliggben, hogy mennyire erds a progesztogén androgén mellékhatasa. Ezeket a
mellékhatasokat a harmadik és negyedik generacios tablettaknal egyre csokkentették,
illetve a negyedik generaciés DRO esetén mar nem tapasztalhatok ilyen problémak
[28,29].

Hatasmechanizmus

Napjainkban hozzavetéleg 20 kiilonboz6 progesztogén hatdanyag van
forgalomban a human- és az allatgydgyaszatban, amelyek fizioldgiai hatasait a GPCR
csaladba tartoz6 PR-0k (mag és membran receptorok) kozvetitik a mag felé [24]. A
progesztogének f0 feladata, hogy a hipofizis GNRH termelését monotonna tegyék, igy
elmaradnak a ciklus valtozasai, a GNRH csticsot is beleértve, ezért a petefészekben
nem fejlédik ki Graaf-tlisz6, valamint nem valtozik az endometrium, hanem a korai
proliferacios szakasz képét mutatja [30]. Ha nem fejlédik ki Graaf-tiisz6 és abbol nem
16kddik ki érett petesejt, akkor nem alakul ki sérgatest, ami a sargatest hormont, azaz
a PRG-t termelné, amely az egyetlen természetes szteranvazas progesztogén hormon
[31,32,33]. Részben a sejtmag PR-on keresztiil hat és moddositja az adott gének
transzkripcidjat [31]. Ennek eredményeként, f6 élettani hatésai:

a méh felkészitése a terhességre, majd a terhesség fenntartasa, a blasztociszta
beagyazddasaban betdltott szerep

az agyalapi mirigy GnRH termelésének gatlasa, ezaltal a gaméta termelés
szabalyozasa

az Osztrogén-szulfotranszferaz (Osztrogének lebontasa) és a 17-hidroxiszteroid
dehidrogenaz (androsztendion-tesztoszteron,  Osztradiol-Osztron  atalakulas
katalizalasa) enzimek indukcioja (anti-6sztrogén hatasok).

A PRG-nak vannak azonban gyorsabb, metabolikus hatasai is. Ezek egyéb
receptorokkal (GABA, NMDA, és acetil-kolin) tortén6 kolcsonhatas utjan valosulnak
meg. Ilyen hatasok pl. a petesejt érésében betoltott szerep, a reproduktiv jelatvitel

modositasa az agyban, a nyugtat6 hatas, a glilkoz metabolizmusra gyakorolt (karos)



hatas [32]. Mind a progesztogének, mind a metabolitjaik affinitast mutatnak egyéb
szteroid hormon receptorokkal (pl. AR, ER, GR vagy MR) szemben is [6,11,12,31].
Ezaltal a progesztogén hatas mellett, (anti-) androgén, (anti-) Osztrogén,
gliikokortikoid és anti-mineralokortikoid hatast is képesek Kifejteni [34] (1. tablazat).
A mesterséges progesztogének a természetes PRG-nal potensebb szerek, pl. jobban
gatoljak az agyalapi mirigy FSH és LH termelését. Metabolikus hatasuk kémiai
szerkezetiiktol fiigg, igy pl. az etinilalt progesztogének, mint a GES, gatlé hatast
fejtenek ki a citokrom P450 enzimekre [35]. A masodik generacios LNG, és a
harmadik generaciés GES androgén és anti-Osztrogén hatassal is rendelkezik
[9,11,31,36,37]. Ezzel szemben az Gjabb generacios progesztogének, mint a DRO,
sokkal specifikusabban kotddnek a PR-hoz és minimalis mellékhatasaik vannak,

melyeket MR-ral valo interakcidoban valtanak ki.

1. tablazat A kisérleteink soran alkalmazott progesztogének valamint az dltaluk kifejtett
receptor aktivitas relativ kotddeési affinitasban kifejezve (RBA - a progeszteronhoz
viszonyitva). [9,24,31,34,38].

Osztalyozas Progesztogén Receptoraktivitas
Szerkezete szarmazik PR ER AR GR MR
(RBA)  (RBA) (RBA) (RBA)  (RBA)
, , + - - - +
Természetes progesztogen PRG (100) (0,5) (3) (11) (1000)
LNG N - " ) )
Tesztoszteronbdl (323) (0) (58) (7,5) (17)
(Gonanok) GES + - + + +
(864) (0) (71) (38) (97)
) , + - - - +
Spironolaktonbdl DRO (70) 0,5) 2) (3) (100)

A kisérletek sordn alkalmazott hormonok metabolizmusa emberben

A progesztogének és metabolitjaik els@sorban a vese kivalasztod rendszerén keresztiil
eliminaldédnak a szervezetbdl [3,31]. A természetes PRG szamos metabolitta alakul,
melyek koziil a pregnandiol a legjelentésebb vizeletben jelenlévé metabolit [39,40],
azonban ez nem mutat farmakologiai aktivitast. Egyéb metabolitok koziil a 17-
hidroxiprogeszteronnak és a 20-alfa-dihidroprogeszteronnak [31] van progesztogén
aktivitdsa. A masodik generacios LNG f6leg a majban metabolizalodik redukcidval
glilkkuronizaciot kovetden. A metabolitok a 3a,5p-tetrahidroLNG, a 30,58-
tetrahidroLNG ¢és a 16B-hidroxitetrahidroLNG. A LNG ¢és metabolitjai leginkabb
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szulfat konjugatumok formajaban (25%), vagy gliikkuronid forméban (32%)
szekretalodik, 20%-ban azonban nem konjugalt formaban tavozik az emberi
szervezetbdl. Stanczyk és Roy [41] szerint a 3a-5B-tetrahidroLNG gliikkuronid a
legfobb vizeletben jelen 1évo metabolit. Az irodalomban fellelhetd adatok szerint a
harmadik generacios GES-nek csak 1%-a valasztodik ki a vizelettel valtozatlan
formaban, de arrdl nincs adat, hogy a konjugatumok milyen ardnyban iirtilnek. Fo
metabolitjai a dihidro-GES és a 3,5-tetrahidroGES, melyek mindegyike aktiv
metabolit [31]. A negyedik generaciés DRO kiilonleges szerkezete a vizelethajtd
spironolakton molekulaszerkezetébdl ered. A DRO savas formaban, valamint szulfat
konjugalt és konjugdlatlan 4,5-dihidroDRO formdajaban metabolizalodik. Az elsé két
forma biologiailag inaktiv, de nincs adat a konjugalatlan 4,5-dihidroDRO potencialis

hatasarol [24,31].

2.2 Fogamzasgatld hatéanyagok el6fordulasa a természetes vizekben

Habér a ma hasznélatos harmadik és negyedik generacids tablettdk hat6anyag
tartalma az els6 generacios szerekhez képest azok ezred részére csokkent (ug a mg
helyett), a kiterjedt és nagymértéki felhasznalasbol, valamint az elégtelen, alacsony
hatasfoki  szennyviztisztitdsbol ~— addéddéan  hatéanyagaik  megjelennek a
kornyezetlinkben. Potencidlis veszélyt a szennyvizbe keriild, bioldgiailag aktiv
metabolitok és az originalis vegyliletek okoznak, de a hazai, altalaban haromlépcsds
szennyviztisztitd rendszerek (fizikai szlirés, bioldgiai bontas és kémiai fertdtlenités),
néhany esettdl eltekintve, nem alkalmazzdk a szteranvaz elbontasahoz sziikséges UV
fény besugarzast. Azonban meg kell emliteni, hogy a kiilfoldon rutinszeriien
alkalmazott UV roncsolds megitélése kérdéses manapsag, mert egyre tobb tanulmany
arrdl szamol be, hogy ugyan a szteranvaz elbonthatd, de még veszélyesebb, nagyobb
toxicitasu, tobbségében ismeretlen molekulak keletkeznek [42,43]. Mindemellett az
UV roncsolas hazai viszonylatban tjabb koltségeket tenne hozza az alkalmazott
szennyviztisztitasi eljarasokhoz.

A progesztogén szennyezés masik fo forrdsa az allattartd telepek elfolyoi,
amiben egyrészt az allatok altal tiritett természetes PRG €s metabolitjai talalhatok,
masrészt  androgén  hatasprofillal  rendelkezd  progesztogének, melyeket
novekeséserkentOként alkalmaznak. Hal akvakultardk, amelyek vizeiket kozvetleniil
az egyes természetes vizek vizgyljté halozatdba engedik, szintén hasznalnak

progesztogén vegylileteket novekedésserkentoként [6,44,45,46]. Fontos megjegyezni,
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hogy keveset tudunk arr6l, mi torténik a legtobb alkalmazott progesztogénnel a
szennyvizkezelés alatt, azonban az analitikai technikak fejlodésének kdszonhetden
egyre tobb szennyviz be- €s kifolyobol, természetes és ivovizbdl kimutatjak a
progesztogének eredeti formait, vagy aktiv metabolitjait. A legmagasabb progesztogén
koncentraciot (100 — 10 000 ng/L) allatfarmokhoz tartozo vizelvezetokbél mutattak ki
Kinaban és az Egyesiilt Allamokban [6,9,47]. Alacsonyabb koncentraciét (1 — 100
ng/L) mértek a WWTP be- és kifolyodiban, habar sajnalatos modon a szennyviz tisztitd
eljaras el6tti és utani koncentraciokban kevés kiilonbség volt Kimutathato. Az
okotoxikologiai szemszogbdl relevans felszini vizekben a kimutatott progesztogének
koncentracioi a WWTP kifolyok értékeit kozelitik, ahhoz hasonloak. Eurdpaban
elészor Aherne és mtsai [48] mértek ki progeszeront az ivovizbdl immunoassay
technikaval 6 ng/L koncentracidban, valamint még ebben az évben megjelent az elsd
olyan 6sszefoglald kozlemény, amiben szex-szteroidok jelenlétét irtak le szennyviz
kifolyoban, folyokban, ivovizben 5 — 10 ng/L koncentracidban [7].

Folyokban, patakokban, tavakban és a talajvizben a PRG, LNG, GES és DRO
jellemzden néhany ng/L koncentracioban detektalhato vilagszerte
[6,9,47,49,50,51,52]. Munkacsoportunk az MTA Okoldgiai Kutatékozpont Balatoni
Limnologiai Intézetének infrastrukturalis és intellektualis hatterét kihasznalva,
egyiittmiikodésben a PTE AOK Orvosi Kémiai és Biokémiai Intézetével, feltérképezte
lehetséges progesztogén terheltségét. Eredményeink szerint a Balaton és a Zala folyo
vizgyljto tertiletén PRG (0,23-13,67 ng/L), LNG (0,85-3,40 ng/L) és DRO (0,26-4,30
ng/L) talalhat6 az 53 mintavételi pontbol 21 helyen [53].

2.3 Fogamzasgatlo hatdbanyagok hatasai gerinctelen és gerinces vizi
allatokban

Az okoszisztémaba bekeriilt szennyezések jelentds részét a természet képes
eliminalni, azonban a stabil kémiai szerkezettel rendelkezé vegyiiletek, mint
amilyenek a szteranvazas progesztogének is, biologiailag nem, vagy csak igen nehezen
bonthatok. Elsdsorban a zsiroldékony, ciklusos vegyiiletekre jellemzd, hogy
akkumulalédnak a vizekben, azok {iiledékében, a talajban, végsé soron az €16
szervezetekben [51]. Ennek eredményeként, a vizi gerinces és gerinctelen nem-
célszervezetek hormonalis szabalyozasat karositjdk, benniik endokrin diszrupciot

okoznak. Az ED-ok definicié szerint olyan exogén anvagok, vagy azok keveréke,
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amelyek megvéaltoztatidk az endokrin rendszer funkcionalis miukddését, aminek

kovetkeztében kedvezbtlen hatdst gvakorolnak az egyedre, vagy annak utddaira, igy

az egész populaciéra. Olyan, alacsony toxicitasi anyagok, amelyek akar egyetlen

esetben elofordult expoziciot kdvetden is megvaltoztatjadk az egyed €letmindségét,
¢letképességét. A kialakuldo endokrin diszrupcié kovetkezménye a folyamatosan
csokkend fajszam, illetve egyes fajok lokalis kipusztuldsa, az ivari fejlodés
rendellenessége, a zsiranyagcsere felborulasa, a fejlodési folyamatok megzavarasa.
llyen ED-oknak mindsiilnek a természetes vizekb6l eredeti formajukban
visszamérhetd progesztogének, amelyek bioakkumulaciojat a zebrakagyloban
(Dreissena polymorpha) és a szivarvanyos pisztrangban (Oncorhynchus mykiss) is
leirtak [3,16,17].

Az OECD a gerinctelenek koziil a kis vizibolhat (Daphnia pulex), [54] és a nagy
mocsari csigat (Lymnaea stagnalis) [55], a gerincesek kozil pedig a dél-afrikai
karmosbékat (Xenopus laevis) [56] és a zebradaniot (Danio rerio) [57] is ajanlja
modellszervezetként az ED-ok hatasanak vizsgalatara. A gerinctelenek koziil L.
stagnalis-on végeztek ilyen toxicitas teszteket Osztrogén receptoron hatd, de nem
szteranvazas ED vegyiilettel (TBT, festékalapanyag) [58,59]. Ennek eredménye
szerinta TBT kronikus kezelésben (100 —300 pg/L) csokkentette a lerakott petezsakok
szadmat, késleltette az embridk kikelési idejét, valamint csokkentette a sikeres kikelési
ratat. PR-on hatd, de nem szteranvazas ED vegyiilet (VZ, gombairt6 szer), valamint a
progesztogén tipusu, szteranvazas CPA hatasat vizsgaltak felnétt L. stagnalis-on és
Daphnia magna-n is. [25,60,61,62,63]. Ezek az anyagok L. stagnalis-ban
csokkentették az egy petezsdkba rakott tojasok atlagos szadmat, valamint
poliembrionias tojasok gyakoribb megjelenését okoztak (VZ: 3,8 — 92,2 ng/L és CPA:
2,5 — 28,7 pg/L; kronikus kezelés). D. magna-ban ugyanezek az anyagok
szignifikdnsan csokkentették a himek szamat (1 mg/L VZ szubkronikus kezelés),
lassult a novekedés, csokkent a koltétasak mérete €s az utédok szama (1,2 — 5 pg/L
CPA kronikus kezelés). Az altalunk is hasznalt progesztogének, mint
kornyezetszennyezOk, élettani hatasat puhatestlieckben még nem vizsgaltak. A

gerinctelen kerekesférgen (Brachiorus manjavacas) PRG-nal végeztek kisérleteket

cre

novekedésére, parzasi viselkedésére nem volt hatassal. Azonban a kisérletben hasznalt
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hormon koncentraciok a kdrnyezeti szempontbol relevans tartomanyt (ng/L) nem is
kozelitik, annal hat nagysagrenddel magasabbak (mg/L).

A progesztogén szennyezés vizi gerinces fajokra gyakorolt élettani hatasarol
tobb ismeretanyag all rendelkezésilinkre, mint a gerinctelen fajok esetében. Elsdsorban
kétéltiickben és halakban irtak le az élettani hatasok mellett, morfologiai és
molekularis valtozasokat is, amelyek elsGsorban a reprodukciot érintették. Annak
ellenére, hogy alacsonyabb rendii gerincesekrél van szo, a HPG tengely endokrin
szabalyozasa mar megtalalhatd, amely a progesztogének tamadaspontjaul szolgalhat.
Ez a HPG tengely szabdlyozza tobbek kozt a szexualis differencidlodast, az ivarsejtek
érését és a parzasi viselkedést is. A hipotalamusz altal termelt GnRH az agyalapi
hatva stimuldljdk azok szex-szteroid szintézisét és felszabaditdsat (androgének,
Osztrogének, progeszteron). Ezek a véraramba keriilve hatnak a célsejtek receptorain
keresztiil, valamint negativ visszacsatolassal szabalyozzak a hipotalamuszt és az
agyalapi mirigyet, fenntartva a szervezet hormon haztartasanak homeosztazisat
[56,65].

Zhao és mtsai [57] azt vizsgaltak, hogy 21 napig tarté PRG (100 — 10 000 ng/L)
¢s DRO (500 — 20 000 ng/L) kezelés hatassal van-e a HPG tengely altal szabalyozott
folyamatokra Danio rerio agyaban ¢és ivarszerveiben. Eredményeik szerint
alulszabalyozodott a gnrh3 és a cypl9 gének transzkripcidja az agyban, a hsd11b2
pedig a petefészekben magas dozisu PRG kezelésben (742 ng/L). Kdzepes és magas
dozisi DRO kezelés (2763 és 13 650 ng/L) hatasara az agyban a cypl9b alul-, a
petefészekben a hsd11b2 gén alul-, a cypl9a gén atirasa pedig feliil-szabalyozodott.
Ezek a gének kodoljak az mGnRH3 neuropeptidet, ami a petesejt termelést
befolyésolja, valamint a CYP19 enzimet, ami az androszténdion — dsztrogén, illetve a
tesztoszteron — Osztrogén atalakulast katalizalja, és a 11B-HSD2 enzimet, amely a
kortizol — kortizon atalakitast végzi. Ezek alulszabalyozddasa a szervezetben csokkent
gaméta termeléshez, androszténdion és tesztoszteron tulsulyhoz, valamint kortizol
talstulyhoz vezet. Osszhangban a géntranszkripcids eredményekkel, azt tapasztaltak,
hogy magas dozisi PRG kezelés, valamint kdzepes €s magas dozisu DRO kezelés
szignifikansan csokkentette a halakban a teljes petesejt szamot a kezelés utolso
hetében. Mas progesztogén kezelést alkalmazo tanulmanyok is arrdl szamoltak be,
hogy 21 napos LNG és GES (100 ng/L) kezelés hatasara csokkent a petesejt termelés,

valamint him nemi jelleg megjelenése, maszkulinizacié volt megfigyelhetd felnétt
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néstény tlizcsellékben (Pimephales promelas) [11] és tiiskés pikoban (Gasterosteus
aculeatus) (6,5 ng/L LNG) [36]. Habar ezek a folyamatok is a HPG tengely
szabalyozasa ala esnek, leirtdk, hogy a LNG kezelés (312,4 és 3124 ng/L) eltéréen
hatott a génexpressziora a kiilonboz6 tesztallatokban. Dél-afrikai karmos béka (X.
laevis) ndstényekben és himekben egyarant csokkentette az Ihb gén, a himekben pedig
novelte az fshb gén expresszigjat [66]. Him és néstény bodorkakban (Rutilus rutilus)
viszont novelte az lhb gén és csokkentette az fshb gén expresszidjat [67]. Azonban
mindkét tesztallatban az ivarszervek kérosodasat figyelték meg a kisérlet soran,
megvaltozott a herék és a petefészkek morfologiai és hisztologiai képe, melyet
tlizesellében is leirtak 21 napos LNG (0,8 — 29,6 ng/L) és DRO kezelés (0,33 — 70
ug/L) hatasara [68,69]. Utobbi tanulmanyban az expozicionak kitett halak heréiben
megnagyobbodott csatorndkat figyeltek meg, tele éré spermatidaval, azonban a here
szovetében sorvadt Leydig és Sertoli sejtek jelentek meg. Himekben fizioldgiasan az
LH hat a Leydig sejtekre, amelyek a tesztoszteron termeléséért felelések, az FSH pedig
a Sertoli vagy dajka sejtekre, amelyek a CYP19 — aromataz — enzim segitségével a
tesztoszteronbol Osztrogént allitanak eld. Az Osztrogén a spermiumok megfeleld
mennyiségét és motilitdsat garantalja. A petefészkek szintén megnovekedtek a kezelés
hatasara, de benniik a késdi staddiumban 1€évé petesejtek aranya felére csokkent.
Degeneralt vitellogenikus petesejtek és atretikus tiiszOk jelentek meg, csokkent az
elsddleges petesejtek szdma, valamint drasztikusan visszaesett az érett vitellogenikus
stadiumban 1év6 petesejtek szama. A spermium ¢€s petesejt egyesiilésének gatlasat,
azaz a sikeres megtermékenyitést mar 7 napos LNG (1 — 100 ng/L) kezelés hatasara is
leirtak ebben a fajban [70]. A progesztogének tehat az ivarsejtek végsé érését is
befolyasoljak. A petesejtek esetében potencialis timadaspontjuk lehet példaul a PRG
szignalizacios Uitvonala, ugyanis a PRG 0igy szabalyozza a petesejtek érését, hogy
befolyasolja a meidzist (a petesejt végso érése, G2/M fazis atmenet), melyet a sejtmag
osztodasa eléz meg [71]. A G2/M fazis atmenettdl nevezik érett petesejtnek, amely a
masodik meiotikus osztdddsban megéll, a tovabbi osztodast mar a megtermékenyités
inditja meg. Erés kozben azonban a petesejtek szamos fazison mennek ét, az egyik
ilyen folyamat a vitellogenikus szakasz a végsé érettség elérése eldtt, melyben a
petesejt termel, valamint a kdrnyezetébdl felvesz VTG-t. Ez egy apolaros molekularis
hordozo és tarolo fehérje, ami lipideket, peptideket és vitaminokat képes kotni, ezaltal

az utod fejlédését szolgalja.
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A vitellogenezis folyamata, a VTG transzportja és annak felhasznalasa a
halakban mar jol ismert [72]. A szintézis csontos halakban f6leg a majban zajlik, a
szintetizalodott VTG a vérbe valasztodik ki, majd az érett petesejtekben halmozodik
fel. Gerinctelenekben szintén leirtak ezt a folyamatot, de ezekben a fajokban (pl. érias
almacsigaban, tiiskés bolhardkban) a hemolimfaban talalhatdé VTG-szerli fehérjék
forrasaként egyéb szerveket, pl. a kozépbél mirigyet (hepatopancreas) és a
fehérjemirigyet (glandula albuginea) jelolték meg [73,74].

A vitellogenezis folyamatat szamos jelatviteli ut befolyasolja. llyen pl. a L.
stagnalis-ban is jol ismert inzulin jelatviteli Gt (ISP) [75], amely a szervezet
evoluciosan konzervalt tapanyag szenzora, hatassal van a glikolizis/gliikoneogenezis
folyamatara, a sejtciklusra és az apoptozisra iS. Ezen kiviil az ISP befolyasolja a
foszfatidilinozitol 3-kinaz — protein-kinaz B (PI3K-PKB) jelatviteli utvonalat, amely
a VTG szintézis f6 szabalyozoja és L. stagnalis-ban szintén ismert [76,77]. A VTG
szintézis nem csak megfeleld szénhidrat ellatottsag esetén indul be, hanem megfeleld
aminosav raktar is sziikséges hozza, ezt tamasztja ala, hogy az aminosav érzékeld
jelatviteli Gt (Target Of Rapdamicin) a PI3K/PKB jelatviteli Gt f6 szabalyozodja.
Mindezeket figyelembe véve elmondhato, hogy az inzulin jelatviteli Gt szinkronizalja
a vitellogenezist az elérheté cukor és aminosav szint fliggvényében, amelyek
sziikségesek a szintézishez. Osszegezve, a néstények reprodukcids képességének
szlikséges feltétele a szervezet tapanyag ellatottsagaban bekovetkezd pozitiv valtozas
[78,79,80,81].

Gerincesekben a VTG-t kodold génszakasz megtalalhatd him és ndstény
egyedekben egyarant, de ivarérett ndstényekben, amelyek magas szérum 178-
Osztradiol szinttel rendelkeznek, a funkcioképes VTG nagyobb mértékben
expresszalodik. Az emelkedett VTG-szerti fehérje és VTG szint elsdsorban kornyezeti
Osztrogén szennyezést jelez pl. felsdbbrendii rakokban, puhatestiieckben és halakban is
[15,74,82,83,84,85], mig androgének hatasara jelentésen lecsokken [8,82,86].
Sajnalatos moédon, az eddigi tanulméanyok szerint a VTG valtozé szintet mutat
progesztrogén szennyezés esetén, az alkalmazott koncentracidé és a progesztogén
tipusanak fiiggvényében. Példaul, 55 ng/L DRO-t alkalmazva novekszik, azonban 55
ng/L DRO és 3,5 ng/L PRG egyiittes alkalmazasaval csokken a VTG koncentracidja,
ugyanakkor 553 ng/L DRO csokkenti, de 553 ng/L. DRO ¢és 33 ng/L PRG egyiittes
adasa viszont noveli a VTG szintet néstény zebradaniokban [19]. Tovabbi

tanulmanyok szerint a 0,5 és 5 ng/L LNG kezelésnek nincs hatasa, de a 25 ng/L LNG
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mar szignifikans novekedést okoz, mig a 100 ng/L-es koncentraci6 szignifikdnsan
csokkenti a plazma VTG szintet tizcsellékben [8,11].

A VTG szint valtozasrol sz610, egymasnak ellentmondé irodalmi adatok felvetik
egy Uj, progesztogén szennyezésben megbizhatoan alkalmazhaté célmolekula
szlikségességét. Erre olyan molekula lehet megfeleld, amely evolucidésan konzervalt
régiokat tartalmaz, emiatt a fajok széles korében megtaldlhatd, fiiggetlen a nemtdl,
valamint tobb szovettipusban is expresszalodik. Ilyen molekula pl. a DJ-1 védo
fehérje, mely az emberi szervezet szinte minden sejtjében expresszalodé deglikaz
protein. Fontos szerepet tolt be az oxidativ stressz elleni védelemben, a sejttalélésben,
a proliferacioban és a gén transzkripcioban. Emellett evolticiosan konzervalt régioi is
vannak, jelenlétét gerinctelen és gerinces fajokban egyarant leirtak, agymint
kagyloban (Crassostrea gigas) [87], csigaban (L. stagnalis) [88], fonalféregben
(Panagrolaimus superbus) [89], ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster)
[90,91,92], tovabba szamos hal- [93,94,95,96,97,98] és madarfajban [99] is.
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1. dabra A progesztogének és a DJ-1 fehérje kézos célmolekuldi és lehetséges
kapcsolodasi pontjai. Az dbra mutatja a lehetséges kozos hatdsukat a metabolikus
egyensulyra (LDL visszavétel a szérumbol), a sejtmagi E2-fiiggd faktor 2-re (NRF2)
és a polipirimidin szakaSzt-koto fehérje-asszocialt splicing faktorra (PSF).

A DJ-1 fehérje és a szteroid hormonok szdmos ko6zds tamadasponttal
rendelkeznek, gy, mint a nuklearis faktor eritroid 2 — kapcsolt faktor 2 (NRF2)
[100,101], a polipirimidin traktus-koté fehérje asszocialt splicing faktor (PSF)
[102,103] és az alacsony-denzitasu lipoprotein (LDL) receptor [104] (1. abra). Mind
a DJ-1, mind az NRF2 szabalyozza az androgén receptorokat [101,105,106]. A DJ-1
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gatolja a PSF-t, amely transzkripci6 csendesito aktivitassal rendelkezik és stimulalja a
neuralis apoptozist [103]. Tovabba megfigyelték, hogy a PSF negativan szabalyozza a
PR-t [102]. Igy a DJ-1 fehérjének indikrekt modon, a PSF gatlasan keresztiil
neuroprotektiv és PR-ra kifejtett hatdsa is van. Ezenkiviil, a DJ-1 neuroprotektiv hatéast
fejt ki az NRF2 fehérje stabilizalasaval, amely antioxidans hatasu és a transzkripcio f6
szabalyozoja, ezaltal védi a sejteket az oxidativ stressz indukalta apoptozistol [100].
Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a progesztogén kezelés képes emelni a DJ-1

fehérje szintjét, ezaltal indirekt modon hatni a k6zos cél receptorokra.

2.4 A kisérleti allatok bemutatasa

A nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis

Allosperm 9

Autosperm 07'

2. dbra A nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) (4) habitusképe; (B) A kozépbél
mirigy (hp) proximdlis felén futé ondovezeték (SV - nyil). Méretskdala: 1 cm; (C) A
szaporito szervrendszer dltaldnos felépitése és a gamétak utja L. stagnalis-ban. AD —
allosperm vezeték,; AG — fehérje mirigy; BC — kozésiild tasak; C — megtermékenyitési
taska; HD — hermafrodita vezetékt; M — nydkelvalaszté mirigy; O — tojastok mirigy;
OT, ovotestis; P — pénisz; PCO — kanyarulatos csatorna; PE — preputium; pf,
perivitellin fluid; PG — prosztata mirigy; SD — spermium vezeték; st — ondofolyadék;
SV — ondovezeték; V — vagina vezeték; VD, vas deferens [Forras: 108].

A L. stagnalis a csigak (Gastropoda) osztalyaba, a tiid6s csigak (Pulmonata)
rendjébe és a Lymnaeidae csaladba tartozo altalanosan elterjedt csigafaj. Kozép és

Eszak-Europatol délkeleti iranyban Kis-Azsian at Indiaig eléfordul, valamint Eszak-
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nyugat Afrikdban is megtaldlhatdé az 4llo- és lasst folyasu vizekben, folydkban,
tavakban, valamint megél mesterséges tavakban, akvariumokban is. Métely csigdnak
is nevezik, ugyanis a Magyarorszagon el6forduld csigdk nyolcvan szazaléka
majmétellyel fertézott, annak kozti gazdaja. A parazita jelenléte megnoveli a L.
stagnalis méretét, a fert6zott csigdk haza eléri a 4-5 cm-t, de laboratoriumi
koriilmények kozott a nem fert6zott egyedeké csak 2-3 cm. Sok mas fajtdl eltéréen
egyedilallo, haromszog alakll tapogat6éi vannak, melyek oldal iranyban lapitottak,
toviikben egy par szem helyezkedik el. Féleg tiidovel 1élegzik a vizfelszinen, emellett
a békakhoz hasonldan borlégzésre is képes. A dus novényzetet kedveli, szerves
tiledékkel, algaval, olykor foszlo éllati tetemekkel taplalkozik, atlagos élettartama
kedvezo feltételek mellett 2-3 év [107].

A L. stagnalis amellett, hogy a neurobiologiaban altalanosan hasznalt
modellallat, szaporodas-bioldgiaja is alaposan tanulmanyozott és jol ismert (2. abra)
[108,109,110,111,112]. Mint a csigak tobbsége, ez a faj is himnds, szervezetében jelen
van a him ¢és ndstény reprodukciés rendszer egyarant. Habar képes az
onmegtermékenyitésre, a genetikai sokszinliség érdekében preferalja a parzast mas
egyedekkel. A kiilonalld genitalis nyilasok az egy iranyba torténé megtermékenyitést
teszik lehet6vé, ahol az aktus sordn az egyik egyed néstényként, a masik pedig himként
viselkedik. Emiatt a reprodukcié neuroendokrin szabalyozasa is elkiiloniil him és
ndstény szabalyozasra [108], amely a CNS funkcionalis lateralizacidjaban is
megjelenik. A bels6 megtermékenyités utan tojasait petezsakban helyezi el.
Peterakaskor 50-100 tojast helyez szabalyos rendben egy 4atlatszd, kocsonyés
masszaba, mely a tojadsok védelmét latja el. A petezsdkokat a ndvények szarara,
kovekre rogziti. A tojasokban 10 nap alatt minden egyed adtmegy blasztula, gasztrula,
trochophora és veligera allapotokon, majd a kikelési id6 felénél metamorfozison,
amely soran az egész test meghajlik (flexid) és elcsavarodik (torzid) [109,110].
Szabadon €16 larvastadium nincs, a kikelt allat taplalék keresd életmddot folytat,
testfelépitésben a felndtt egyed kicsinyitett masa, de szaporodasra még nem képes, az
ivarérettséget csak a kikelés utdni harmadik honapban éri el.

Irodalmi adatok szerint a gerincesekben talalhato szteroidok jelen vannak
puhatestiiekben is, de egymasnak ellentmondé bizonyitékok vannak arrdl, hogy csak
a kornyezetbdl veszik fel, vagy képesek szintetizalni azokat [113]. A szteranvazas
koleszterint, amely kozvetlen prekurzora a P5-nak, kimutattak a L. stagnalis-ban is

[114]. A gerincesekben megtalalhatd szteroid hormonok bioszintézisének (pl.
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progesztogének, Osztrogének, androgének, mineralokortikoidok) kezdd és
kulcsmolekulaja a P5. Ezeket a szteroid hormonokat puhatestiiekben is funkcionalis
hormonoknak vélik [113]. Kimutattak, hogy a L. stagnalis képes a hozzaadott P5
molekulat PRG-na alakitani [115]. Fernandes [116], valamint Scott [113] 6sszegezték
a gerincesek szteroid hormonjainak lehetséges bioszintézisét puhatestiickben (3.
abra). Ezen tanulmanyok alapjan valoszintsithetd, hogy az antropogén eredetli

progesztogének hatast fejtenek ki a puhatestiickben.

Pregnenolon Progeszteron — 17-OH-progeszteron

Tesztoszteron Osztradiol

17-OH-pregnenolon \
Dehidro-epiandroszteron » Androsztendion — QOsztron

3. dbra Szteroid hormonok szintézise puhatestiiekben [113,116]

A reprodukci6 szabalyozasat azonban mas neuroendokrin hormonoknak (pl. APGWa,
FLRFa, FMRFa, DBH, CDCH) tulajdonitjak, amelyek termelddése elkiiloniil a
kozponti idegrendszer egyes teriiletein him ¢és ndstény reprodukcioért felelds
neuronokra, ez a funkcionalis lateralizacié [108, 117] (4. abra). A him reproduktiv
viselkedésért felelds szabalyozo régiok jellemzden a kdzponti idegrendszer jobb oldali
idegducaiban helyezkednek el, tiikrozve, hogy a him reprodukcids szervek is a test
jobb oldalan talalhatok. Ezek a RCG eliils6 (anterior) és hasi (ventralis) lebenyei, a
RPeG Ib klaszterében elhelyezkedé sejtcsoportja [118], valamint a RPG és RPIG
azonositott, neuropeptid (pl. APGWa, FLRFa, FMRFa, LIP, miomodulin) termeld
sejtjei. A néstény reproduktiv szabalyozasért felelds azonositott régiok az CG-ban
lokalizalt CDC-k, a két agyducot 6sszekoté kommisszara (hormon tarolas), a dorzalis-
testek (DBH termelés), valamint a RPeG egyes motoros neuronjai, melyekre a CDCH
gatld hatassal van [108,119].
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4. dbra A reprodukcio szabdlyozdsa, funkciondlis lateralizdacio L. stagnalis-ban
[Forras: 108]

A L. stagnalis-ban a GnRH-szerli neuropeptid felelés a néstény és a him
reprodukcio szabalyozasaért egyarant [108], de a pontos szerepe a csigakban még nem
tisztazott. Az elnevezés egy olyan peptid csaladot takar, amely neuromodulatorként
feleldés a  reprodukciés  viselkedés szabdlyozasaért.  Gerincesekben — és
elégerinchtirosokban 16 féle GnRH altipust azonositottak [120], de alacsonyabb rendii
fajokban (pl. csendesoceani osztriga, lila tengerisiin, 6rias édesvizi garnéla, tritonkiirt
csiga) is kimutattak GNRH-szer(i peptideket [121]. A legtobb fajban legalabb 3 féle
GnRH analog talalhat6, amelyek a kovetkez6é csoportokba sorolhatok: GnRH1 (emlds
GnRH), GnRH2 (csirke GnRH), valamint GnRH3 (lazac GnRH). A gerincesekben
talalhatdo GnRH tartalmaz konzervalt és variabilis régiokat, aminosav helyeket.
Variabilis régiok jellemzden a 2., 3., valamint az 5-8. aminosav poziciok. A human
GnRH1-hez képest azonban a puhatestiieckben eddig kimutatott GnRH-szerii peptidek
a 3. 5., 7., 8. & 9. helyeken mutattak aminosav eltérést. A puhatestiicken beliil a
GnRH-szeri peptid analogok variabilis régioi a 8. és 9. aminosav helyen talalhato (2.

tablazat).
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2. tablazat A human GnRHI analog és egyéb, puhatestiiekben talalhato GnRH-szerti
fehérje analogok szekvenciai [122]. Sotét sziirke hattérrel kiemelve a humdan GnRH
analogok konzervalt régioi, vilagos sziirke hattérrel kiemelve a puhatestiieck GnRH-
szerii fehérje analogjainak a human GnRHI-gyel azonos aminosav szakaszai. A
szekvencia egyezés és hasonlosag (helyettesitheto aminosavak) adatok a
www.ebi.ac.uk weboldalrdl szarmaznak.

GNRH MW  EGYEZES HASONLOSAG

FAJ SZEKVENCIA  [g/mol] [90] [90]

Homo sapiens PEHWSYGIRPG 11824

Haliotis laevigata pEHFSNGWHAG 1122.5 44 4 55,6
Biomphalaria oo auvac 11485 444 55,6
glabrata
Aplysia californica pEHFSNGWYAG 1148.5 44 4 55,6
Haliotis asinina ~ pEHFSNGWYPG 1174.5 55,6 66,7

Az eddigi tanulmanyok szerint GnRH-szerii peptidet expresszald sejtek L.
stagnalis-ban az L/RCG hasi ¢és oldalsé lebenyében, valamint a VG és RPG-ban
talalhatok. Az immunoreaktiv neuritek a LCG-bdl a pénisz idegen keresztiil, a VG-bol
pedig az bél (intestinalis) idegen keresztil 1épnek ki [108,123]. Kagylokban
valdszintsitik, hogy a CG-ban termel6dé GnRH a keringési rendszerbe keriilve eléri
¢és stimulalja a periférias Osztrogén termeld sejteket, melyek a spermatogonium
proliferaciojat indukaljak [124]. A L. stagnalis periférias idegrendszerében a péniszt
beidegz6 idegben mutattak ki a GnRH jelenlétét THC modszerrel, ami a him
reprodukcio iranyitasanak talsulyat valoszinisiti [108,123]. Nyilvanvaléan a
hermafrodita életmod a szexualis funkciok szigoru szabalyozasat koveteli. Ennek tobb
valtozatat is leirtak. Példaul a him reprodukcios neuropeptidek (pl. FMRFa, APGWia,
stb.) hiperpolarizaljak a ndstény reprodukcioért felelés CDC-ket a CG-ban, igy az
altaluk termelt CDCH nem 0Osztonzi az egyedet tojasrakasra. Ugyanezek a
neuropeptidek gatoljak a CG un. LGC (Light Green Cells) sejtcsoportjat [112] az
inzulin-szeri hormon termelésében, ezaltal befolyasoljak az energiaraktarak
felhasznalasat €s az energiat a ndvekedés helyett a reprodukciora dsszpontositjak. A
neurotranszmitterek egyeden beliil hatnak, ugyanakkor allohormonokkal képesek a
parzasban részvevé masik egyed reproduktiv szabalyozasat is befolyasolni. Az aktus

soran atjuttatott ondofolyadék olyan peptideket (pl. LyAcp5, ovipostatin) tartalmaz,
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amelyek képesek elfolytani, vagy eltolni a him nem érvényre jutattasat a néstény
funkciok felé a masik egyedben, tehat az nagy eséllyel a kdvetkezé aktus soran is
néstényként fog viselkedni [125].

A bodorka, Rutilus rutilus

uszoholyag

hugyvezeték
ivarvezeték

végbélnyilas

5. abra Bodorka (Rutilus rutilus) (4) habitusképe, (B) A nyitott koponydban lathaté
agylebenyek,; (C) Halak fobb belsd szerveinek dltalanos elrendezddése [Forras: 126]

[ m§j ivarszerv
sziv tapcsatorna

A kozonséges bodorka, vagy buzaszemii keszeg a sugaras Uszoju halak
(Actinopterygii) osztalyaba, a pontyalakaak (Cypriniformes) rendjébe, ezen beliil is a
pontyfélék (Cyprinidae) csaladjaba tartozo igen gyakori halfaj. Elterjedése a déli
félszigeteket kivéve egész Europara jellemzd, Magyarorszagon Oshonos és a
legaltalanosabban elterjedt halfaj. A Balatonban is rendkiviil gyakori, tomegesen olyan
allovizekben és lassti folyasu folyovizekben €1, ahol siri a ndvényzet, mivel
elsésorban a hinaros életteret kedveli. El¢helytdl fiiggden akar 7 évig is él, mérete 10-
18 cm. Szemgytirtije pirosas, hata zoldessziirke, hasa fehér, a paros uszok vilagos
vorosek, a paratlanok sziirkés vorosek. Algat, zooplanktont, gytirlisférgeket, viziaszkat
fogyaszt, a Balatonban ¢é16 ragadoz6 halak fontos zsakmanya. Szaporodasat tekintve
valtivarQ, az ivarérettséget 3-4 éves kora koriil éri el, aprilistol majusig szaporodik
kiils6 megtermékenyitéssel. A ndstény halak petesejtjeiket a viz alatti ndvényzetre
rakjak, azok szama halanként 20-200 ezer is lehet, atmérdjiik 1-1,5 mm [126]. A himek
ezekre bocsatjak a himivarsejteket tartalmazo haltejet.

A halakban mar megjelenik funkcioképes rendszer a HPG tengely a hormonalis

szabalyoz6 rendszer részeként. A hipofizis eliilsé lebenyének hormonjai ugyaniugy
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hatnak az ivarszervekre, a mellékvesére, a hasnyalmirigyre és a novekedésre, mint az
egyéb, magasabb rendi gerincesekben. A kozépso €s hatsd lebeny hormonjai viszont
az anyagcserét és a pigmentsejtek miikodését serkentik. A pajzsmirigynek megfeleld
mirigy nem egységes szerv, tiroxin hormonja a ndvekedésre, a mozgasi aktivitasra és
az ivarérésre hat. A mellékvese diffuz szerv, kéreg és veldallomanya elkiiloniilve
helyezkedik el, adrenalint és szteroid hormonokat termel. A hasnyalmirigy szintén
nem egységes szerv, az inzulin termelésért felelds. Az ivarmirigyek hormontermelése
iranyitja a halak szaporodasat és befolyasolja a nehezen észlelhetd maésodlagos
ivarjelleget [127]. A PRG-t korabban mar Iényeges hormonként azonositottak a
nbstény halak reprodukciojanak szabalyozdsdban. Ebben a fajban a természetes
progesztogén a 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-on (DHP), amely a néstény halakban
felel6s a petesejtek végsd éréséért [128], mig himekben a spermatogenezisért és a
spermiumok mozgasi aktivitasaért felelés [129]. A PR-ok jelenléte és funkcioja
halakban ugyantigy régota vita targyat képezi, mint a puhatestiick esetében. PR
génkiiitott zebradanioban vizsgaltak a LH jelatvitelt [130], valamint szamos halfajon
megfigyeltek genetikai hatasokat progesztogén kezelésben [131,132], ami
valoszinisiti a PR jelenlétét és jelatviteli szerepét a bodorkaban is. Emiatt a
progesztogének hatdsara aktivalodo jelatviteli utak nagy hasonldsagot mutatnak az
egy¢b gerincesekben leirtakkal, ami a bodorkat alkalmas tesztallattd teszi a vizi

progesztogén szennyezés hatasanak vizsgalataban [133].
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3 Celkitlizés

Az irodalmi attekintés alapjan célul tiiztiikk ki a human eredeti progesztogén
hatoanyag-maradvanyok ¢lettani hatasdnak felderitését nem-célszervezeteken,
gerinctelen (csiga) és gerinces (hal) vizi allatmodelleket felhasznalva. Els6sorban azt
vizsgaltuk, hogy a hatéanyagok a kornyezeti szempontbdl relevans koncentracid
tartomanyokban képesek-e fiziologiai funkciokat modositani az allatokban.
Masodsorban pedig egy valds kornyezeti szitudcio vizsgalatara torekedtiink azaltal,
hogy a hatéanyagokat keverékben alkalmaztuk kisérleteinkben. Ellendrzott feltételek
mellett zajlo laboratériumi Vizsgélataink sordn 10 ng/L progesztogén kezelést
alkalmaztunk, ami az édesvizek realis szennyezettség-értékét reprezentalja. Szamos
tanulmany arrél szamol be, hogy a progesztogén koncentracio ennél joval magasabb
is lehet a kornyezetben (t6bb szaz, vagy tobb ezer ng/L), ezért egyes kisérleteinkben

vizsgaltuk az 50 ng/L és az 500 ng/L progesztogén keverék hatasat is.

A kovetkezoket tiiztik ki célul:

Megvizsgaljuk, hogy a VTG, mint az 6sztrogén szennyezés biomarkere, alkalmazhato-
e a progesztogén szennyezések kimutatasara.

Elemezziik, hogy a DJ-1 véd6 fehérje alkalmas jelzomolekula-e progesztogén
szennyezések kimutatasara.

Feltérképezziik a progesztogén kezelés hatasat a L. stagnalis, mint hermafrodita faj,
reprodukcios rendszerében, melynek soran, vizsgalni kivantuk a reprodukcio
szabalyozasaért felelos GnRH-szerli fehérje analdgok eloszlasat és expressziojat a
kozponti idegrendszerben, a him és ndstény ivarsejtek mennyiségének valtozasat,
valamint a lerakott petezsdkok mindségét progesztogén kezelésben.

Felmérjiik a felndtt csigdk progesztogén kezelésének hatdsat az utddok
¢letképességére, fejlédésére. Ennek soran meghatarozzuk a sejtosztodasok idéablakat
az embrionalis fejlodés korai szakaszaban, valamint feltérképezziik az egy-sejtes
zigota és a tojas szikanyaganak részleges metabolomikai dsszetételét.

Leirni a progesztogén keverék szomatikus és molekularis szintii hatasait a bodorkaban,
melyhez vizsgalunk testomeg indexeket, valamint a szérum lipid szintek és egyes

stressz fehérjék valtozasat.
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4 Anyagok és mddszerek

4.1 Kisérleti allatok
4.1.1 Nagy mocsari csiga

A kisérleteinkhez hasznalt 3-6 honapos, ivarérett csigak két laboratoriumi
tenyészetbdl szarmaztak: MTA OK BLI, Tihany és The George Washington Egyetem,
Kémiai Intézet, Washington, DC. Egyesiilt Allamok, mivel a Kkapillaris
mikromintavételi technikaval kombinalt tomegspektrometrias mérések egy része az
emlitett kiilfoldi laboratériumban késziilt. Az allatokat mindkét helyen ugyanolyan
kondiciok mellett tartottuk [alacsony réz-tartalmu, soval poétolt reverz ozmozissal
tisztitott viz — 0,1309 mM NaHCos, 0,0378 mM K2SO4, 0,4013 mM CaCl2-2H.0,
0,0390 mM Mg(NO3)2:6H20, folyamatos levegbztetés, 12 oras fény-sotét ciklus,
hetente harom alkalommal etetés salataval]. Az allatokon végzett minden kisérlet az
MTA OK Balatoni Limnolégiai Intézetének Mukahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal
kidolgozott és engedélyeztetett eljarasok szerint tortént (VE-1-001/01890-10/2013),
torekedve arra, hogy minimalisra csokkentsiikk az 4llatok szenvedését és minél

kevesebb egyedet hasznaljunk fel.

4.1.2 Bodorka

A bodorkdkat a Balaton vizgyiijtd teriilet¢hez tartozd Sarviz patakbol
(N46.91266 E16.87705) gytijtottiik 2014 marciusaban (gytijtési engedély szdma: VE-
1-001/01890-9/2013). A munkacsoport egy korabbi felmérése alapjan [53]
valoszintisitettiik, hogy az innen befogott halak nem voltak kitéve korabbi
progesztogén expozicionak. Ezt kovetéen Tihanyban az MTA OK BLI allatkisérleti
laboratoriumaban tartottuk és kezeltiik 6ket (tartasi engedély szama: VE-1-001/01890-
3/2013). Az egy honapos akklimatizacios idészak alatt a halakat (n=90, stly: 18,5+4,5
g, hossz: 95,0£7,3mm) 20 °C-os, mesterséges Balaton-vizben tartottuk 200 literes
tankokban, 12 oras fény-sotét ciklusban. Egy héten hdromszor zoldség-alapu
haleledelt (TETRA Werke) kaptak. A halakon végzett minden kisérletet az MTA OK
Balatoni Limnologiai Intézet Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal kidolgozott és
engedélyeztetett eljarasok szerint végeztiink (VE-1-001/01890-10/2013), torekedve

arra, hogy minimalisra csokkentsiik az allatok szenvedését.
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4.2 Kémiai anyagok és kezelés

Az allatok kezeléséhez HPLC tisztasagu PRG (P0130), LNG (L0551000), DRO
(SMLO0147) és GES (L0551000) gyogyszergyari hatdbanyagokat hasznaltunk (Sigma-
Aldrich). A hormon hatéanyagokat 0,5 M-o0s ciklodextrinben (H-107, 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, Sigma Aldrich) oldottuk. A ciklodextrineket (ciklikus
oligoszacharidok) jellemzéen lipofil (hidrofob fizikai tulajdonsagokkal rendelkezd)
vegyitiletek Vvizes oldatba vitelére hasznaljak. Ezt a tulajdonsagat tobb teriileten is
kihasznaljak, példaul a gyogyszergyartasban (hatoanyag kotése, felszivodas segitése,
gyogyszer formuldlds), vagy a kornyezetvédelemben (karos anyagok megkotése).
Egéren és nytlon végzett kisérletek alapjan a szervezetre kifejtett karos mellékhatasat
nem figyelték meg. A kezelt csoportok hormon koncentracioinak ellendrzéséhez
minden héten mintat vettiink az akvariumi vizekbdl az aktualis vizcesere el6tt és nagy
hatékonysagu folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometria segitségével
visszamértilk a PRG, LNG, DRO és GES koncentraciot. Az adatok minden esetben
80% folotti értéket mutattak a nomindlis koncentraciokhoz viszonyitva. Ezekre az
adatokra alapozva az akvariumok vizeit hetente egyszer cseréltiik, Gjrakezelve a
megfeleld koncentraciokkal az adott csoportokat. Az LC-MS mindségii metanolt,
acetonitrilt és vizet a VWR International Kft-tdl szereztiik be.

4.2.1 A nagy mocsari csiga progesztogén kezelése

A sajat tenyészetbdl szarmazd csigdkat egy nap akklimatizacid utan két
csoportra osztottuk: kontroll (0,83 uM ciklodextrin) és kezelt (keverékben alkalmazott
PRG, DRO, LNG ¢és GES, mindegyikbdl 10 ng/L) csoport. Az allatokat 21 napig

kezeltiik, 5 fliggetlen kisérletben (tankonként 11 allatot 3 L vizben, 6sszesen 55 allatot

csoportonként) (6. abra).
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6. dbra A kisérleti elrendezés, a vizcserék és a mintagyiijtések idozitése. A csigakat egy
napig akklimatizaltuk minden tankban kémiai anyagok nélkiil (szaggatott vonal). A
kisérlet kezdetén (1. nap) alkalmaztunk kezelést (ciklodextrin a kontroll csoportban,
hormonok a kezelt csoportban). A 7., 14. és 21. napon a hormon tartalom visszamérést
(A), mig a 7. és 14. napokon teljes vizcserét végeztiink minden tankban ().

4.2.2 A bodorka progesztogén kezelése

A begylijtott egészséges, kevert ivarG bodorkakat az egy hodnapos
akklimatizacios periodus végén négy csoportra osztottuk (n=10 allat csoportonként,
60 liter vizben): kontroll (amely csoport csak 0,83 uM ciklodextrint kapott), valamint
progesztogén keverékkel (PRG, LNG és DRO, mindegyikbdl 10, S0 és 500 ng/L)
kezelt csoportok. A halakat 42 napon at kezeltiik. Metodikai kontroll céljabol minden
csoportot két parhuzamos kisérletben vizsgaltunk. Mivel a parhuzamos kisérletek
eredményeiben nem taldltunk kiilonbséget, ezért azokat a tovabbiakban egyiitt
értékeltiik (n=20 allat 6sszesen, csoportonként). Az akvariumok vizmindségét hetente
kétszer ellendriztiilk, melynek sordn a kovetkezé atlag+szoras értékeket kaptuk:
hémérséklet 20,3+2.4 °C; pH=7,840,2; oldott oxigén 90,4+5,5 %; vezetOképesség
748,4+19,5 uS. A csoportokban az egyedek hosszat és sulyat mértikk a kisérlet
kezdetén és végén. A 42 napos kezelési periddus végén a halakat szegfiiszeg olajjal
elaltattuk, majd dekapitaltuk. Agyukat, veséjiket, majukat és a gonadokat
Kipreparaltuk, majd sulyukat lemértiik. A mintafeldolgozas ideje alatt jégen tartottuk
a szerveket, minimalizalva az enzimatikus reakcidkat. A szomatikus indexeket a
kovetkezOk szerint szamoltuk: [szoveti stly/testsuly]x100. A vizsgalt szovetmintakat

mindig ugyanabban az idében vettiik, annak érdekében, hogy minimalisra cs6kkentsiik
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az olyan lehetséges befolyasold faktorokat, mint a diurnélis ritmus és a fényperiodus,
melyek befolyasoljak a redox-statuszhoz kapcsolodd folyamatokat. A szerveket a
tovabbi felhasznalasig szarazon -80 °C-on taroltuk, vagy egy éjszakan at PFA-ban

(4%, PB-ben) fixaltuk, majd azidos PBS-ben taroltuk.

4.3 A petezsakok mindség értékeld rendszere

A felnétt csigak altal rakott petezsakokat (7. dabra) naponta gyijtottilk mind a
kontroll, mind a 10 ng/L kezelt csoportokbdl. Mivel nem az utddok hormonkezelése

volt a cél, azokat hormon mentes vizben neveltiik tovabb.

7. abra (A) A L. stagnalis ~100 db, >96 oras tojast tartalmazo petezsakja. Méretskala:
3mm. (B) ~24 oras poliembrionias tojasok. A betét-kép ezeket a poliembrionids
tojasokat jeleniti meg az embrionalis fejlédés felénél, ~96 oras korban. (C) Szintelen,
Nem pigmentalt halott (felso) és élo (also) embrio megjelenésének 6sszehasonlitasa 96
oras tojasokban. Méretskala 500 um (B, C).

Egy altalunk felépitett értékelési rendszerben (3. tablazat) becsiiltik meg a
petezsakok mindségét. Ez az egyszerti értékelési rendszer a statisztikdban altalanosan
elfogadott 5%-0s dontési szinten alapul és két szempontot értékel: a tojasok
poliembridnidja (tobb, mint egy zigota egy tojason beliil — 7. dbra) és halott embriok
(mozdulatlan, szintelen — 7. dbra) aranya a petezsak teljes tojas szamahoz viszonyitva.

A poliembrionidt a petezsak lerakasakor az elsé napon értékeltiik, a halott embridok
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szamat pedig a negyedik napon hatiroztuk meg. Mindkét paramétert a kovetkezd
szempontrendszerben értékeltiik: nem megfigyelhetd; 5% alatt megfigyelhetd; 5%
felett megfigyelhet6. A paramétercket kombinalva a petezsadk mindségét egy
haromrészes értékelési rendszerben irtuk le: I — kivald; II — kozepes; 111 — rossz
mindség.

3. tablazat Hdrom részes petezsdk értékelési rendszer. I. — kivalo (fehér cella); 1. —
kézepes (vilagos sziirek cella), I1I. — rossz (sotét sziirke cella).

A petezsdk mindsége

§ >5% | KOZEPES
E':_ <5% |KIVALO  KOZEPES
é‘- 0 KIVALO KIVALO  KOZEPES
0 <5% >5%
Halott embriok

Ezen kiviil az értékelésnél figyeltiik a tojasok petezsak mérethez viszonyitott
szdmat, a til sok kocsonyas anyag, vagy tojason kiviili petesejtek, petesejt nélkiili
tojasok jelenlétét, ugyanis ezek a jelenségek a csigak sériilt reprodukcidjara utalhatnak.
Ezek egyiittes megjelenését poliembrioniaval, vagy halott embridkkal lehetséges
kizarasi kritériumként vettiik figyelembe. A kisérleti periodusban az egészséges, 3-6
hoénapos felnétt csigaktdl szarmazo petezsakoknadl egyik fent emlitett jelenséget sem

tapasztaltuk, igy nem volt a kisérletbdl kizart petezsak.

4.4 Az embrionalis fejlddés korai szakaszanak vizsgalata

Az embrionalis fejlédés elsé harom sejtosztodasanak idéablakat kovettiik végig,
az embrid 8 sejtes allapotaig. Megfigyeléseinkhez egy id6-kovetésre képes LAS V4.5
programmal vezérelt Leica M205c¢ sztereomikroszkopot €s egy DFC3000G digitalis
kamerat hasznaltunk. A harom hetes kezelési periddust kovetden frissen lerakott
petezsakokat egy szilikon-géllel kiontott petricsészében tiivel rogzitettiik és a zigdtakat
10 percenként fotoztuk az 1 sejtes allapottél a 8 sejtes allapotig. Az idéablak
kezdetének az elsd sejtosztodas idejét jeldltiik ki (a 2 sejtes allapot kezdete), az utolsod

megfigyelési pont pedig a harmadik sejtosztodas ideje volt (a 8 sejtes allapot kezdete).

4.5 Vitellogenin ELISA

Mind a gerinces, mind a gerinctelen tesztallataink esetében mértiik az egyes
szervek VTG tartalmat. A csigak esetében a 21 napos, a halak esetében a 42 napos
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kezelések végén preparaltuk, majd homogenizaltuk (jéghideg 0,2 M-0s PBS-ben,
pH=7,4, 10 mg szovet 100 pl-ben) a kozépbél mirigyet (hepatopancreas, n=6
csoportonként), illetve a ndstény halak majszovetét (n=3 csoportonként). A
homogenizatumokat tovabbi sejtfeltaras céljabol szonikaltuk jégen 20 percig, majd 15
percig centrifugaltuk (1500 x g). A VTG tartalmat a feliiluszobol hataroztuk meg
ELISA kit segitségével (MBS010726, MyBioSource, szenzitivitas 5,0 ng/mL; lineéris
tartomany: 31,2-1000 ng/mL). A kalibracios mintahelyekhez VTG standard higitasi
sort adtunk (31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000 ng/mL), a teszt mintahelyekhez a
kozépbél mirigy €s maj mintdkat (50 pl). Ezutan 100 pl HRP-t adtunk minden
mintahelyhez, majd inkubaltuk 1 o6rat 37 °C-on. Mosas utan a mintahelyekhez az
enzimatikus szinreakcio kifejlédése céljabol szinképz6 oldatot adtunk (kromogén
reagens A és B, 1:1), majd 15 percet inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden leallitottuk az
enzimreakciot 50 pl tomény (2N) kénsavval, a kifejlodott szinreakcid intenzitasat
pedig ELISA-lemez leolvasoval (Victor3 1420 tobb csatornas szamlalod, PerkinElmer)
mértiik 450 nm-es hulldmhosszon. Végiil a hepatopancreas és a maj VTG tartalmat

szOveti koncentraciora (ng/mg szovet) atszamitottuk.

4.6 DJ-1ELISA

A bodorkak agyabol és majabol, valamint a csigak agyabol és kozépbél
mirigyéb6l szendvics ELISA technikaval (DuoSet ELISA Kit-R&D systems, RD-
DY8136-05) kvantitativ DJ-1 fehérje meghatarozast végeztiink az eldirt protokoll
szerint. Ehhez a kontroll és a 10, 50, 500 ng/L kezelt csoportok egyedeinek agy és maj
szoveteit (n=6 csoportonként) PBS-ben (pH=7,3) homogenizaltuk, majd a szdveti
tormeléket 15 percen at 1500 X g-n lecentrifugaltuk. A tiszta feliiluszobol hataroztuk
meg a DJ-1 mennyiségét. Elso 1épésben a mintahelyekre kikotottiik a DJ-1 specifikus
els6dleges antitestet (#844090) 0,8 ug/mL mennyiségben. A mintahelyeket mosast
kovetden szobahémérsékleten 1 oran at blokkoltuk. Ezutan 100 ul DJ-1 standard
(#844092) higitasi sort (0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5 ng/mL) és 100 pl szdvetmintat
adtunk a megfelelé mintahelyekhez és 1 6rat inkubaltuk azokat szobahémérsékleten.
A mintakhoz higité oldatban (1% BSA PBS-ben, pH=7,3) 45 ng/mL koncentracioban
feloldott masodlagos antitestet (#844091) adtunk, majd tovabbi 2 éran at inkubaltunk
szobahdmérsékleten. Mosast kdvetden higitd oldatban oldott steptavidin-HRP-t (1:40)
adtunk a mintahelyekhez €s tovabbi 20 percet inkubaltunk sotétben. Az enzimreakciot

TMB (3,3',5,5'-Tetramethyl-benzidine; #T0440; Sigma Aldrich) eléhivo oldattal

31



intenzifikaltuk. 20 perc sotétben vald el6hivast kovetden a reakciot tomény kénsavval
(2N) allitottuk le, majd az immunkomplex jelenlétére utalo kialakult kék szin optikai
denzitasat ELSIA-lemez leolvasoval (Victor3 1420 t6bb csatornas szamlalo,
PerkinElmer) mértiik 450 nm hulldimhosszon. A mérést harmas paralel elrendezésben
végeztiik, korrekcids hattérkivonassal (550 nm), végiil a mintdk DJ-1 tartalmat szdveti

koncentraciora (ng/mg szovet) atszamitottuk.

4.7 Immunhisztokémia
4.7.1 GnRH-szerl fehérjék vizualizalasa

A PFA-ban (4%, PB-ben) fixalt csiga agy szoveteket mosast kovetdéen 20%-0s
gliikéz oldattal 4 o6ran at telitettiik mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt csoportok
esetében (N=8 csoportonként). A fixalt szovetekbol, kriosztattal 14 um-es metszeteket
készitettiink, majd azokat mikroszkop targylemezre vettiik fel. PBS-ben torténé mosas
utan, a metszeteket 0,25% BSA, Triton X-100 (PBS-ben) oldatban blokkoltuk 1 éran
keresztiil, majd 1 pg/mL (1:200 higitas) nyalban termeltetett anti-human GnRH
antitesttel (HPA027532, Sigma) boritottuk azokat 24 o6ran at, 4 °C-on. Mosast
kovetden, NorthernLights™ NL557-konjugalt szamar anti-nyl masodlagos antitesttel
(NLO04, R&D Systems) kezeltiik a metszeteket (16 ora, 4 °C, 1:200-as higitas), majd
lpug/mL Hoechst 33342-vel (62249, Thermo Scientific) magfestést végeztiink
szobahémérsékleten, 15 percig, sotétben. A metszeteket PBS-glicerin 1:1 aranyu
oldataval fedtiik. Kisérleteinkben preabszorpciés kontroll vizsgalatot (anti-GnRH —
GnRH1 standard 1:1) és metodikai kontroll vizsgalatot (elsddleges antitest kihagyasa)
is végeztiink. A kontroll vizsgalatok esetében immunpozitiv jelet nem figyeltiink meg
a szovetekben. Az immunreakciot Leica DMIi8 1ézer konfokalis mikroszkoppal és
LASX (Leica Microsystems) szoftverrel elemeztiik.

4.7.2 DJ-1 szerl fehérje vizualizalasa

A PFA-ban (4%, PB-ben) fixalt hal agy és m4j szoveteket mosast kovetden 20%-
os gliikdz oldattal 12 oran at telitettiik, majd a szovetekbdl PBS-ben torténé mosas
utan kriosztattal 12-14 um-es metszeteket készitettiink, melyeket polilizinnel boritott
targylemezre vettiink fel. A metszeteket 0,25% BSA, Triton X-100 (PBS-ben)
blokkolasi 1épés utan egér anti-PARK7/DJ1 biotinilalt elsddleges antitesttel (0,45
pg/mL, 1:6 higitas, katalogus szam: 844091, R&D Systems) inkubaltuk egész éjjel, 4
°C-on. Ezt kdvetden, PBS-ben mostuk 6ket, majd avidin-konjugalt Alexa488 festékkel
(NLO09, R&D Systems) inkubaltuk 1:1000 higitasban, 2 6ran at 4 °C-on. A modositott
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DPBS-sel (8 MM NaxHPO4, 2 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 10 mM KCI, pH=7,4)
torténd mosast kovetden jeldltiik a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel (1 pg/mL,
DPBS-sel higitva), 10 percig szobah6mérsékleten, sotétben. DPBS-sel torténé mosast
kovetéen PBS-glicerin 1:1 aranyt oldataval fedtiikk a metszeteket, majd Leica DMi8
lézer konfokalis mikroszkoppal és LASX (Leica Microsystems) szoftverrel

analizaltuk.

4.8 Aramlasi citometria

A csigdk spermium szdmanak meghatarozasahoz a harom hetes kezelési
periodus utolso6 4 napjan izolaltuk egymastol a feln6tt allatokat (kontroll n=14 és kezelt
n=12) [125]. A kisérleti periodus végén a csigakat 2 ml 50 mM MgClz-dal szedaltuk,
preparaltuk a kozépbél mirigy proximalis felén futé ondovezetéket a mirigyet boritd
hartyabol valo kilépéstdl a prosztataba (a vékonyabb, hermafrodita vezetékig) futd
szakasz mentén (2. abra). A L. stagnalis reprodukcios rendszerének ezen részén az
ovotestisben (modosult ivarmirigy, amely az ovarium és a here megfelel6je) megérd
petesejtek ugyan athaladnak, de nem raktarozodnak. A csigak 4 napos izolalasa azért
sziikséges, mert ez id6 alatt kiiiriil a hermafrodita vezeték, a kanyarulatos csatorna
(pars contorta) és a tojastok (ootheca), valamint aktivalodik, dominanssa valik a him
reprodukcios rendszer és az ondovezeték megtelik érett, elraktarozott spermiumokkal
[125]. A preparalt ondovezetéket sooldatba (50 mM NaCl, 2 mM KCI, 4 mM CaCly,
4 mM MgCl,, 10 mM TRIS, pH=7,06) tettiik, vortex-szel alaposan kevertiik, majd a
visszamaradd szovetdarabot csipesszel eltavolitottuk. Az oldatban marado
spermiumokat 100 nM MitoTracker® Deep Red FM (Life Technologies, CA, USA)
festékkel jeloltiik, mely csak mik6dé mitokondriumomokat jelol. Inkubalas (30 perc,
szobahémérsékleten, s6tétben) és centrifugalas (1500 x g, 20 °C) utan a pelletet kétszer
mostuk sooldatban. A masodik mosas utan mar 1 mL PFA-ban (4%, PB-ben) vettiik
fel a spermiumokat, vortex-szel kevertiik, majd 4 6ran at fixaltuk szobahémérsékleten
sOtétben, végiil mosas kovetkezett. A mosas utan mar 1 mL DPBS-ben higitottuk a
spermiumokat és 1 pg/mL Hoechst 33342 festékkel (Life Technologies, CA, USA)
jeloltiik a sejtmagokat (inkubalas 15 percig sotétben, szobahOmérsékleten). Az
aramlasi citometrids vizsgalatokhoz minden mintabdl készitettiink 10x, 100x és 200x
higitast. A spermiumszamot Partec CyFlow ML aramlasi citométerrel meértiik,
melynek sordn Partec FloMax® FCM Data Acquisition and Analysis szoftvert

hasznaltunk. Részecske valogatas (sorter) utin Leica DMi8 lézer konfokalis
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mikroszkoppal ellendriztiik az analizalt felhd tartalmat. Minden higitast ismétléssel

mértiink, az eredményt a higitas fokaval korrigaltuk.

4.9 Kapillaris mikromintavételi technika

Az instabil metabolitok mérése szenzitiv és megbizhatd mérési modszert
igényel, gyors atfutasi idével. A kapillaris mikromintavételi tehcnikaval kombinalt
tomegspektrometria magas szenzitivitasa €s specificitdsa miatt egy gyors és alkalmas
eszk6z a molekulak (metabolitok, lipidek, peptidek) feltérképezo jellegli, kvalitativ
analizisére [134,135,137]. A tojasbol tortént egy-sejt metabolomikai vizsgalatokhoz
(embrié és szikanyag) kapillaris mikro-mintavételi technikat alkalmaztunk Zhang
[135] munkaja alapjan. A harmadik kezelési hét végén az egy-sejt analizisre vett
mintaink olyan petezsdkokbdl szarmaztak, amelyek kivaldo mindsitést kaptak az
értékelés soran. A csiga attetszd tojasai ellipszis alaktiak, 1 mm atmérdjiiek, egyenként
~0,5 uL viszkézus szikanyagot tartalmaznak. A vizsgalathoz a tojasokat kivettiik a
petezsakbol és a petezsak kocsonyds anyagat egy nedves, szalmentes kenddvel
eltavolitottuk a tojasok felszinérdl. A tojasokat egy Petri-csészébe helyeztiik, melyeket
megtamasztottunk egy iiveglemezzel, a mintavételi oldallal szemben. Egy mintavételi
kapillarissal (TW100-F-3, World Precision Instruments, Sarasota, FL)
mikromanipulator segitségével (Micromanipulator 5171, Eppendorf Austria GmbH.,
Bécs, Ausztria) ~0,3 pL szikanyagot vettiink mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt
allatok tojasaibol (n=12 csoportonként), majd azok metabolit Gsszetételét MS-el
vizsgaltuk. Az egy-sejtes allapota zigota ~100-120 um atméréjii, gdmb alaka sejt, a
peterakast kovetéen mar egy oran beliil kettéosztodik. A fertilizacio a petesejten és a
tojason lathato jelek alapjan megallapithato (polaris test — érett petesejt, ami keresztiil
ment a masodik meidzison; spermium flagellum maradvanyok a tojas szikanyagaban
a mikroszkopos képen). Igy az embri6 egy-sejt analizis csak bizonyitottan
megtermékenyitett petesejtbol tortént. A citoplazma mintavétel soran egy polirozott
hegy(i, ~20 um végatmérdjii (~0,5-1 MQ ellenallast) rogzitd kapillarist és egy roviden
elvékonyodd (short tapering) ~1 um végatmérdjiu (2-3 MQ ellenallast) mintavételi
kapillarist (BF100-50-10, Sutter Instrument, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk.
Mikromanipuldtor és vakuum segitségével rogzitettiik az egy-sejtes zigotat a rogzitd
kapillarissal és ~0,5 nL térfogatu mintat vettiink (n=10 csoportonként) az ellentétes
oldalrél egy masik manipuldtorba befogott mintavételi kapillaris segitségével. A

citoplazma metabolit dsszetételét szintén MS-el vizsgaltuk.
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4.10 Tomegspektrometria
4.10.1 Off-line NanoElectrospray IMS TOF tomegspektrométer

A csiga tojasban a szikanyag vagy citoplazma metabolit Osszetételének
meghatarozasat ion mobilitas analizatorral (IMS) is felszerelt repiilési id6 (TOF)
analizatoros tomegspektrométerrel (Synapt G2-S, Waters Co., Milford, MA) végeztiik.
A mintavétel utdn a mintavételi kapillarisba 1 pL elektrospré oldatot toltottiink (50 és
10% metanol) gél to1t6 pipetta hegy segitségével (930001007, Eppendorf, Hauppauge,
NY). A kapillarist dvatos razassal buborék-mentesitettiik, mieldtt csatlakoztattuk a
kapillaris befogdba. A kapillaris befogd egy modositott, mozgathatd és szigetelt
hordozoba volt rogzitve (H-12-S, Narishige, Tokyo, Japan). A kapillaris végétol egy
~1,5 cm hosszl platina szalat vezettiink be, ugy, hogy a kapillarisban 1évo
folyadékszintet elérje. A kapillarist ugy helyeztiik el, hogy annak hegye a nagy
felbontoképességii (~10 000 FWHM) tomegspektrométer bemenetétdl (oriflace) kb. 5
mme-re, kozépen helyezkedjen el. A platina szalra 200 V fesziiltséget kapcsoltunk egy
kiils6 tapegység segitségével, a megfeleld elektrospré eldallitasahoz és a vizsgalni
kivant molekulak ionizalasahoz. A keletkezett ionok kezdetben az IMS rendszerbe
keriiltek, amely sodro (drift) gaz segitségével valasztotta szét a hullammozgast végzo
ionokat, a molekulak alakja vagy litk6zési keresztmetszete szerint (collision cross
section). Ezutan a mar szétvalasztott ionok (és szétvalasztott izobar tomegek) kertiltek
a repiilési id0 analizatorba tomeganaliziste. Az IMS rendszerben nitrogén gazt
alkalmaztunk sodro gazként 90 mL/perc-es aramlasi sebességgel, 3,25 mbar
nyomason. Az IMS rendszerben a hullamsebességet 650 m/s-ra, mig a
hullammagassagot 40 V-ra optimalizaltuk. Az analizis soran az ionok sodrodasi idejét
(drift time) és m/z értékét rogzitettilk. Az egy-sejt mintak spektrumai 3 adatgytijtés
(scan) atlagabol késziiltek (1 adatgyiijtés/s). Szerkezet-meghatarozast argon titkzési

gaz segitette fragmentacioval végeztiink (CID), 20-30 eV energia alkalmazasa mellett.

4.10.2 Off-line NanoElectrospray ion csapda tomegspektrométer

A tojasban a szikanyag vagy citoplazma metabolit Osszetételének
meghatarozasat Off-line NanoElectrospray ionforassal (73084, Bruker Daltonics,
Bréma, Némtorszag) felszerelt Bruker AmaZon SL (Bruker Daltonics, Bréma,

Németorszag) ion csapda analizatoros tomegspektrométerrel szintén elvégeztiik. A
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mintaval és elektrospré oldattal (1pl) utantoltott kapillarist buborék-mentesitettiik,
majd a kapillaris befogoba rogzitettiik. Ezutan, a kapillaris befogot az Off-line
NanoElectrospray ionforrasban rogzitettiik a hordozé (Mounting tool) segitségével. A
hordozo6t eltavolitottuk a befogoérol, majd bezartuk az ionforrast. A minta kapillarist
pozicionaltuk x-, y-, Z-irdnyokban a manipulatorok segitségével, tigy, hogy a kapillaris
hegye kb. 5 mm-re legyen a tomegspektrométer bemenetétdl. A folyamatot két kamera
segitségével kovettiik nyomon. Az ionforrast negativ ionizaciés modban hasznaltuk,
950 V 1ionizald fesziiltséget (On Volt) alkalmazva. A kovetkezd elektrospré
paramétercket allandé értéken tartottuk az analizis ideje alatt: szaritd gaz (N»)
sebessége 4 L/min, hdmérséklete 120 °C, vivogdz nyomdsa 3 psi. A mérés soran az
ion csapda felt6ltési szakaszaban 20 ms-s varakozasi id6t (Pre-time) alkalmaztuk,
drive) 55 V-ra allitottuk. Az ionforrast pulzal6 modban alkalmaztuk a molekulak
azonositdsdhoz. Az ionizal¢ fesziiltséget (On Volt) 950 V-ra allitottuk, mig a maradék
fesziiltséget (Rest Volt Offset) - 250 V-ra, igy az abszolut alkalmazott fesziiltség (Rest
Volt) 700 V volt. A pulzidldo mod alkalmazéasaval csokkenthetd az alkalmazott
spréfesziiltség  értéke a feltoltési iddszakon kiviil. A feltdltési iddszakban a
spréfesziiltség megegyezik az ionizald fesziiltséggel (On Volt), mig a feltdltési
1d6északon kiviil a spréfesziiltség az abszolut fesziiltségre (Rest Volt) csokken (ionizalo
fesziiltség + maradék fesziiltség; On Volt + Rest Volt Offset). A pulzalé modd
alkalmazasa két eldnnyel jar: ldgyabb ionizacidt biztosit, igy védi a mintat az analizis
ideje alatt, valamint néhany anyag igy stabilabb az ion-sprében. Azonban, van egy
hatranya is: az aktualis ion-dram nem dallapithatdé meg. A fragmentacidhoz a
legintenzivebb 5 anyaion keriilt automatikusan kivalasztasra, aktiv anyaion kizarast
alkalmaztunk haromszori fragmentalas, valamint 1 perc utan. MS/MS fragmentacios

amplitddonak 2 V-t alkalmaztunk.

4.11 Adatemelzés

Az adatelemzést és a spektrum kiértékelést Mass Lynx V4.1 (Waters Inc.),
valamint Bruker DataAnalysis 4.1 (Verzidoszam: 359) szoftverekkel végeztik. A
molekuldk azonositdsa egyrészt normal tomegspektrumbdl tortént <5 ppm
tomegpontossaggal és/vagy a mért CCS adatok valamint az irodalmi referencia CCS
adatok Osszevetésével, masrészt egyes metabolitok esetén MS/MS spektrumbdl a

fragmentacios profilok segitségével. A metabolit aranyok meghatarozasat Graef [136]
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valamint Zhang ¢és Vértes [137] altal leirtak szerint hajtottuk végre. Az egy-sejtes
zigdtakban meghataroztuk az adenilat energia-hordozok (AEC) relativ aranyat és a

hex6zok (pl. gliikoz, galaktoz stb.) felhasznalast a kovetkezo egyenletek szerint:

ATP + 0.5 ADP UDPhexNAc

AEC = ATP + ADP + AMP hexo6z felhasznalas = UDPhex

A szikanyagban az AEC mellett a redox statuszt is meghataroztuk, melyet a
NADH (664,11 m/z) és NAD" (662,10 m/z) molekulak aranyabdl szamitottuk de Graef,

valamint Obrosova nyoman [136,138].

NADH
NAD*

redox statusz =

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

Az elkébitott halaktol 1 mL vért vettiink zart vérvételi rendszer segitségével
(véralvadasgatld nélkiil) a kontrol és az 500 ng/L kezelt csoport allataitol egyarant
(n=4 csoportonként). A mintakat centrifugaltuk (10 perc, 20 °C, 1500 x g), majd a
feliiluszobol szabad koleszterint (CHOL), HDL-, LDL-koleszterint és triglicerideket
(TG) mértiink automatizalt enzimatikus és kolorimetrias eljarassal (Roche Integra 800
System, La-Roche Ltd.). A mérések a rutin laboratoriumi eljaras szerint torténtek a

Pécsi Tudoméanyegyetem Klinikai Kézpont Laboratériumi Medicina Intézetében.

4.13 Stressz fehérjék vizsgalata

A 42 napos kisérleti periddus utan a kontroll és 500 ng/L kezelt allatoktol nyert
szérum mintakbol (n=3 csoportonként) stressz fehérjék vizsgalatat végeztik el
(Human Cell Stress Array Kit, R&D Systems). A mintakat PBS és proteaz inhibitor
koktél (Sigma Aldrich) keverékével higitottuk, majd 1% Triton X-100-at adtunk
hozzajuk és centrifugaltuk (5 perc, 10 000 x g), hogy eltavolitsuk a sejttormeléket.
Teljes fehérje mennyiség mérést végeztiink a mintakbdl annak érdekében, hogy az
Osszes mintabol egyforma mennyiséget vigyilink fel az assay membranokra. A
membranokat blokkoltuk 1 6rdn at, majd a masodlagos antitest koktéllal egy jabb
oran at inkubaltuk szobahOmeérsékleten. Az el0készités utdn a membranokat 1 mL
mintaba meritettilk és razopadon, 2-8 °C-on, egész ¢éjjel inkubaltuk. Haromszoros
mosas utan HRP-konjugélt sztreptavidint adtunk minden membranhoz és

kemilumineszcens detektalo oldattal (Amersham Biosciences, Hungary) eléhivtuk. Az

37



eléhivott filmet digitalizaltuk és a képpontok intenzitdsa alapjan értékeltiik az
immunpozitiv savokat. A kiértékelést Fiji ImageJ szoftverrel végeztiik, a savok
képpontjait a kontroll savokhoz normalizaltuk és jelentésnek tekintettiik a valtozast

35% feletti CV érték esetén.

4.14 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést OriginPro® 2015 (OriginLab Corp., Northampton,
Massachusetts, USA) és IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM Magyarorszag Kft.)
szoftverek segitségével végeztik. Az adatsorokon normalitds tesztet Kolmogorov-
Smirnov probaval, a variancidk egyenldségét Levene statisztikaval ellendriztiik. Ezek
eredménye alapjan a kovetkezd adatsorok 6sszehasonlitdsdban alkalmaztunk fiiggetlen
mintas t-probat, egy-utas ANOVA-t (Welch korrekciot, Scheffe vagy Tamhane post
hoc tesztet alkalmazva a relevans helyeken): a VTG meghatarozas mindkét fajban, a
petesejt termelés, az adenilat energia-toltést (AEC), a redox statusz meghatarozasa a
nagy mocsari csigaban, a DJ-1 fehérje mennyiség, koleszterin, HDL-, LDL-Kkoleszterin
¢s triglicerid meghatdrozdsa a bodorkaban. A csiga petezsdkok mindségének
Osszehasonlitdsa, bodorkdban a kezelés kezdetén és végén mért testhossz kozti
kiilonbségek, a kezdeti- és végsuly kozti kiillonbségek meghatarozasa, a szomatikus
indexek 0sszehasonlitasa az egyes kezelési csoportokban a nem-paraméteres Kruskal-
Wallis teszttel tortént. A  kiilonbségeket P<0,05 érték esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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5 Eredmények

5.1 Progesztogének hatasa a nagy mocsari csigaban
5.1.1 Kvantitativ molekularis valtozasok
51.1.1 A kozépbél mirigy VTG tartalma

A felnétt csigak kozépbél mirigyében szignifikansan emelkedett a VTG-szer(i
fehérjék szintje a harom hetes progesztogén kezelés végére. A kontroll csoportban
19,74+0,40 ng/mg szovet volt a VTG-szerli fehérje koncentracidja, mig a 10 ng/L
progesztogén kezelt csoportban ez szignifikansan ndvekedett 46,51+0,35 ng/mg
szovet értékre (8. abra). Ez a megfigyelés a magyarazata a késébb, a kezelés végén az

allatokban megfigyelt, megemelkedett petesejt szamnak (lasd 5.1.3.1 fejezet).

60+ 8. dabra A VTG-szerii fehérje mennyiségi valtozdsa
progesztogen kezelés hatasara felnott allatokban. A
VTG mennyiségét a kisérlet végén ELISA technikdval
hataroztuk meg a két kezelési csoportban (n=6
csoportonként, két fiiggetlen szériabol). A VTG szint
a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (sziirke
oszlop)  szignifikansan — emelkedett [tg)=-54,79;
P<0,001] a kontroll csoporthoz képest (fehér oszlop).

H

40

Vitellogenin [ng/mg szovet]

20+ £ Csillaggal (***) jeloltiik a szignifikans (P<0.001)
eltéréest, a diagram hibasavjai az adatsor szordsat
jelzik.

0

Kontroll 10 ng/L

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

Vizsgalva a DJ-1 védo fehérje mennyiségét azt talaltuk, hogy a 7. napon meért
eredmények a kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget mutattak a kezelt
csoportban, mind az agy, mind a kozépbél mirigy mintak esetében. Agybol a kontroll
csoportban 0,112+0,006 ng/mg szdvet, a 10 ng/L kezelt csoportban pedig 0,070+0,008
ng/mg szovet DJ-1 fehérje koncentraciot mértiink. A kozépbél mirigyben a kontrollban
0,121+0,006 ng/mg szdvet, a 10 ng/L kezelt csoportban 0,0754+0,008 ng/mg szdvet
volt a DJ-1 koncentracid. Ez a kiilonbség azonban eltiint a kezelés végére, a 21. napon
jelentds kiilonbség sem az agy (kontroll — 0,075+0,012 ng/mg szdvet; 10 ng/L kezelt
—0,090+0,011 ng/mg szdvet), sem a kozépbél mirigy (kontroll — 0,105+0,007 ng/mg
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DJ-1 [ng/mg szbvet]

szovet; 10 ng/L kezelt — 0,106=0,003 ng/mg szovet) mintdk esetében nem volt
detektalhat6 (9. abra).

0,15 -
T
0,12 - T I
| |
|
0,09 - kK
* %k
0,06 -
0,03 -
0 n=5 n=6 n=10| [151k¢
7.nap 7.nap 21. nap
Agy Kozépbél mirigy

OKontroll @10 ng/L

Q. dbra Az agy és a kozépbél mirigy DJ-1 mennyisége a 21 napos kezelési periodus 7.
és 21. napjain Lymnaea-ban, ELISA technikdaval meghatarozva. A DJ-1 szinta 7. napon
a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (sziirke oszlop) szignifikansan csokkent
[t7yagy=4,321; P<0,01; ti7kszepbel miriy=3,030; P<0,001] a kontroll csoporthoz képest
(fehér oszlop). Csillaggal (** és ***) jeloltiik a szignifikans (P<0,01 és P<0,001)
eltéreést, a diagram hibasdvjai az adatsor szorasat jelzik.

5.1.2 A him reprodukcioés rendszerben megfigyelt hatasok

5.1.2.1 A GnRH-szeri fehérjék immunhisztokémiai feltérképezése a kozponti
idegrendszerben

A L. stagnalis CNS-ében feltérképeztiik a GnRH-szerti peptid immunopozitiv
sejtek eloszlasat. A 10. abra ezen sejtek sematikus elrendez6dését mutatja.
Megfigyeltiink kicsi (<50 pm), kdzepes (50 - 100 pm) és 6rids (100 - 150 pm) méretii
immunpozitiv 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 varikozus
rostjai is mutattak immunreaktivitdst. Nem-neuronalis szovetekben (pl. kotdszovet,
hartya boritas, erek) nem azonositottunk GnRH-szerti peptideket expresszalo sejteket.
Az 6rids neuronok koziil ki kell emelni a szivmiikddés szabalyozasaban is szerepet

jatszo, elektromos és kémiai szinaptikus kapcsolatban allo visceralis-dorzalis (VD1)
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és a jobb parietalis-dorzalis (RPD2)  oridsneuronokat és azok immunpozitiv

arborizacidjat a VG-ban és a RPG-ban (11. abra A és B).

an

in

10. dbra L. stagnalis CNS-ének fénymikroszkopos képe (bal). Méretskdla 2 mm.
GnRH immunporzitiv sejtek lokalizaciojanak sematikus megjelenitése a CNS-ben
(jobb). Roviditések: AL — eliilso lebeny (anterior lobe); an — végbél ideg; cbc —
agydic-pofadiic konnektivum; cc — agydicok kozti kapesolat; CGC — agyi orids sejt;
cpc — agyduc-labduc konnektivum; cplc — agydiic-falidiic konnektivum; cpn — bér-
agykopeny ideg; erpan — kiilsé jobb fali ideg,; gn — ivarszervi ideg; in — bél ideg; ipn
— also labideg, irpan — belsd jobb fali ideg, Ipan — bal fali ideg; L/RBG — bal/jobb
pofaduc,; L/RCG — bal/jobb agyduc, L/RPeG — bal/jobb libduc; L/RPG — balljobb
fali duc;, L/RPIG — bal/jobb kopenyduc; min — kozépsé ajakideg;, mpn — kozépso
labideg; Pelb — labduic Ib régidja; sc — statociszta; sln — felsé ajakideg; spn — felsé
labideg; VG — zsigerigduc,; VL — hasi lebeny (ventral lobe).

Mindkét sejt a kontroll és a 10 ng/L progesztogén kezelt allatok CNS-ében
egyarant mutatott immunreaktivitast, kozel azonos intenzitassal. A jelolt neuronok
vastag axonjai a neuropilbe vetiiltek, ott tobbszorosen elagaztak. A VG-bol az
ivarszervi €és bél idegen keresztil kifutd rostokat figyeltink meg. A RCG
jelolédésének intenzitdsdban mar eltérés mutatkozott a kontroll és a kezelt csoport
allatai kozott. A kontroll csoportban sejtek és neuropil egyarant jelol6dott, de a 10

ng/L progesztogén kezelés utan a GnRH jelol6dés intenzitasa lecsokkent. A csokkenés
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a kezelt csoportban az eliils6 lebeny (AL) sejtjeit is érintette, melyek a him reprodukcio
szabalyozasaban vesznek részt. A 11C és D abra a RCG reprezentativ immunjeldlését
mutatja. A 12. abra a L/RPeG-ban megjelené GnRH-immunpozitiv sejteket és a
neuropil jelolédést mutatja. A kontroll csoportban (A és C) a L/RPeG egyarant
tartalmazott nem azonositott Kicsi- és kozepes méretli immunpozitiv sejteket, de a 10
ng/L progesztogén kezelésben (B és D) sejtek nem, csak a neuropil mutatott
immunreakcidt a megjelenitett, kdzel azonos metszési sikokban. A csokkenés a kezelt
csoportban a him reprodukcioért felelés, RPeG-ban talalhato Pelb klaszter sejtjeit (10.

abra) is érintette.
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RPD2

kontroll kezelt

kontroll kezelt

11. abra A VG, RPG és RCG GnRH immunjelolédése kontroll és progesztogén
kezelt csigakban. Kék szin jelzi a sejtmag jelolodést, piros szin jelzi a GnRH-szerti
peptid immunpozitivitist. (A és B) A VG-ban a VDI és a RPG-ban az RPD2
oriasneuronok jelolodése, valamint GnRH immunpozitiv axonok vetiilete a két
ganglionban. Az A kép dorzalis, a B kép ehhez képest medialis sikot jelenit meg.
Mindketton lathato, hogy a kontroll és a kezelt dllatok oriassejtjei ugyanolyan
intenzitassal jelolodtek. Meretskala: 200 um. (C és D) A RCG GnRH-immunpozitiv
jelolodeése a kontroll és kezelt allatokban kozel azonos metszési sikban. A kontroll
csoportban jelolodott sejtek kezelésben nem mutattak immunpozitivitast, csak a
neuropilben volt lathato GnRH jelolodés. Nyilak jelzik az egyes nem azonostott
neuronok, csillag pedig a neuropil GnRH immunjelélodesét. Méretskala: 50 um.
Roviditések: cbc — agydiic-pofadiic kapcsolat; cc — agydicok kozti kapesolat; cplc —
agyduc-falidiuc kapcsolat; gn — ivarszervi ideg; in — bél ideg.
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kezelt

kontroll

12. abra L/RPeG a kontroll (A és C) és 10 ng/L progesztogeén kezelt (B és D)
dllatokban. A kontroll csoportban lathato sejtes GnRH-jelolodés a kezelt csoportban
nem volt megfigyelheté. A GnRH-immunpozitiv (piros) sejteket nyilak, a neuropil
jelolodesét csillag jelzi. A kék szin a sejtmagot jeloli. Méretskala: 50 um. Roviditések:
mpn — kézépsé labideg, sc — statociszta.
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5.1.2.2 Spermium szam meghatarozas

Mivel a reprodukcid szabalyozasaban szerepet tulajdonitanak a GnRH-szer(i
peptideknek, ezek immunhisztokémiai eredményei felvetik a kérdést, hogy vajon a
progesztogén kezelés hatasa megjelenik-e az ivarsejtek szintjén is. Ennek felderitésére
spermium szdm mérést végeztiink aramlasi citometridval magfestés utan. A 13A abra
a spermiumok felh6képét mutatja (x tengely (FSC — sejtméret; FL6 UV LED — mag
festés), a 13B abra pedig az R1 kapu fénymikroszkopos képét sejtvalogatas utan. Az
R1 kapu felhdjében jelet add spermium fénymikroszkopos képét mutatja. A képen
lathat6 ép spermiumok (fej atlagosan 3,5 — 4,5 um; ostor ~600 — 800 pm) mellett letort
ostorral (200 — 400 um) rendelkez6 spermiumok is voltak, ez magyarazza az Rl
kapuban elkiiloniil6 két felh6t. A spermium szamlalas eredménye szerint (13C abra)
a kezelés végén a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport allatai szignifikdnsan kevesebb
(292 146 + 105 034 db/mL) spermiumot termeltek, mint a kontroll csoport allatai
(616 464 + 175 733 db/mL).
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13. dabra Spermium szam meghatarozasa L. stagnalis-ban aramlasi citrometiaval. (A)
A spermiumok aramlasi citometrias felhoképe (RI kapu) az 6rékité anyag mennyisége
(FL6 UV LED) és a méret fiiggvényeben (FSC). (B) Részecskevalogatas utan az R1
kapuban taldlhaté spermium fénymikroszképos képe. Skdala 100 um. (C) Atlagos
Spermium szam a kontroll (fehér) és a 10 ng/L kezelt progesztogén kezelt (sziirke)
csoport allataiban a 3 hetes kezelési periodus vegeén. A csillag (**) szignifikans elterést
jelol (P<0,01). [t24y=2,79; P<0,01; n=26]. A hibasdavok az adatsorok szérasat jelzik.

5.1.3 A néstény reprodukcios rendszerben megfigyelt hatasok

5.1.3.1 Petesejt szam ¢€s petezsak mindség

A GnRH-szer(i peptid him és ndstény reprodukcioban betoltott szerepe, valamint
intenzitasanak csokkenése a 10 ng/L-es progesztogén kezelés hatdsara, felveti azt a
kérdést is, hogy a spermiumokhoz hasonldan, vajon a petesejt termelés is valtozik-e a

csigaban. Ennek tisztazasara vizsgaltuk a mar lerakott, megtermékenyitett petesejtek
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(zigotak) szamat. A VTG szint emelkedésébdl arra szdmitottunk, hogy a lerakott
zigbtak szama emelkedd tendenciat mutat. Az egyes allatokra vetitett petesejt termelés
hétr6l hétre jelentds valtozast mutatott a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (14A
abra). Az elsé héten a kezelt csoport egyedei atlagosan 37,18+7,20 darab
megtermékenyitett petesejtet raktak allatonként, mig a masodik és harmadik héten
atlagosan 81,60+7,95, illetve 148,00+5,10 darabot. Ez az emelkedd dinamikaja
petesejt termelés a harmadik hét végére mar szignifikansan kiillonb6zott a kontroll
csoport allatainak atlagos petesejt termelésétél, annak tobb mint kétszerese volt. A
kontroll csoport allatainak petesejt termelése a harom hét alatt hasonld dinamikat
mutatott: allatonként atlagosan 73,00+5,36 petesejtet termeltek az elsd, 69,33+6,45 a
masodik és 63,94+3,70 petesejtet a harmadik héten.

A petezsdkok mindségének vizsgalata szerint a 10 ng/L progesztogén kezelt
csoport allatai az els6 héten szignifikansan rosszabb minéségii petezsakokat raktak
(50,00% kivalo; 21,43% kozepes; 28,57% rossz) a kontroll csoporthoz képest (85,19%
kivalo; 7,41% kozepes; 7,41% rossz). A kisérlet masodik és harmadik hetén mar nem
volt megfigyelhetd jelentds kiilonbség a két csoport kozott (14B abra). A kontroll
csoportban 76,00% és 77,80% volt kivalo, 20,00% és 16,60% volt kozepes, valamint
4,00% és 5,60% volt rossz mindségii kategoriaba sorolhatd petezsak. A kezelt
csoportban 68,00% és 72,00% volt kivalo, 8,00% és 4,00% volt kozepes, valamint
24,00% ¢és 24,00% volt rossz kategoridba sorolhato petezsak.
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14. dbra A petesejt termelés és a petezsakok mindségének valtozasa a felnétt dallatok
progesztogén kezelésének hatasara. (A) A lerakott petesejtek szama allatonként nem
mutatott szignifikans kiilonbséget az elso és a madsodik héten a csoportok kozt
[Fa39=011; P=0,91; n=40 és F1,48=0,91; P=0,38; n=49]. A harmadik héten
azonban a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport dllatainak petesejt termelése a
kontrolltol szignifikansan eltért [F(1,41=8,84; P<0,01; n=42]. A kontroll csoport
dllatai a harom hét alatt kézel azonos szamu petesejtet produkaltak allatonkeént, az
egyes hetek kozott csoporton beliil nem volt szignifikans eltérés [F(267=2,45;
P=0,094, n=69]. A kezelt csoport dllatainak petesejt produkcioja azonban jelentosen
eltért a hetek kozott csoporton beliil [F(261)=8,27; P<0,001; n=63]. A Tamhane post
hoc teszt szerint jelentos kiilonbség van az elsé és a harmadik hét [P<0.001], illetve
a masodik és a harmadik hét [P<0.01] adatai kozott is. Csillaggal jeloltiik a P<0,01
(##) és a P<0,001 (***) jelentds eltéréseket. A fehér oszlopok a kontroll csoport
adatai, a sziirke oszlopok a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport adatait jelzik, a
diagram hibasavjai pedig az adatsorok szorasat. (B) Az dabra a petezsakok mindség
kategoridk szerinti eloszlasat demonstralja a kontroll és a kezelt csoportban. A
petezsakok kivalo (feher), kozepes (sziirke) vagy rossz (fekete) mindségii értékelést
kaptak az elso, masodik és harmadik héten. Az elso héten a két csoport petezsakjainak
minéség eloszldsa szignifikansan kiilonbozott (Kruskal-Wallis Chi? = 6,31; P<0,05;
n=41), a kovetkezé két héten azonban ez a kiilonbség eltiint (Kruskal-Wallis
Chi?=3,65; P=0,56; n=50 és Chi*=0,15; P=0,70; n=43). Csillaggal jeloltiik a
P<0.05 (*) jelentos eltéreést.
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5.14 A sziilok progesztogén kezelésének utodokra kifejtett hatdsa
5.14.1 Progesztogének indukalta valtozasok az embriondlis fejlédés korai

szakaszaban

A progesztogén keverék hatasat vizsgalva kiilonbséget figyeltiink meg sejt
szinten, a zigdtak korai fejlodésének sebességében. Az embridogenezist az embrid egy-
sejtes allapotatol figyeltiik (1. stadium, 4. tdbldazat), az 1d6zités kezdetének pedig az
elsd sejtosztodast vettiik (1. stadium, két sejt), mivel ez allapithatdé meg pontosan. A
kontroll csigaktol szarmazo zigotak a masodik sejtosztodast (I11. stadium, négy sejt)
atlagosan 131£12 perc alatt érték el, a harmadik osztodason (IV. stadium, nyolc sejt)
pedig 110+4 perc mulva mentek keresztiil. Az elsé harom sejtosztodas teljes idéablaka
igy 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 IIl. stddiumot 115£17 perc alatt, a IV.
stddiumot 106+5 perc alatt érték el a zigotdk. A sejtosztdodds iddablakat az 4.

tablazatban foglaltuk 6ssze.

4, tablazat A sejtproliferdcio idéablaka az embriogenezis korai szakaszaban.

Meéretskala: 100 um.

l. 1. V.
Fejlédési stadium Kontroll 10 ng/L kezelt  Sejtméret (um)

I Egysejtes zigdta ~120

Il. 2 sejt (1. osztddas) Start pont Start pont ~100

Il 4 sejt (2. osztodas) 131412 min 11547 min ~100
Kilénboz6

V. 8 sejt (3. osztddas) 11044 min 10645 min L,
sejtméret

Totdl: 241114 min 22214 min

Kikelés: 13 +£0,7 nap 14+ 0,8 nap

5.1.4.2 A zigéta részleges metabolomikai elemzése

A felgyorsult sejtosztodast a progesztogén kezelt csoportban okozhatja tobblet
tapanyagok/kofaktorok jelenléte, vagy a metabolizmus hormonalis hatasra torténd

valtozasa. Ennek felderitésére megvizsgaltuk az egy-sejtes allapotu zigdta metabolit
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profiljat MS alkalmazasaval. Az 5. tdblazat 6sszefoglalasa annak a fragmentalassal
igazolt szerkezeti, 26 azonositott metabolitnak, amit megtermékenyitett, frissen
lerakott (<lh) petesejtbdl sikeriilt kimutatnunk. Az MS eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy nincs molekularis kiilonbség a kontroll és a kezelt csigaktol
szarmazo6 zigotak metabolit profiljaban. A 26 azonositott molekula koziil azonban csak
arra a kovetkez6 otre fokuszaltunk a tovabbiakban, amelyek tiikrozik a sejt altalanos
energetikai allapotat (15A abra): 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 adenilat
energiaforrds nem mutatott jelentds kiillonbséget a két csoport zigotai kozt: az AEC
arany 0,63+0,11 (kontroll) és 0,49+0,12 (kezelt) (15B abra) volt. A hex6z felhasznalas
viszont szignifikansan csokkent a 10 ng/L progesztogén kezelt csoportban (0,50+0,11)
a kontroll csoporthoz képest (1,16+0,36) (15C abra).
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5. tablazat Az egysejtes zigotaban (peterakast kéveto egy oran beliil) és a

szikanyagban (peterakast kéveté 1. és 96. oraban) azonositott molekuldk.

Az egysejtes zigétaban detektalt molekuldk

Kalkulalt Mért Fragmens mért o
, N o .. .. CCS CCS
Azonositott mc-)-n0|zotopos m(?.n0|zotopos Atémeg tomeg (A7 (A7
molekula Formula tomeg [Da] témeg [Da] [mDa] [Da]
1. Glutamin CsH10N203 145,0618 145,059 3,2 121,4 126
2. Glutamin sav CsHsNO4 146,0458 146,031 14,4 119,0 123
3. Glicerol foszfat C3HsO6P 171,0063 171,006 0,3
4. Hexoz foszfat CeH1309P 259,0224 259,021 1,8 142,6 143
5. UMP C9H13N,09P 323,0286 323,030 -1,6 155,6 158
6. CDP- . C11H20N4011P; 445,0531 445,036 17,0 185,3 185
etanolamin
7. CTP CoH16N3014P3 481,9772 481,977 0,2
8. UTP CoH15N2015P3 482,9613 482,954 7,7 178,0 179
241,013;
9. UDP-hexdéz CisH24N2017P; 565,0478 565,047 1,0 323,029; 207,2 204
384,988
Oxidalt
10. glutation C0H32N6012S2 611,1447 611,118 26,8 219,2 218
(GSSG)
A szikanyagban detektalt molekulak
, Kal.kuléllt I\/.Iértl ) Fra“gmens cosmét et
Azonositott mc.).n0|zotopos m(?.nmzotopos Atbémeg témeg (A7 (A7
molekula Formula tomeg [Da] tomeg [Da] [mDa] [Da]
1. IMP C10H13N4OgP 347,0398 347,052 -12,6 162,4 162
2. IMP +Na C10H13N4OsP 369,0218 369,036 -13,9 163,8 164
3. ADP +Na C10H15N5010P2 448,0045 448,009 -4,6 185,0 184
a. EDP'heXNA” CHzN:O17P2  644,0302 644,031 -0,4 229,4
272,951;
335,054,
5. NADH C21H29N7014P; 664,1175 664,115 2,4 346,051;
397,013;
408,005
Az egysejtes zigotaban és a szikanyagban is detektalt molekuldk
, Kal'kula”lt Mért' ) Fra“gmens cosmét et
Azonositott mg.nmzotopos mo"n0|zotopos Atbémeg témeg (A7 (A7
molekula Formula témeg [Da] tomeg [Da] [mDa] [Da]
1. GSH C10H17N306S 306,0765 306,077 -0,3 158,3 159
2. CMP C9gH14N3035P 322,0446 322,044 0,4 156,4 160
3. GSH+Na C10H17N306S 328,0452 328,052 7,2 159,8 160
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10.

11.

12.
13.
14.

15.

16.

AMP

GMP
CbP
uDbP
ADP -H,0

ADP

GDP

ATP

GTP
ciklikusADP
ribdz
GDP-hexdéz

UDP-hexNAc

NAD

C10H14NsO7P

C10H14NsOgP
CoH15N3011P;
CoH14N2012P;
C10H15Ns010P>

C10H15N5010P>

C10H15N5()11PZ

C10H16N5013P3

C10H16N5014P3
CisH21NsO13P;

C16H25N5016P>

C17H27N30417P;

C21H27N7014P>

346,0558

362,0507
402,0109
402,9949
408,0116

426,0221

442,0171

505,9885

521,9834
540,0538
604,0699

606,0743

662,1019

346,056

362,047
402,011
402,995
408,014

426,022

442,013

505,985

522,002
540,053
604,059

606,074

662,102

0,3

3,8
-0,1
-0,4
-1,9

4,0

3,8

-18,6
0,6
10,9

0,6

0,0

78,957,
96,959;
134,045;
210,994

134,045,
158,923,
272,955;
328,044;
346,054,
408,010

78,957;
158,924,
238,889;
272,951,
408,008;
426,017

282,036;
362,006;
384,985;
402,996

272,951,
328,037,
346,051,
408,005;
426,017;
540,047

167,6

163,3
174,3
168,2
176,1

180,9

176,9

189,1

1911
209,2
214,0

222,1

223,0

169

165
172
169
177

180

178

192

190

212

226
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15. dbra Az egy-sejtes zigota metabolomikai elemzésének folyamata. (A) Az egy-sejtes
zigota citoplazmdjanak reprezentativ tomegspektruma 300-700 m/z mérési
tartomanyban, mely a kiemelt molekuldkat jeleniti meg. A betét-kép a mikromintavételi
proceduradt mutatja, jobbrol balra a kévetkezdk szerint: tarto kapillaris, az egy-sejtes
zigota (<1 h) és a mintavételi kapillaris. A skala 100 um. (B) Az adenilat
energiahordozo molekuldk aranya (AEC) nem mutatott jelentds kiilonbséget [t,9y=-
1,77; P=0,110; n=10] a kontroll és a kezelt csoport kozott. (C) Az UDP-hexNAc/UDP-
hex arany szignifikansan csokkent [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 sziirkék pedig a kezelt csoportot. Csillaggal (**) jeloltiik a P<0,01
szignifikans eltérést, a hibasavok az adatsorok szordsat jelenitik meg.

I y I
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5.1.4.3 A szikanyag részleges metabolomikai elemzése

A szikanyag metabolit tartalmat is elemeztiik, melynek altaldnos molekuldris
profiljat, 21 azonositott metabolittal szintén az 5. tablazat foglalja 6ssze. Két fejlodési
allapotban vettiink mintat az embriot koriilvevd szikanyagbol: a petezsak lerakasat
kovetd egy oran beliil (egy-sejtes zigota allapot) €s 96 oOra utdn (a metamorfozis
kezdete, az altalanos kikelési id6 fele) (16A és B abra). Az MS eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy nincs molekularis kiilonbség az 1 6ras és a 96 6rds, valamint a
kontroll és a kezelt csigdktol szarmazo tojasok szikanyaganak metabolit profiljaban.
Az 16C abra egy reprezentativ tomegspektrumot (300—-700 m/z) mutat a szikanyagban
azonositott molekulakrol, amelyekbdl az AEC relativ ardnyat és a redox statuszt
hataroztuk meg. Az 1 oras szikanyag AEC értéke nem kiilonbozott a kontroll
(0,65+0,03) ¢és a kezelt (0,67+0,03) csoportokban, de a 96 oras szikanyag AEC értéke
mar jelentdsen eltért (0,34+0,04 a kontroll és 0,55+0,05 a kezelt csoportban). Més
megkozelitésben ez azt is jelenti, hogy a kontroll csoport csokkent AEC értéke a 96
oras szikanyagban kevesebb detektalt ATP-re és ADP-re utal a kezdeti 1 oras
statuszhoz képest. Ezzel szemben a kezelt csoportban a 96 oras szikanyag AEC értéke
alig csokkent a kezdeti 1 6ras stadiumhoz képest (17A abra). A szikanyag redox
statusza nem valtozott jelentésen a kezelt csoportban a kontrollhoz képest, sem az 1
oras, sem a 96 6ras stadiumban (17B abra). Habar érté¢ke novekvo tendenciat mutatott
az embridgenezis soran: 3,31+0,92 (kontroll) és 3,69+0,51 (kezelt) volt az 1 orés
tojasok szikanyagéaban, illetve 7,54+1,30 (kontroll) és 6,11£1,30 (kezelt) a 96 oras
tojasok szikanyagaban. A szikanyag redox statuszanak ilyen jellegli eltoldodasa a

szikanyag reduktiv kapacitdsanak novekedésére (tobb NADH) utal.
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16. abra Szikanyag mikromintavétel metabolomikai elemzéshez csigatojasbol. (A) 1
oras (felsd) és 96 ords (also) tojas. A nyil a talp kialakuldsanak kezdetét mutatja, mely
a metamorfozis elotti dllapotot jelzi. (B) A szikanyag kapillaris mikromintavétele 1
oras tojasbol. A kapillarist szaggatott vonal jelzi, a nyil pedig a kapillaris bemeneti
végét. A és B méretskala: 100 um. (C) A szikanyag reprezentativ tomegspektruma
300-700 m/z mérési tartomanyban, mely a kiemelt molekulakat jeleniti meg (AEC és
redox statusz).
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17. abra A szikanyagban taldlhato egyes metabolitok aranydnak elemzése. (A) A
kontroll és kezelt csoport AEC ardnya kozti kiilonbség lathato 1 oras (bal) és 96 oras
(jobb) szikanyagbol. Az 1 oras szikanyag AEC értékében nem volt kiilonbség [t,11)=-
0,516, P=0,61; n=12) a két csoport kozétt, de a 96 ords szikanyag AEC értékei mar
szignifikansan eltértek [t1,10=-3,691, P<0,01; n=11]. (B) A szikanyag redox stdtusza
az 1 oras (bal) és 96 oras (jobb) tojasban. Sem az 1 éras [t1,11)=-0,52; P=0,62; n=12],
sem a 96 orads [ta9= 0,90, P=0,39; n=10] szikanyag redox értéke nem tért el
Jjelentdsen a kontroll és a kezelt csoportok kozott. A 96 ords szikanyag redox értékei
emelkedtek az 1 oras szikanyaghoz képest mindkét csoportban. A fehér oszlop minden
esetben a kontroll, a sziirke pedig a 10 ng/L kezelt csoportot jeleniti meg. Csillaggal
(**) jeloltiik a P<0.01 szignifikancia szintet, a hibasdavok az adatsorok szordsat jelzik.
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5.2 Progesztogének hatasa a bodorkaban
5.2.1 Morfolégiai valtozasok

A kisérleti allatoknal hossznovekedést, valamint sulyvesztést tapasztaltunk a 42
napos kezelési periddus utan, azonban ezek a valtozasok nem tértek el szignifikansan
az egyes kezelési csoportok kozott. A szomatikus indexek vizsgalatakor mar
szignifikdns eltéréseket figyeltink meg a kontroll és a kezelt csoportok
Osszehasonlitasakor (18. abra). Az agy teljes testsilyhoz viszonyitott tomegében
(ASI) nem tapasztaltunk valtozast a négy csoport kozott. Ez az érték a kontrollban
0,58+0,23, a 10 ng/L kezelés utan 0,72+0,19, az 50 ng/L csoportban 0,65+0,18, mig
az 500 ng/L kezelésben 0,70+0,21 volt. A masik harom valtoz6é (MSI, GSI, VSI)
azonban a kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérést mutatott a progesztogén
kezelés hatasara. 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 jelentés hatassal. 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 kovetéen pedig 0,79+0,08 értékkel
mutatott szignifikans novekedést. Az egyes progesztogén kezelt csoportok eredményei
egymastol nem tértek el jelentdsen. Az 500 ng/L progesztogén kezelés a GSI indexre
jelentds hatassal volt, az 2,18+1,27 értékre csokkent a masik harom 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. dbra A kontroll és kezelt csoportok szomatikus indexei (A — ASI, B —MSI, C — GSlI,
D —VSI). * - a kontroll és a kezelt, # - a kezelt csoportok kézotti szignifikans eltéréseket
jeloli P<0.05 szignifikancia szinten vizsgalva. A dobozabra mutatjia a maximum és
Minimum értékeket, a minta interkvartilis terjedelmét és medidnjat.

5.2.2 Molekularis valtozasok
5221 A maj VTG tartalma

Vizsgaltuk a maj VTG tartalmat kezelések eldtt €s utan ,,szendvics” ELISA
modszerrel. Eredményeink alapjan a progesztogén kezelés hatasara emelkedett a VTG
koncentracid néstény bodorkak majszovetében (19. abra), jelentds emelkedést
azonban csak az 500 ng/L progesztogén kezelt csoportban figyeltiink meg (kontroll:
33,65+4,03 ng/mg szovet; 500 ng/L: 48,62+7,21). Azonban az alacsonyabb, 10 és 50
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ng/L progesztogén kezelés is lathatéan hatassal volt a VTG szintre. Mivel a VTG
inkabb az 6sztrogének kimutatasara elfogadott biomarker, munkank sordn probaltunk
azonositani olyan lehetséges markert, amely nagyobb érzékenységet mutat

progesztogén szennyezésre €s fliggetlen a nemektol (lasd: 5.2.2.2).
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bodorkaban. Szignifikans eltérést [F(2,3=8,22, P<0,05] talaltunk a kontroll és a 500
ng/L progesztogén kezelt csoport kézott (*) (A hibasavok az adatsorok szorasat jelzik,
n=3 csoportonként).

5.2.2.2 DJ-1 fehérje vizsgalata agyban és majban

Vizsgaltuk a DJ-1 védo fehérje, mint a progesztogén szennyezésben hasznéalhatd
lehetséges biomarker, mennyiségi viszonyait agy és maj szovetmintakban a kezelések
el6tt és utan ,,szendvics” ELISA moédszerrel. A him (0,21+0,04; 0,55+0,21 ng/mg
szovet, n=4) és ndstény (0,19+0,04; 0,53+0,03 ng/mg szdvet, n=06) egyedek kdzott nem
figyeltiink meg szignifikans eltérést sem az agy, sem a maj mintakban kontroll
koriilmények kozott. Ezért a tovabbiakban a him és a ndstény egyedeket nem
értékeltiik kiilon. A 20A abra a progesztogén kezelés indukalta agyi DJ-1 fehérje szint
emelkedését mutatja. Az 6sszes 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 szovet) szignifikdnsan kiilonbozott a
kontroll csoporttél (0,20£0,04 ng/mg szdvet). Erdekesség, hogy a legnagyobb

valtozast a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport mutatta és a kezelési koncentracid
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novelésével mérséklddott a DJ-1 fehérje szint emelkedése. A 20B dbra a progesztogén
kezelés indukalta DJ-1 fehérje szint szignifikans ndvekedését mutatja majmintakban
valamennyi kezelési koncentracié esetében (10 ng/L: 3,64+0,30; 50 ng/L: 3,65+0,69;
500 ng/L: 4,22+0,45 ng/mg szovet) a kontroll csoporthoz (0,54+0,25 ng/mg szovet)
képest. Az agyi mintdkkal ellentétben, a kezelési koncentracié novelésével a DJ-1

fehérje szint emelkedése volt megfigyelhetd.
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20. abra DJ-1 feherje koncentracio meghatarozasa ,,szendvics” ELISA modszerrel

crer

mutatja [ng/mg szévet], mig a vizszintes tengely a kezelési csoportokat abrazolja
(n=6 csoportonként). A DJ-1 fehérje tartalmat tekintve a kezelt csoportok a kontroll
csoporttol eltértek, de egymas kozott mutattak jelentds eltérést sem az agyban, sem a
mdjban. Az agyban fiiggetlen mintds T-probaval szignifikans eltérést mutattunk ki a
kontroll és a 10 ng/L [tao=-3,08;, P<0,05], a kontroll és az 50 ng/L [t10=-4,80;
P<0,01], valamint a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoport kozott [tpo=-2,33;
P<0,05]. 4 mdjban fiiggetlen mintas T-probaval szignifikans kiilonbséget mutattunk
ki a kontroll és a 10 ng/L [taoy=-11,47; P<0,01], a kontroll és az 50 ng/L [t10)=-
6,41, P<0,01], valamint a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoport kézott [t10=-9,71;
P<0,01]. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05. A diagram hibasdvjai az adatsor

szorasat jelzik.

Az agyban alacsonyabb DJ-1 koncentraciokat mértiink, mint a maj mintak
esetében, ez alapjan kontroll és 500 ng/L progesztogén kezelt allatok majan IHC
kisérleteket is végeztiink. A 21A abra egy tipikus IHC képet jelenit meg egy kontroll
bodorka majszovet metszetérol, amelyen hasonld méreti immunopozitiv
partikulumok lathatok homogén eloszlasban. Az 500 ng/L progesztogén kezelt

csoportban (21B abra), az immunoreaktiv DJ-1 fehérje mennyiségének novekedését

crcr
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21. dabra DJ-1 immunpozitiv elemek eloszldsa a bodorka mdjszovetében 500 ng/L
progesztogén kezelés eldtt (A) és utan (B). A sejtmagokat Hoechst 33342 festéssel (kék
szin), mig a DI-1 fehérje eloszlasat Alexa488 festéssel (zold szin) jelenitettiik meg.
Meéretarany 5 um és 50 um.

5.2.2.3 Szérum lipid szintek

A bevezetOben bemutatott szignalizacios utvonalak lehetséges kapcsolodasali
alapjan (1. abra) vizsgaltuk a progesztogén kezelés hatasat a szérum koleszterin,
HDL-, LDL-koleszterin és triglicerid szintekre (22. abra). A kontroll és az 500 ng/L
progesztogén kezelt csoportokat Osszehasonlitva 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 hatasara bekovetkezd szignifikans
csokkenését figyeltiik 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 szignifikans eltérést.
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22. abra Progesztogén kezelés hatdsa a szérum lipid szintekre bodorkaban. Jelentds
kiilonbség (*) volt kimutathaté a kontroll és az 500 ng/L kezelt csoportok kozétt a
koleszterin szint (P<0,05, Mann-Whitney U teszt) és esetében az LDL-koleszterin
szint [t7)=2,65; P<0,05] esetén (n=4 csoportonként). A fehér oszlopok a kontroll,
mig a fekete oszlopok a kezelt csoportot reprezentadljik, a diagram hibasavjai az
adatsor szordsat jelzik.

5.2.2.4 Stressz fehérjék vizsgalata

A lipid szintekhez hasonldéan szérum mintabol hatdroztunk meg kiilonb6zd,
stresszben fokozottan kifejez6dd fehérjéket. 26 szérum fehérje esetében vizsgaltuk a
progesztogén kezelés hatdsat, paralel modon. Ezek a fehérjék kiilonbozd bioldgiai
funkcioval rendelkeznek: metabolikus (FABP-1; PON1; PON3), apoptotikus (BCL-2;
Citokrom c; Foszfo-JNK Pan; Foszfo-p38a), antioxidativ (PON2; Tioredoxin-1,;
SIRT2; SOD2), stressz (HIF-1 alfa; HIF-2 alfa; Foszfo-HSP27; HSP60; HSP70;
NFKB1; Foszfo-p53), sejt differenciacio és proliferacio (ADAMTSI; Cited-2; Dkk-4;
p21/CIP1; p27), katalitikus (szénsav-anhidraz IX; IDO) vagy gyulladas gatlo (COX-
2). A kontroll és 500 ng/L progesztogén kezelt csoportokbdl szarmazd szérum
mintakat hasonlitottuk dssze. A kiilonb6z6 bioldgiai funkcidju fehérjék nem mutattak
egységes valtozast a progesztogén kezelés hatasara, talaltunk ndvekvd, csdkkend és
valtozast nem mutatd fehérjéket is. Az egyes fehérje szintek valtozasat a 6.
tablazatban foglaltuk 6ssze. Jelenetés csokkenést figyeltiink meg a FABP-1, NFKB1
és Dkk-4 fehérjék szintjében. Azonban a PON1, BCL-2, Citokrém c, Foszfo-JNK Pan,
PONZ2, Tioredoxin-1, Foszfo-HSP27, HSP60, HSP70, Foszfo-p53, ADAMTS1, Cited-
2, p21/CIP1, szénsav-anhidraz IX, IDO ¢és COX-2 fehérjék pozitiv jelet adtak a

membranon, de nem mutattak jelentds valtozast. Mig a PON3, Foszfo-p38a, SIRTZ2,
SOD2, HIF-1 alfa, HIF-2 alfa és p27 fehérjék szintje jelentésen emelkedett.
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6. tablazat Progesztogeén kezelés hatasa a stressz fehérjékre bodorkaban. A 26 vizsgalt
fehérjét biologiai funkciojuk szerint csoportositottuk (elsé 0szlop). A fehérjék
azonositoit a masodik és a harmadik oszlop mutatja. A negyedik és az 6todik oszlop a
fehérje szekvencia egyezését és a fehérje azonositasat [%] mutatjia a humadn és a
zebradanio fajok osszehasonlitasaval, az adatokat a BLAST on-line adatbazisabol
szarmaztak. Az utolso oszlop mutatja a szteroid kezelés hatdasdara megfigyelt valtozas
mértékét [%] és iranyat a kontroll csoporthoz képest. A varidcios koefficiens (CV) a

kovetkezd formula alapjdn szamoltuk: ckezeit! Ckontron*100.

Biol()gi:,li Gyakori név Pubm(?d’ Szek\/,encia Azonositas CV
funkcio azonositéo  egyezés [%] [9%0] [9%0]

Metabolizmus FABP-1 P00505.3 99 65 -42,0

PON1 P27169.3 99 49 -2,3

PON3 NP000931.1 99 49 43,3

Apoptozis BCL-2 P10415.2 99 68 13,8

Citokrém ¢ NP061820.1 100 85 -4,8

Foszfo-INK Pan  AAC50127.1 99 87 -15,1

Foszfo-p38a P46108.2 100 86 40,6

Antioxidans PON2 Q15165.3 9 55 -13,8

kapacitas Tioredoxin-1 ~ AAF86466.1 97 63 -8,3

SIRT2 AAK51133.1 9 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

NFKBI1 CAB94757.1 99 56 -40,8

Foszfo-p53 BAC16799.1 84 57 8,1

Sejt ADAMTS1 AAF15317.1 93 60 16,1

differencidcio, Cited-2 P05549.1 100 56 0,9

proliferacio

Dkk-4 Q9UBT3.1 90 ol -63,7

p21/CIP1 Q9BXP2.1 87 38 -20,2

p27 BAA25263.1 52 60 111,7

Kata!itikus Szénsav-anhidraz 28.4
enzimek IX EAW58359.1 93 38 '

IDO AEF30540.1 90 45 23,7

COX-2 P35354.2 93 S7 8,4
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6 Megbeszélés €s kovetkeztetések

6.1 Progesztogének hatdsa a nagy mocsari csiga reprodukciojara és

embrionalis fejlodésére

Vizsgalataink célja az volt, hogy megismerjik a 10 ng/L progesztogén
keverékkel torténd kezelés hatasat olyan vizi nem-célszervezeten, mint a nagy mocsari
csiga, kiilonos tekintettel az idegrendszeri valtozasokra, a reprodukciéra és az
embridgenezisre. Vizsgalataink soran a valasztott hormonkoncentracié (10 ng/L) a
kornyezetben is megtalalhatd koncentracid érték volt, vagyis laborkisérleteink
modellezték a lehetséges kornyezeti hatasokat és az altaluk okozott valtozéasokat.
Annak ellenére, hogy milyen széles korben haszndljdk a progesztogéneket a human
gyogyaszatban, kevés informacioval rendelkeziink arrdl, hogy a természetes vizekbe
Keriilve, biologiai aktivitasukat megbrizve, mint ED-ok, milyen komplex hatast
fejtenek ki a vizi szervezetekre. Vizsgalataink soran kiilonb6z6 in vivo és in vitro
biologiai tesztet végeztiink el, melyekben a hormonszennyezés sziilokre (GNRH-szeri
peptidek expresszidja, spermium szam ¢€s petesejttermelés, VTG tartalom, petezsak
mindség) ¢és az utddokra (embriondlis sejtosztddas iddablaka, AEC, hexo6z
felhasznalas) Kifejtett hatasait tartuk fel, kimutatva a potencidlisan karos hatasu

progesztogének 1j, eddig ismeretlen aspektusait.
Progesztogén-indukalta élettani valtozdsok a felnétt egyedekben

A VTG szintézis a hex6zok és az aminosavak elérheté mennyiségétél fligg
[78,79,81], 6sszhangban azzal a ténnyel, hogy a reprodukcié feltétele az altalanos
taplaltsagi allapotban bekovetkez0 pozitiv valtozas. A legtobb tojasrako fajpan a VTG-
szerli fehérjék és a VTG olyan proteinek prekurzorai a petesejtben, melyek biztositjak
az embridgenezishez sziikséges energia tartalékot (vitellinek). L. stagnalis-ban ilyen
ismert, vitellin tipust molekula a petesejt-ferritin  [61,73,139], de egyéb
tiidéscsigakban, pl. Helix aspersa-ban [140], Helisoma duryi-ben [141], vagy
Planorbarius cormeus-ban [139] is leirtak petesejt vitellineket. Erdekes megfigyelés,
hogy a petesejt-ferritin expresszidja csokkent xenodsztrogén (TBT) kezelés hatasara
L. stagnalis-ban [61], ellenben egy masik tanulmany szerint a petesejt-ferritin el
anyaganak, a VTG-szerli fehérjének mennyisége 14 napos TBT kezelés utan
emelkedett, 28 napos kezelés utan viszont cs6kkent egy masik édesvizi csigafajban

(Valvata piscinalis) [84]. Eredményeink szerint a k6zépbél mirigyben a VTG-szerii
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fehérje mennyisége szignifikansan emelkedett a 21 napos kezelési periodus végére,
Osszhangban a harmadik héten megfigyelt emelkedett petesejt termeléssel. Giusti [61]
szerint a petesejt-ferritin expresszidja a 21 napos progesztogén tipusua CPA kezelésben
(2 — 50 pg/L) nem valtozott jelentésen L. stagnalis-ban. Ez a megfigyelés eltér az
altalunk kapott eredményektdl, amelyek a természetben is lehetséges szituaciot, azaz
egy progesztogén keverék hatasat irjak le. Az eltérd valtozas a vitellin tipust és a
VTG-szerti fehérjék szintjén is bekovetkezhet, hatterében az alkalmazott, eltérd
koncentraciok (10 ng/L és 2 — 50 ug/L), valamint az eltérd progesztogén hatdbanyagok
allhatnak. Egyéb progesztogének hatasat a csigdk VTG-szerii fehérjéire ezidaig nem
vizsgaltak. Mas gerinctelenek koziil a kozonséges bolharakon (Gammarus fossarum)
figyeltek meg fokozott VTG szintézist 21 napos szteroid hormon (1 és 100 pg/L
ekdiszteroid és juvelilis hormon keverék) kezelést kovetden [74]. Osszegezve,
eredményeink azt mutatjak, hogy ellentétben a gerincesekkel, a puhatestiiekben a
VTG-szerli fehérje mérése alkalmas moddszer lehet a progesztogén szennyezések
jelzésére mar az atlagos kornyezeti koncentracioban is.

Célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy vajon a DJ-1 védd fehérje is alkalmas-e
a progesztogén szennyezés kimutatasara. Ez a molekula a C56 peptidaz protein csalad
tagja, antioxidans, onkogén, neuroprotektiv szerepét mind gerinctelen
[87,88,89,90,91,92], mind gerinces [93,94,95,96] fajokban leirtak, de szintjének
valtozasat ED kezelésben eddig még nem vizsgaltak. Eredményeink szerint a 21 napos
kezelés 7. napjan mind az agyban, mind a koz€pbél mirigyben csokken a DJ-1 fehérje
szintje, azonban ez a szignifikdns kiilonbség a 21. napra eltliinik. Ezek az eredmények
korrelalnak a lerakott peték szamaban és a petezsak mindségben kapott adatokkal, ahol
szintén az elsé héten lattunk szignifikdns csokkenést a kezelt csoportban. A lerakott
peték szama a harmadik hétre jelentdsen emelkedett, a petezsdkok mindsége pedig
javult. Eredményeink arra utalnak, hogy a DJ-1 mennyisége az allatok
¢életfolyamataiban bekovetkezett valos valtozas hatdsara csokken €s a progesztogén
szennyezés korai kimutatdsara alkalmas jelzémolekula lehet, habar mennyisége hamar
visszaall a fiziologias szintre.

Vizsgaltuk a progesztogének hatasat a reprodukcid szabalyozasaban, kézponti
idegrendszeri szinten. Feltérképeztiik a CNS-ben talalhato GnRH-immunpozitiv sejtek
elosztasat. Egy korabbi, L. stagnalis-on végzett tanulmanyban leirtakkal
Osszehasonlitva [123], ugyanattol a gyartotol szarmazo antitest alkalmazasat kovetden

tobb idegducban talaltunk immunopozitiv jelolédést. Ennek lehetséges okai pl. az
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eltér6 technikai feltételek (konfokalis mikroszkopia, vastagabb szeletek megfigyelése,
eltérd elsddleges antitest higitas és kiilonboz6 masodlagos antitest) alkalmazasa,
esetleg az antitest tisztitas fejlédése. A korabbi és az altalunk megfigyelt eredmények
kozott hasonlosag volt abban, hogy a legintenzivebben jel6lodé régié a L/RCG
lateralis lebenye, valamint hogy a L/RBG és LPG-ban nem lathaték GnRH-
immunpozitiv sejtek, illetve rostok. Ezzel szemben, eltérés mutatkozott a L/RPIG ¢és
L/RPeG jelolodésében, ugyanis a korabbi tanulmédnnyal ellentétben, mi nem
figyeltiink meg immunpozitivitast a L/RP1G-ban, azonban a L/RPeG-ban igen. A
L/RPeG-ban mind az 5 immunpozitiv sejtcsoport szimmentrikusan jel5l6dott a bal és
a jobb oldalon. Az altalunk megfigyelt sejteloszlas az egyes ganglionokban jobban
hasonlit a Helisoma trivolvis-ban talalhat6 GnRH-szeri fehérjéket tartalmazo sejtek
lokalizaciojahoz (a LPG kivételével), mint a L. stagnalis-ban korabban leirtakhoz
[123]. Helisoma trivolvis-ban ¢és Haliotis asinina-ban egyarant a VG jel6l6dik
legintenzivebben [123,142,143]. L. stagnalis-ban ugyanakkor kevesebb sejt jel616dott
a VG-ban, de azok kozepes méretli és Orids neuronok voltak. Az el6zo
tanulmanyokhoz hasonléan, a GnRH-immunpozitiv rostok a bél idegen és az
ivarszervi idegen keresztiil futnak ki a VG-bol. Eredményeink szerint a VG VD1 és a
RPG RPD2 oéridsneuronjai GnRH immunpozitiv jelet adtak, azonban mas jelolt
sejtekkel ellentétben, ezek intenzitasa fliggetlen volt a kezeléstdl. Irodalmi adatok
szerint ezek a sejtek 3-féle gént expresszalnak, amelyek 4-féle prekurzor proteint
kodolnak [144]. Ebbdl a 4 prekurzor proteinbdl poszttranszlaciés modosulassal jon
létre szamos neuropeptid, amelyekkel ez a két oridsneuron tobbek kozott példaul a
szivmiikddés szabalyozasaban vesz részt. Mivel az emlitett négybdl kettd prekurzor
protein aminosav sorrendje és az altalunk alkalmazott GnRH-antitest immunogén
szekvencidja 5%-ban mutat homoldgiat, elképzelhetd, hogy ezekben az oOrids
neuronokban olyan fehérjéket detektalunk, amelyek tobbek kozt GnRH-szer(i fehérjék
prekurzoraiként is szolgalnak. Ez magyarazna a kezeléstél fliggetlen, allando
immunjelet is.

Pettyes éti csigaban (Helix aspersa) a bél ideg, a szivburok beidegzése mellett,
az ovotestist is behalozza. Antkowiak és Chase [145] kimutattak, hogy erés pozitiv
korrelacid van az ovotestisben talalhato érett petesejtek szama ¢és a bél ideg ovotestist
behdlozd agan végigfutd spontan afferens akcids potencidlok frekvencidja kozott.
Feltételezik, hogy az ovotestisben tomegesen megérd petesejtek feszitik a

mirigyvégkamrak falat, ami akciés potencidlokat valt ki a falban fekvd
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mechanoszenzoros idegvégzodésekben. A 1étrejovo tonusos jel hatasara kovetkezik be
az ovulacio. L. stagnalis-ban szintén leirtak, hogy a bél ideg, ami behaldzza a néstény
reprodukcios rendszert, a peterakasi viselkedés négy fazisabol kettében is
meghatarozo szerepet jatszik (2. fordulas [turning] és 3. peterakas [oviposition]; 146)
[147,148].

Hermann és mtsai [147] L. stagnalis-ban leirtak, hogy a bél ideg ndstény
traktusbol eredd dgainak elektromos ingerlése a RPG-ban elhelyezkedd RPeN motoros
neuronok ingeriiletét okozza. Ez a neuron csoport szabalyozza a peterakasi viselkedés
masodik, fordulasi fazisat. A harmadik, peterakas fazisba torténd atmenetet biztositja
a CDCH gatl6 hatasa ezen a sejtcsoporton. A CDCH-t a L/RCG CDC klaszterében
elhelyezkedd sejtek termelik, ez a hormon felelds a ndstény reprodukcid
szabalyozasaért és a peterakasért. van Minnen szerint [149] IHC technikaval vizsgalva
a L/RCG-bol kiindulva 2 {6 iranyt mutat a hormont tartalmazé axonok projekcioja. Az
egyik a cerebropleuralis kapcsolaton keresztiil a L/RCG-ba és VG-ba fut6 ut, amely a
RPG-bol a belso és kiilsé kopeny idegeken keresztiil, a VG-bdl pedig az ivarszervi, a
bél és a végbél idegeken keresztiil vetiilnek ki. A masik a cerebropedalis kapcsolaton
keresztiil a RPeG-ba vetiil6 ut, ahol csak a neuropil jelolddik. A LPeG-ban pedig kevés
axon jelolodik [149]. Eredményeink szerint a GnRH immunjeldlés nem kiilonbozott a
kontroll és a 10 ng/L progesztogén kezelt csoport kozott azokon a részeken, ami a
nbstény reprodukcids szabalyozéassal hozhatd Osszefliggésbe (az ivarszervi és bél
idegek kifutasa a VG-bol, a neuropil jelolodése a L/IRCG-ban, illetve a L/RPeG-ban).
A L/RCG-ban és L/RPeG-ban azonban gyengiilt a GnRH-szer(i peptideket expresszald
sejtek jelolodésének intenzitdsa. Az intenzitds csokkenés érintette az eliilds lebeny
sejtjeit a L/RCG-ban, valamint a Pelb klaszter sejtjeit a RPeG-ban. Mivel ezek a
teriiletek felel6sek a him reprodukcid szabalyozasaért, érintettségiik Osszefliggésbe
hozhaté a progesztogén kezelésben megfigyelt jelentésen csokkent spermium
szammal. Gerinces allatokban és emberben is vizsgaltak az altalunk alkalmazott
progesztogének hatdsat a spermiumok szdmara, mozgdsi aktivitdsara és
megtermékenyitd képességére. Megallapitottak, hogy PRG kezelés (300 ng/L, 1 hét)
csokkentette a spermiumok motilitasat tizcselében, LNG kezelés (65 ng/L, 45 nap)
csokkentette a spermiumok szamat tiiskés pikoban [36,150,151], valamint
megfigyelték, hogy LNG-rel (1, 10, 100 ng/mL) kezelt humén spermiumokban dézis-

fliggé modon csokkent a mozgasi képesség €s a petesejttel valo fzios kapacitas [152].
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A progesztogén kezelés végén mért VTG szint jol korrelalt az ugyanekkor a
kezelt csoportban megfigyelt emelkedett petesejt szammal, mely ugyan csokkent az
elsé héten, de a harmadik hét végére a kétszeresére emelkedett a kontroll csoporthoz
képest. Eredményeinkhez hasonléan mas szerzok a progeszteron receptor agonista
VZ-nal kezelt (25 ng/L, 21 nap) L. stagnalis-ban azt figyelték meg, hogy az els6 héten
csokkent, a harmadik héten viszont emelkedett a lerakott tojasok szdma a kezelt
allatokban [60]. Ugyanakkor irodalmi adatok szerint a 21 nap hosszq, kiilon 10 ng/L
GES, 10 ng/ PRG, vagy 100 ng/L DRO hormonnal torténd kezelés nem volt hatassal
a tiizcsele petesejt termelésre, azonban 100 ng/L GES jelentésen csokkentette azt
[11,152]. Ttizcselén végzett szamos tanulmany demonstralta, hogy a LNG dozis-fiiggd
modon (0,8 ng/L koncentraciotol 100 ng/L-ig) csokkentette a petesejt termelést
[11,69]. A megfigyelések kozti kiillonbség magyarazhato az eltérd kisérleti allatokkal
(gerinctelenek és alacsonyabb rendii gerincesek), valamint az eltéré kisérleti
felépitéssel (a keverékkel ellentétben csak egyféle hormonnal torténd kezelés) és
koncentraciokkal. A petesejt termeléshez hasonloan a petezsdkok mindsége is romlott
a kezelt csoportban az els6 héten. Az ltalunk kigondolt petezsdk értékeld rendszerhez
hasonlot korabban nem publikaltak. Ugyan leirtak valtozasokat egyes ED-ok hatdsara
a tojasban, ill, a petezsak rakas tendenciajaban [60,62], amely adatokon alapulnak az
altalunk valasztott vizsgalt paraméterek (poliembridnia és halott embriok szama), de
eddig nem foglaltak 6ssze azokat egy kompakt rendszerben.

Eddigi eredményeink szerint a L. stagnalis szenzitiv a vizi kdrnyezetben
egyforma koncentracioban (10 ng/L) jelen 1év6 progesztogének keverékére. A
koncentracio Osszeadodas (CA) modell szerint, mikor a keverékben alkalmazott
Osszetevok egymastol fiiggetleniil is hatnak, a keverék altal kivaltott hatas mértéke
additiv. Raadasul a keverék fizioldgiai hatdsa eltér alacsony ¢és magas
koncentracioban. Christen és mtsai [153] leirtak, hogy a két- és haromkomponensii
Osztrogén keverékek szinergista mddon hatnak magas (EC50) és antagonista modon
alacsony (EC10) koncentracioban. Az altalunk hasznalt progesztogén keverékben
jelen van a PRG, a PRG-bol szarmaz6 DRO, amelyek anti-androgén hatassal
rendelkeznek. Emellett a LNG és a GES a tesztoszteronbol szarmaznak, részben
androgén aktivitast mutatnak [9]. Ezek alapjan érdemes lenne vizsgalatot végezni
annak felderitésére, hogy az altalunk hasznalt hormonkeverék mely komponensei

milyen médon hatnak a kiilonb6z6 (EC10, EC50) koncentracidkban (erdsitik, vagy

67



gyengitik egymas hatasat), valamint ezéltal kapnank eredményt arrdl, hogy mely

Osszetevok feleldsek az altalunk a csigdban megfigyelt valtozasokért.
Progesztogén-indukalta valtozasok a kezelt sziilok utodaiban

A L. stagnalis sziilok vizsgalata soran megfigyelt valtozasok felvetették a
gondolatot, hogy a sziilok progesztogén kezelése hatassal lehet a tojasokat érintd
hormonalis jelatvitelre és azok molekularis Osszetételére. A hormonalis szignalok
képesek hatni a sejtciklusra direkt, vagy indirekt modon (differencialodas, proliferacio
és életképesség), valamint a hex6z metabolizmusra a G-protein kapcsolt receptor
(GPCR)-AC-cAMP-PKA-MAPK tutvonalon [154,155], a GPCR-AC-cAMP-PI3K-
AKT 1tvonalon [78,156], a GPCR-JAK/STAT utvonalon [154,157] illetve a GPCR-
AC-cAMP-PKA-GLI3-Hedgehog tGtvonalon [157,158] keresztiil is (23A abra). Az
5.1.3 fejezetben részletezett végpontok (sejtosztodas, AEC, hexoz felhasznalas és
redox statusz) egyikét sem vizsgaltak korabban szélesebb értelemben ED, sziikebb
értelemben progesztogén kezelések soran. A tojas képzés és annak Osszetétele a
sziiloktol figg és meghatarozza az utdd életképességét [159]. Figyelemre mélto az a
megfigyelésiink, hogy az embrionalis fejlddés korai szakaszaban a sejtosztodas ideje
rovidiilt, a progesztogén keverékkel kezelt sziil6k zigotai gyorsabbal érték el a 8 sejtes
fazist, ugyanakkor a végso kikelés nem tortént meg hamarabb a kontroll csoporthoz
képest. Az egy-sejtes zigdtdkban a citoplazma AEC szintje, ami a metabolikusan
rendelkezésre allo, adenin nukleotidokban tarolt energia szintjét jelzi, nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozt. Ezzel szemben az UDP-hex szint
emelkedett volt, igy az UDP-hexNAc/UDP-hex arany szignifikansan lecsokkent
azokban a zigbtakban, amelyek progesztogén kezelt sziiloktdl szarmaztak. lrodalmi
adatok alapjan ismert, hogy ez az ardny a citoplazmaban 1évd hex6z felhasznélasatol
fiigg [160,161,162,163,164] (23B abra), amely a glikogén szintézisben jatszik fontos
szerepet. A hexoz a sejt citoplazmajaba keriilve hex-6-P-ta alakul, amibdl a sejt energia
statuszatol és hexdz tobbletétél fliggéen UDP-hex képzodik és glikogén
szintetizalodik [71,80]. A glikogén elraktarozott energia forrasként szolgal a fejlodo
embrié szamara. Ha a sejt megfelel6 energia allapotban van, az anabolikus
folyamatokat szabalyoz6 enzimek miikddése fokozodik és megindul a glikogén
szintézis. Habar kozvetleniil a glikogén szintet nem vizsgaltuk, az emelkedett UDP-

hex szint latszolag arra utal, hogy a kezelt sziilokt6l szarmazo zigotak tobb glikogént
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termelnek, mint a kontroll sziil6ktdl szarmazok. Viszont a glikogén szintézishez
energia szlikséges és az AEC arany nem tért el a kontroll és a kezelt szliloktdl szarmazo
sejtekben. Figyelembe véve, hogy a hormonalis szignalok a GPCR-AC-cAMP-PI3K-
AKT kaszkadon keresztiil hatva blokkoljak a glikogén-szintaz kindz 3 (GSK3) enzim
miikodését [165,166,167], az emelkedett UDP-hex szint magyarazata inkabb az, hogy
a glikogén szintézis megall, emiatt az UDP-hex akkumulalodik azokban az egy-sejtes
zigotakban, amelyek kezelt sziiloktdl szarmaznak. Ezzel parhuzamosan a GPCR-AC-
CAMP-PI3K-PIP3-PDK1 rendszer [155] felerdsiti a hexoz felvételt (23B abra), igy a
hex6z metabolizmus nem sériil. Wells és mtsai [168] szerint az UDP-hexNAc készlet
direkten fiigg a hex6z koncentraciotél. Az UDP-HexNAc a hexdzamin-bioszintézis
utvonalon keresztiil termelddik €s a sejtek a fehérjék post-transzlacios modositasaban
hasznaljak fel és/vagy glikoprotein, vagy N-glikan szintézisre termelik. Az utobbi
szintén tapanyag forrasként szolgal a fejlodé embrid szamara [169], ezért
feltételezhetd, hogy az embriok tapanyagellatasa nem sériil a sziilok hormonkezelése

soran.
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23. dbra (A) A szignalizdcios molekuldak és utvonalak sematikus dbrazolasa, amelyek
a sejt-ciklus és a metabolizmus szabdlyozasaban vesznek részt. GPCR: G-protein
kapcsolt receptor; AC: adenilat-ciklaz;, cAMP: ciklikus-adenozin monofoszfat;, PI3K:
foszfatidil-inozitol 4,5-bifoszfdt 3-kindz; AKT: RAC-szerin/treonin protein kindz, vagy
protein-kindz B; PKA: protein-kinaz A; GLI3: cink ujj fehérje GLI3, a GLI
feheérjecsalad C2H2-tipusu cink ujj fehérje alosztaly tagja; ERKS: extracellularis-
szignal-szabalyozo kinaz 5; JAK/STAT: Janus kindz (JAK) és két transzkripcios
szignal transzduktor és aktivator; MAPK: mitogén aktivalta protein kinaz, Hedgehog
szignalizacios utvonal: ez a jelatviteli ut Hedgehog szignalizacios fehérjekbol dll,
amelyek tovabbitiak a megfelelo fejlodéshez sziikséges informdciot az embrionalis
sejtek felé. (B) A hexoz felhasznadlds sematikus megjelenitése a citoplazmaban. Hex-6-
P: hexoz-6-foszfat;, Fru-6-P: fruktoz-6-foszfat; UDP-hexNAc: uridin-difoszfat N-
acetilhexézamin; UDP-hex: uridin-difoszfat hexoz; GFAT: glutamin.fruktoz-6-foszfat
amidotranszferdz enzim.

A tojasban 1évo szikanyag egy dinamikusan valtozo kozeg, részt vesz az
embrionalis fejlodés tamogatasaban azaltal, hogy a szilikséges tapanyagokat és a
megfeleld kornyezetet biztositja a zigdtdnak minden egyes fejlddési stadiumban.
Eredményeink szerint ennek az embrioét koriilvevé kozegnek a kvalitativ Gsszetétele

nem valtozott a sziil6k progesztogén kezelésének hatdsara (nem detektaltunk 0j/mas
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molekulakat), valamint kezdetben nem kiilonboztek a kontroll és a kezelt csoportok
tojdsai az egyes metabolitok aranyat tekintve (redox statusz €s AEC). A redox statuszt
részben a glikolizis enzimei befolyasoljak, azaltal, hogy a NADH/NAD* arany
egyensulyi allapotat beallitjak. Ez az arany emelked6 tendenciat mutatott a L. stagnalis
embridogenezise soran, de nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és a kezelt
csoport tojasainak redoX statusza kozott. Ez alapjan arra kovetkeztetlink, hogy a sziilok
progesztogén kezelése nem volt hatassal a tojasok glikolitikus enzimrendszerére.
Azonban a glutation (GSH) — oxidalt glutation (GSSG) molekulak aranya jelentésebb
redox pufferrendszerként miikodik, minta NADH/NAD™" pufferrendszer, mivel inkabb
a GSH pufferhatasa dominal redox folyamatokban [137,138]. Szikanyag méréseink
soran csak a redukalt GSH format tudtuk stabilan detektalni, oxidalt formajat (GSSG)
azonban nem, emiatt csak a NADH/NAD" aranyt elemeztiik.

Ezzel szemben a szikanyag AEC értéke jelentdsen emelkedett értéket mutatott a
kezelt csoportbol szarmazo csigak tojasaiban az embridgenezis félidejénél, 96 oranal.
Az emelkedett AEC arany arra utalhat, hogy a progesztogén kezelt sziilok tobb hexozt
juttattak a tojasaikba a kontroll csoport feln6tt allataihoz képest. A szikanyagban jelen
1évé hexdz tobblet a fejlodésnek ebben a stddiumaban egyrészt nagyobb energia
bazisként szolgalhat a kozelgd metamorfozishoz, masrészt pedig az utod
¢letképességének javitdsara hivatott, mint az utodd tolerancia/adaptacio képességének
erdsitése a szteroid szennyezett kdrnyezetben.

Osszegezve a fent leirtakat elmondhatd, hogy a L. stagnalis érzékeny a
progesztogén szennyezésre mar az altalanos kornyezeti koncentracioban is.
Eredményeink szerint progesztogén keverék hatdsara valtoztak mind a szomatikus,
mind a molekularis paraméterek, valamint az utédokra is hatdssal volt a sziilék
progesztogén kezelése, ugyanis a kezelt sziilok tobb hexoz jelenlétét biztositottak a

tojasok szikanyagaban.

6.2 Progesztogének okozta fizioldgiai €s molekularis valtozasok bodorkdban

A progesztogén kezelés minden csoportban hasonl6 tendencidjii hatdst mutatott
a halak teststlyara és a testhosszara, azonban ezek statisztikailag nem voltak jelentds
valtozasok. Ezt okozhatta az alkalmazott relativ rovid expoziciés id6. Ugyanakkor, a
VSI szignifikans emelkedése, a GSI szignifikans csokkenése a kezelési koncentracio

novelésével végig kimutathatd volt, a MSI azonban az 500 ng/L kezelt csoportban mar
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nem mutatott szignifikans eltérést a kontroll csoporttdl. Fontos megemliteni, hogy
ezekhez a tesztekhez kevert nemii csoportokat haszndltunk, mivel a him és néstény
egyedek megjelenésiikben nem kiilonithetok el. Eredményeinkhez hasonloan, egy
korabbi tanulmany [36] szintén vese hipertrofiat allapitott meg >40 ng/L LNG kezelés
hatasara ndstény tliskés pikoban. Azonban 25 ng/L LNG kezelésben mind hossz, mind
sulynovekedést talaltak ndstény tlizcselékben [8]. Zucchi és mtsai [19] szignifikans
csokkenést lattak a GSI értékben 5000 ng/L DRO és 400 ng/L PRG kettds kezelés
hatdsara zebradanioban, de DeQuattro €s mtsai [152] tlizcselében 1000 ng/L PRG
kezelésben nem tapasztaltak valtozast a GSI értékben. Az is ismeretes, hogy a GSI
szezondlisan valtozik a Balatonban €16 keszegfélékben [170]. A marciusban alacsony
GSI értek aprilisban ugrasszertien megndvekszik, juliusban lecsokken, majd a nyari
nyugalmi iddszakot kdvetden Osszel lassan novekedni kezd, november végére pedig
eléri a tél folyaman lecsokkend értéket. Kisérletiinket akkor végeztiik, amikor a nyari
nyugalmi iddszakbdl lassti novekedésbe kezdtek a gonadok. Ez okozhatta a kontroll
csoport magas szOrasat, azonban az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy az 500
ng/L progesztogén kezelés gatolta a gonadok lasst novekedését [170].

Az altalunk hasznalt DRO, LNG és PRG keverék VTG szintemelkedést indukalt
néstény bodorkak majaban, de csak a legmagasabb kezelési koncentracié (500 ng/L)
alkalmazdsanal tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikans
emelkedést. DeQuattro és mtsai [152] csokkent VTG mRNS tartalmat mutattak Ki
tlizcselében 21 nap hosszu, 10 ng/L PRG kezelést kovetéen. Zucci és mtsai [19] azt
figyelték meg, hogy az egyediili 50 ng/L DRO kezelés zebradanioban jelentdsen
csokkentette a maj VTG mRNS szintjét, viszont az allatokat 50 ng/L DRO ¢és 4 ng/L
PRG keverékével kezelve mar nem volt kimutathato ez a hatds. Tovabba megfigyelték,
hogy 500 ng/L DRO kezelés 6nmagaban, és 40 ng/L PRG-vel kombinacidban is
jelentdsen csokkentette a maj VTG mRNS szintjét. Ezzel szemben a plazma VTG
szintje mindvégig valtozatlan volt az egyediili DRO és a PRG-vel kombinacioban
torténd kezelések sordn az emlitett koncentraciokban 14 napos kezelési periddusban.
Mas tanulmanyok szerint tlizcsellében a plazma VTG szintjére a 0,5 és 5 ng/LL LNG
nem volt hatassal, 25 ng/L LNG jelent6sen novelte, de 100 ng/L LNG jelentésen
csokkentette a plazma VTG szintet [8,11]. Tovabba 30 ng/L LNG kezelés X. laevis-
ben sem okozott jelentés valtozast a VTG mRNS szintjében [12]. Az egymasnak
ellentmond6 irodalmi adatok és a sajat eredményeink alapjan arra kovetkezethetiink,

hogy a VTG, mint biomarker a progesztogén szennyezés jelzésére nem alkalmas
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alacsonyabb rendii gerincesekben, mivel kiilonb6z6 valtozast mutat a szennyezés
fajtaja és koncentracidja fliggvényében, raadasul csak ndstény egyedekben
hasznalhato. Ezek miatt mertilt fel az igény egy 1j, progesztogén szennyezeEs jelzésére
alkalmasabban hasznalhat6 biomarker felkutatasara.

A DJ-1 fehérje és a szteroidok néhany kozos timadasponttal rendelkeznek, ezért
alternativaként a DJ-1 fehérjét vizsgaltuk, mint a progesztogén szennyezés lehetséges
jelzémolekuldja. Megfigyeltiik, hogy a bodorkék agyaban és majaban talalhaté DJ-1
fehérje szintje progesztogén kezelés hatasara szignifikansan megndtt mar a legkisebb
alkalmazott koncentracié esetén is, fiiggetleniil a vizsgalt nemektdl. Mivel megfeleld
érzékenységet mutatott a szennyezés jelzésére, igy alkalmas és potencialis jelzo
molekulanak tekinthet6. Ugyanakkor, a szérum koleszterin ¢s LDL-Koleszterin
szintjének parallel csokkenését figyeltiik meg a kezelés hatdsara. Figyelembe véve a
sajat eredményeinket és azt, hogy kordbban az LDLR-gén csokkent expressziojat,
valamint a szérum koleszterin és LDL-koleszterin emelkedett szintjét figyelték meg
DJ-1-géncsendesitett sejtekben és DJ-1-génkititott egerekben [102,104], elmondhato,
hogy a DJ-1 fehérje hat a koleszterin homeosztazisra halakban. Az LDLR expresszio
serkentése altal né az LDL visszavétel (reuptake) a szérumbol, igy csokken az LDL-
koleszterin szint. A progesztogének direkt modon stimulaljak az LDLR expressziot.
Feltételeztiik tovabba, hogy a progesztogének direkt mdédon befolyasolhatjadk a DJ-1
fehérje expresszidjat, ezaltal indirekt modon stimulaljak az LDLR-Kat, tovabb erésitve
a szérum LDL-koleszterin csokkenését (24. abra). Ismert, hogy gerincesek esetében a
szérum Koleszterin, LDL-, HDL-koleszterin szintek és az LDLR expresszid
fiiggetlenck a nemtdl. Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy a DJ-1 indirekt
modon befolyasolja a szérum koleszterin, HDL- és LDL-koleszterin szinteket, igy az
altalunk alkalmazott kevert nemii mintacsoport estében is hasznalhat6 modszer a
szennyezés okozta valtozdsok kimutatasara. Osszegezve, a DJ-1 alkalmasabb
biomarker progesztogén szennyezés felmérésére, mint a VTG, amely inkabb néstény
egyedekben mutat szignifikans valtozast. Azonban, a DJ-1 hasznalhatosagat, mint
hat4sos biomarkert vizi 6koszisztémak progesztogén szennyezésének kimutatdsaban,

tovabbi kisérletekkel kell megerdsiteni mas fajokon is végzett vizsgalatok alapjan.
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24. abra A progesztogének hatasa a szérum LDL-koleszterin szintre. A progesztogének
direkt és indirekt uton, a DJ-1 fehérjén keresztiil képesek hatni az LDLR expressziora.
Ezdltal csokkentik a szérumban mérheté LDL-Koleszterin szintet.

A sejtszintli hatdsok kimutatdsa céljabol 26 stressz fehérje expressziojanak
valtozasat vizsgaltuk progesztogén kezelés hatasara. A fehérjék egy csoportjanak
expresszidja, beleértve a HIF-1 alfa, HIF-2 alfa, PON3, Foszfo-p38a, SIRT2, SOD2,
¢és a p27 fehérjéket, novekedést mutatott. A HIF-1 a hipoxia indukalta celluléris és
homeosztatikus folyamatok f6 szabalyozodja, szamos gén transzkripcios aktivitasat
befolyasolja, ezaltal hat az energia metabolizmusra, apoptézisra és mas egyéb
sejtfolyamatokra, amelyek végeredménye a novekvo oxigénszallitas és a metabolikus
adaptacio erésitése [171,172,173,174]. A PON3 fehérje emberben foleg a majban
szintetizalodik, a véraramba keriilve kotddik a HDL-koleszterinhez. Ez a fehérje
gyorsan képes hidrolizalni a lakton tipusti molekulakat és hatékonyabban képes gatolni
az LDL-koleszterin oxidaciojat, mint a PON1 fehérje [175]. A Foszfo-p38a, mas néven
mitogén-aktivalt fehérje kinaz (MAPK), a MAP kinaz fehérje csalad tagja. A MAP
kindzok szdmos biokémiai jelatviteli ut integracids pontjaként vannak jelen, a sejt
folyamatainak széles korében érintettek, példaul a sejt proliferacioban,
differencidcioban, transzkripcid szabalyozasban és a fejlodésben. A Foszfo-p38a a
sejtet ért kiillonbozdé kornyezeti stresszhatasra és gyulladasos citokinek hatasara
aktivalodik [176,177]. A SIRT2 fehérje a deacetilaz fehérjecsalad tagja, az dregedési

folyamatok soran a cellularis stressz elleni védekezésben van szerepe [178].
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Eredményeink alapjan bodorkdban az NFKBI1 ¢és FABP-1 fehérjék szintje
csokkent (down-regulacid). Az NFKBI1 egy gyorsan hat6 elsédleges transzkripcids
faktor, amely minden sejttipusban megtalalhat6. Részt vesz a sejtek citokinekre és
stressz altali stimulaciéra adott valaszaban, valamint kulcs szerepet jatszik a fert6zés
altal kivaltott immunvalasz szabalyozasaban [179]. A FABP-1 fehérjének szerepe van
a zsirsav felvétel, transzport ¢és metabolizmus szabalyozédsdban. Kotédik a
koleszterinhez, ezaltal befolyasolja az in vitro koleszterin transzfert a plazma membran
¢és a mikroszomak kozott az acil-CoA koleszterin-aciltranszferaz altali koleszterin
észterifikacio fokozasaval [180]. A FABP-1 fehérjét leirtak az adipdzissal és inzulin
rezisztenciaval kapcsolatos anyagcsere betegségek biomarkereként is [181]. A
trigliceridek fliggetleniil kotédnek a FABP-1 fehérjétdl [182], azonban a szérum
FABP1 szint jol korrelal a hipertrigliceridémiaval és az alacsony HDL koleszterin
szinttel [181]. A FABP1 fehérje noveli a zsirsav transzportot, lipogenezist és a lipid
transzportot.

Mindezek arra utalnak, hogy a progesztogén expozicid stresszként hat a
bodorkara (Foszfo-p38, SIRT-2, NFKBI1). Modosul az anyagcsere, melyhez
alkalmazkodni torekszik az allat (HIF-1), a szignifikdnsan kevesebb koleszterin
termelés a transzfert és észterifikaciot fokozd6 FABP-1 csokkent expresszidjat valtja
ki, a PON3 fokozott expresszidjaval pedig a szignifikansan kevesebb LDL-Kkoleszterin
oxidaciojat gatolja a szervezet. A HSP fehérjecsaladba tartozé fehérjéknél nem
figyeltiink meg valtozast a kontroll és a kezelt csoport kozott. A kronikus progesztogén
kezelés alkalmazédsakor kapott eredmények Osszhangban allnak a kordbban
publikaltakkal ¢és megerdsitik azon megallapitasokat, hogy a HSP fehérjék
adaptalodnak a kiilsé kornyezeti faktorokhoz, habar akut kezelés esetén novekszik a
szintjiik, kronikus kezelés esetén visszatér a normal szintre [183,184].

Osszességében a progesztogén kezelések, melyek az édesvizek atlagos és
lehetséges szennyezettségét is reprezentaljak, szignifikans morfologiai (MSI, GSI,
VSI) és molekularis valtozasokat (VTG, DJ-1, koleszterin, LDL-koleszterin szintben

és egyes stressz fehérjék expressziojaban) okoztak a tesztallatban.
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7 Osszefoglalas

A folyok és tavak kiilonboz6 szteroid tipust gyogyszermaradvanyokkal torténd
szennyezettsége altalanos probléma vilagszerte. A fogamzéasgatld tablettdk
hatdanyagai, a progesztogének, ilyen szteroid tipustt molekulak, melyek a széleskorti
felhasznalas és a nem tokéletes szennyviztisztitasi eljarasok kovetkezményeképp
keriilnek a természetes vizekbe. Habar az elmult években szamos tanulmany
foglalkozott az egyes progesztogének vizi allatokon kifejtett hatasaval, csak néhany
tanulmany mutatott be valos kornyezeti expozicios modellt, reprezentativ kornyezeti
szennyezettségi koncentraciot és hormon keveréket alkalmazva. A progesztogének
csoportja a fogamzasgatlok fejlodésével manapsag mar olyan molekulakat foglal
magaba, melyek kiillonb6z6 affinitassal kotédnek az egyes receptorokhoz, emellett
egyre potensebben hatnak a PR-on. A keverékben torténd kornyezeti megjelenésiik
felveti a kérdést, hogy vajon erdsitik, vagy gyengitik egymas hatdsat az expozicionak
kitett vizi allatokban.

Ko6zép-Europa legnagyobb sekélyvizii tavanak, a Balatonnak vizgyijté teriilete,
ahol a progesztogének jelenlétét munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyban
Kimutatta [53], tobbek kozott a nagy mocsari csiga és a bodorka él6helye. Ezeket a
fajokat valasztottuk gerinctelen és gerinces tesztallatként kisérleteinkhez, melyekben
négy progesztogén keverékét alkalmazo vizsgalati felépitést kovettiink annak
megértése érdekében, hogy hogyan reagalnak ezek a nem-célszervezetek az ilyen, a
kornyezetben is el6forduld szituaciora hosszabb tavon.

Kisérleteinkben a gerinctelen és a gerinces vizi allatok egyarant érzékenynek
bizonyultak a progesztogén szennyezésre. Csigaban megfigyeltiik a reproduktiv
rendszer karosoddsat az altalanos kornyezeti koncentracioban alkalmazott
progesztogén keverék hatdsara, kdozponti idegrendszeri és periférids szinten egyarant.
Ebben a hermafrodita fajban a kronikus progesztogén terhelés eltérd hatast valtott ki a
him és a ndstény reprodukcios rendszer szabalyozasdban. A ndstény reprodukcidhoz
kapcsolhaté agyi teriileteken a GnRH immunpozitivitas nem valtozott progesztogén
keverékkel torténd kezelés hatdsara, a him reprodukcidhoz kothetd teriiletek
jelolédésének intenzitasa azonban csokkent a CNS-ben. Periférias szinten az ivarsejtek
szama részben ennek megfelelden valtozott: a spermium szam jelentds csokkenését,
azonban a lerakott petesejtek szamanak emelkedését figyeltiikk meg a kezelés végén a

kontroll csoporthoz képest. A petesejt szam emelkedés hatterében all6 okok
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felderitéseként tovabbi vizsgalat lehet a PR lokalizacié meghatarozasa a L. stagnalis
CNS-ben, valamint a ndstény reprodukcidhoz kapcsolhatd szervekben egyarant. A
kezelt sziilok utodai a korai fejlodési stddiumban olyan, a kontroll csoporttol eltéro,
metabolikus paraméterekkel rendelkeztek, amelyek a szénhidrat anyagcserét
érintették. Erdemes lenne vizsgalni a sziildi progesztogén kezelés késébbi hatasait egy
tobb-generaciot érintd kisérletben a tolerancia/adaptacié megfigyelése érdekében.

A progesztogén kezelés bodorkaban is valtozast okozott mind a szomatikus,
mind a molekularis paraméterekben. Ez esetben tobb kezelési koncentraciot is
alkalmaztunk és azt tapasztaltuk, hogy az egyes testtomeg indexek (ma4j, gonad és vese
esetében) a progesztogén keverék koncentracidjatol fliggetleniil szignifikansan
valtoztak a kontroll csoporthoz képest. Molekularis szinten a legmagasabb
koleszterin értékei, valamint szamos, kiilonbdz6 biologiai funkciot ellato fehérje (mint
pl. a PON3, Phospho-p38a, SIRT2, SOD2, HIF-1 alpha, HIF-2alpha, p27 and NFKBI,
FABP-1) jelent6s valtozast mutatott. Mindezek arra utalnak, hogy a progesztogén
terhelés stresszként hatott az allatokra és a moddosult anyagcseréhez igyekezett
alkalmazkodni a szervezet.

Megvizsgaltuk a VTG, a ndstényekben az 6sztrogén szennyezés kimutatasara
altalanosan alkalmazott biomarker hasznalhatosagat progesztogén szennyezésben. Azt
talaltuk, hogy csigdban mar az atlagos kornyezeti koncentracio is jelentds valtozast
eredményezett a VTG-szerli fehérjék expressziojaban, de a bodorkdban csak a
legmagasabb kezelési koncentracid okozott valtozast a VTG szintben. Alternativaként
megvizsgaltuk a DJ-1 fehérje, mint egy nemtdl fiiggetlen, kdrnyezeti valtozasokra
érzékeny molekula alkalmazhatosdgat progesztogén szennyezés kimutatdsara,
alapozva a DJ-1 és a progesztogének kozos molekularis célpontjaira. A gerinctelen
allatban ez a fehérje alkalmasnak bizonyult a szennyezés korai jelzésére, de kronikus
kezelésben mar nem tapasztaltunk jelentds eltérést a DJ-1 szintjében. A gerinces
tesztallatban azonban potencidlis jelzémolekulanak taldltuk a kronikus progesztogén
terhelésre, ugyanis a DJ-1 fehérje szintje, a VTG-nel ellentétben, mar az atlagos
kornyezeti progesztogén koncentracidban is jelentdsen valtozott.
keverék is egy valds biologiai kockazatot jelent Kozép-Eurdpa legnagyobb sekélyvizii
tavanak vizgyijté teriiletén jelenleg és a jovében is. Mind a gerinctelen, mind a

gerinces tesztallatokban megfigyelt eredményeink kozott szamos olyan végpont
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talalhato, amely felhasznalhaté egy tovabbi toxikoldgiai interakcids (koncentracid
addicios) kisérlethez, amivel meghatarozhaté lenne, hogy az egyes progesztogének
eltér6 koncentracioban vegyitve milyen hatdssal vannak egymadsra. Ezaltal
megbecsiilhetd lenne, hogy a kornyezeti szennyezésben bekdvetkezé valtozasok
(fogamzasgatlo felhasznalasi trendek valtozasa, szennyvizkezelési eljarasok

atalakuldsa) milyen véltozasokat okozhatnak a vizi nem-célszervezetekben.
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8 Uj tudomanyos eredmények

Vizsgaltuk a VTG szint valtozasat progesztogén kezelésben és azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk hasznadlt tesztallatokban ugyanolyan irdnyt valtozast, ndvekedést mutatott
minden progesztogén kezelt csoportban, de a 10 ng/L koncentracidval térténd hormon
kezelésben csak a gerinctelen modellallatban volt pozitiv prediktiv értéke a szennyezés

jelzésére.

Alternativaként egy 1j, eddig progesztogén szennyezés jelzésére még nem alkalmazott
molekulat, a DJ-1 fehérje lehetséges biomarker szerepét vizsgaltuk. A halban nemtdl
fiiggetleniil a kronikus progesztogén szennyezés jelzésére alkalmas és pozitiv prediktiv
értéke van mar az altalanos kornyezeti koncentracio tartomanyban is. A csigaban csak az

akut progesztogén szennyezés kimutatasara alkalmas.

A nagy mocsari csigaban a him ¢és a ndstény reprodukcidra egyarant hatéssal volt az
atlagos kornyezeti progesztogén expozicid. Az ivarsejt termelésben ellentétes irdny
tendenciat kaptunk, melyek egyéb molekularis eredményeinkkel (VTG ¢és GnRH)
korrelaltak. A kezelés végére a VTG koncentracio emelkedett, ezt tiikkrozte az emelkedett
petesejt termelés. A CNS GnRH-immunpozitiv jel6lddése csokkent, mely a spermium

szamban megfigyelt csokkenéssel korrelalt.

Kidolgoztunk egy sikeresen alkalmazhatd petezsak értékeld rendszert, amely alapjan

Osszehasonlithatd volt a kontroll és kezelt csoportok altal rakott petezsdkok mindsége.

Vizsgaltuk a progesztogén kezelt sziiloktdl szarmazo6 utddok életképességét, fejlodését és
azt talaltuk, hogy az atlagos kornyezeti koncentracié hatassal van azokra. Habar a tojas
és az egy-sejtes zigdtak kvalitativ molekuldris Osszetétele nem valtozott, az egyes
metabolitok aranyaiban szignifikans eltéréseket tapasztaltunk és felgyorsult a
sejtosztodas sebessége is. A progesztogén kezelt sziilok tobb hexo6z jelenlétét biztositottak

a szikanyagban.

Bodorkaban azt talaltuk, hogy egyes testtomeg indexek jelentds valtozast mutattak mar

crer

Molekularis szinten megfigyeltiik a koleszterin és az LDL-koleszterin szintek

csOkkenését, valamint szdmos kiilonb6z6 bioldgiai funkcidju fehérje jelentds valtozasat.
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9 Mellékletek

DOKTORI ERTEKEZES BENYUJTASA ES NYILATKOZAT A DOLGOZAT
EREDETISEGEROL

Alulirott

név: Zrinyi Zita

sziiletési név: Zrinyi Zita

anyja neve: Zrinyi Katalin

sziiletési hely, 1d6: Siklos, 1988. 01. 15.

Fogamzasgatlo  hatoanyag-maradvanyok —altal  kivaltott  szomatikus —és
molekularis valtozasok gerinctelen és gerinces vizi tesztdllatokon cimii doktori
értekezésemet a mai napon benyljtom a(z) PTE Egészségtudomanyi Kar

Egészségtudomanyi Doktori Iskola PR-6 Programjahoz/témacsoportjahoz.

Témavezeto(k) neve: Dr. Pirger Zsolt

Egyuttal nyilatkozom, hogy jelen eljaras soran benyujtott doktori értekezésemet

- kordbban mas doktori iskolaba (sem hazai, sem kiilfoldi egyetemen) nem nyujtottam
be,

- fokozatszerzési eljarasra jelentkezésemet két éven beliil nem utasitottak el,

- az elmult két esztendében nem volt sikertelen doktori eljarasom,

- 0t éven beliil doktori fokozatom visszavonasara nem keriilt sor,

- értekezésem 6nallo munka, mas szellemi alkotdsat sajatomként nem mutattam
be, az irodalmi hivatkozasok egyértelmiiek ¢és teljesek, az értekezés
elkészitésénél hamis vagy hamisitott adatokat nem hasznaltam.

Datum: 2017. november 09.

doktorjelolt alairasa

80



Etikai engedély: VE-1-001/01890-10/2013
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VESZPREM MEGYEI
KORMANYHIVATAL

ELELMISZERLANC-BIZTONSAGI ES ALLATEGESZSEGUGYI IGAZGATOSAGA

Ugyiratszam: VE-I1-001/01890-/72013 Targy: Projektengedély,
allatkisérlet
engedélyezése

Ugyintézé:  Dr. Holl6 Zsuzsa Hiv. szam: -

Telefon: 88/579-277 Melléklet: -

HATAROZAT

Dr. Pirger Zsolt (MTA Okolégiai Kutatékdzpont Balatoni Limnoldgiai Intézet, 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3) kérelmére, az MTA Okoldgiai Kutatokdzpont Balatoni
Limnolégiai Intézet, 8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3. szam alatti telephelyén az altala
eléterjesztett ,,Peptid-fehérje 0sszetétel dinamikus valtozasa a kdrnyezeti kihivasokhoz
valé6 adaptacié soran vizi modellallatokban/Dynamic changes of peptide-protein
composition in aquatic animals underlying adaptation to environmental challenges" -
109099 szamu PD-OTKA palyazat cim(

projekt keretében torténc allatkisérletek végzését
2018. december 26-ig engedéiyezem.

Jelen hatarozat ellen, annak kozlésétél szamitott 15 napon beliil a Nemzeti Elelmiszer-
lanc-biztonsagi Hivatal EIndkének cimzett (1024 Budapest, Keleti Karoly u. 24.), de hato-
sagomhoz (Veszprém Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategész-
segugyi Igazgatdésaga, 8200 Veszprém, Dozsa Gyorgy Ut 33.) 2 példanyban benyduijtott
fellebbezésnek van helye.

A dontés elleni jogorvoslati eljaras dija 10.000 forint. A jogorvoslati dij befizetését igazolo
bizonylatot a fellebbezési kérelemhez csatolni kell.

A jogorvoslati eljaras dijat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Magyar Allam-
kincstarnal vezetett, 10032000-00289782-00000000 szamlajara, atutalas vagy a szamla-
ra torténd készpénzbefizetés utjan kell megfizetni. A fizetési megbizas kdézlemény rova-
taban fel kell tlntetni a fellebbezéssel tamadott dontés szamat, a ,jogorvoslati eljarasi dij”
megnevezést és az Ugyfél adészamat, illetve addazonosité jelét.

A fellebbezés elektronikus Uton térténd benyujtasara nincs lehetéség.

Jelen hatarozatom a kiilon jogszabalyokban el6irt engedélyek birtokaban, azokkal
egyiitt jogosit fel a tevékenység végzésére!

INDOKOLAS

A dr. Pirger Zsolt (MTA Okoldgiai Kutatékézpont Balatoni Limnoldgiai Intézet, 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3) &ltal benyujtott, az MTA Okoldgiai Kutatokdzpont Balatoni
Limnoldgiai Intézet, 8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3. szam alatt nyilvantartott intézmé-
nyében végzendd ,projekt engedély iranti kérelmét” az allatkisérletekrdl széld 40/2013.

- veszprem-megye@nebih.gov.hu




(II. 14.) Korm. rendeletnek megfeleléen felterjesztettem az Allatkisérleti Tudomanyos Eti-
kai Tanacs szamara projektértékelésre.

Az eljaras soran megallapitottam, hogy az MTA Okolégiai Kutatokézpont Balatoni
Limnolégiai Intézet az allatok védelmérdl és kiméletérdl szold 1998. évi XXVIII. térvény
26 paragrafusanak megfeleléen nyilvantartasba vett intézmény.

A projektben az intézmény részérdl az allatvédelmi jogszabalyok teljestilésének biztosi-
tasaert felelés személy Dr. Takacs Péter okleveles biolégus, a MAB elndk Dr. Erés Ti-
bor okleveles biologus, allatok jolétéért és gondozasanak feliigyeletéért felelés személy,
Dr. Pirger Zsolt okleveles biolégus és Poller Zoltan intézeti mérnok, valamint az intéz-
ményt ellato allatorvos szakértd Dr. Zoltan Levente.

A projekt altalanos megvaldsitasaért, valamint a projektengedélyben foglalt feltételek-
nek valé megfeleléséért felelés személy: Dr. Pirger Zsolt okleveles biologus

Az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs VE-I-001/01890-5/2013 (KA-1488) szamu
projektértékelése az alabbi:

A projektértékelés eredménye:

engedélyezhetd az alabbi feltételekkel

1. A kérelemben emlitett, de nem ismertetett elektrofizioldgiai kisérletek elvégzéséhez
engedélymoédositasi kérelem lesz sziikséges.

2. A kérelmez6nek mentességi kérelmet kell potlidlag az Igazgatésagnak benytijtania va-
don él6 allat kisérletben valé felhasznalasara tudomanyos indokok alapjan. A mentesség
megadasa indokolt.

3. A nem szakmai jellegli 6sszefoglalé Ujrairasat javasoljuk az engedélyezendd projektre
vonatkozo konkrétumok belefoglalasaval és a jogszabalyban elgirt tartalmi elemekre ki-
térve.

A projektengedély az alabb felsorolt kisérletekre és a megadott stlyossagi besorolassal

érvényes:

Kisérlet megnevezése sulyossagi besorolas
1. maximum 14 hénapos hormonkezelés (fiirdévizbe keverve) mérsekelt

2. mesterséges hiberndlas a furdéviz lehiitésével mérsékelt

3. befogéas elektromos halaszgéppel mérsékelt

A projektengedély az alabb felsorolt llatokra és tervezett allatszamra érvényes:

- bodorka (Rutilus rutilus) 300 db

- csapoésugér (Perca fluviatilis) 300 db
Tamogatott mentességi kérelmek: vadon él6 allat befogasara
Visszamendleges értékelés szikségessége: nem sziikséges
Artalom-haszon elemzés: A tisztitott szennyvizbdl az élévizekbe, igy a Balatonba is be-
kerl6 hormonszennyezés a taplaléklancon keresztiil hatassal lehet a vizben él6 szerve-
zetekre, és drasztikus véaltozasokat okoz az arra érzékeny halak endokrin szabalyozasa-
ban. A projekt a hormonterheléshez vald alkalmazkodas (hibernécié és inaktiv allapot)
hatterében all6 pestid-protein profilok vizsgéalatat tizi ki célul rutinszer(i biokémiai, mole-
kularis biologiai és szOvettani vizsgalati modszerek alkalmazasaval. A tudomanyos ha-
szon aranyos a mérsékelt artalommal.
A projekt - az engedély feltételeinek betartasa mellett - megfelel a 40/2013. (I.14) Korm.
rendelet 42. § (1)bekezdés a) -c) pontjaiban foglalt feltételeknek.”

Az ATET projektértékelési eredmenyében kozolt feltételek hianypotlasara 2013. decem-

ber 07-én felszdlitottam a kérelmezét, aki potolta a mentességi engedélyt, valamint a
2013 december 16-i levelében ismertette az emlitett elektrofiziologiai kisérleti eljarast és
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Ujrafogalmazta a nem szakmai jelleg(i 6sszefoglalét. Az elektrofiziologiai kisérletek nem
in vivo eljarasokat tartalmaznak, ezért nem sziikséges az engedélymodositas, tehat az
ATET projektértékelési eredményében kozolt feltételek hianypétiasa teljesiilt.

Hatarozatomat az allatkisérletekrdl sz16 40/2013. (Il. 14.) Korm. rendelet, V. fejezetében
foglaltak, az allatok védelmérdl és kiméletérél szolo 1998. évi XXVIII. térvény 32. para-
grafusa, ,a févarosi és megyei kormanyhivatalokrol” szo6l6 288/2010. (XII. 21.) Korméany
rendelet 2. § (1) bekezdés 7. pontja, tovabba ,a févarosi és megyei kormanyhivatalok
mezbgazdasagi szakigazgatasi szerveinek kijelolésérél” szolo 328/2010. (XII. 27.) Kor-
many rendelet (tovabbiakban Korm. rendelet) 2. § (1) és 6. § (5) bekezdései alapjan biz-
tositott jogkdrben eljarva, a kdzigazgatasi hatdésagi eljaras és szolgaltatas altalanos sza-
balyairdl sz6l6 2004. évi CXL. torvény (tovabbiakban: Ket.) 71. § (1) bekezdésének és
72. § (1) bekezdésének megfeleléen adom ki.

A jogorvoslati lehetéséget a Ket. 98. § (3) bekezdés c) pontja alapjan biztositottam, a
févarosi és megyei kormanyhivatalok mezégazdasagi szakigazgatasi szerveinek kijeldlé-
sérél szo6l6 328/2010. (XII. 27.) Kormany rendelete 4. § (1) bekezdése szerint.

A dontés elleni jogorvoslati eljaras dijara vonatkozd rendelkezéseket a Nemzeti Elelmi-
szerlanc-biztonsagi Hivatal, valamint a megyei kormanyhivatalok mezégazdasagi szak-
igazgatasi szervei elétt kezdeményezett eljarasokban fizetendé igazgatasi szolgaltatasi
dijak meértékérdl, valamint az igazgatasi szolgaltatasi dij fizetésének szabalyairol sz6l6
63/2012. (VII. 2.) VM rendelet 4. § (1) és (3) bekezdései tartalmazzak.

Veszprém, 2013. 12. 20.

Dr. Leitold Jozsef
igazgaté féallatorvos

A hatarozatot kapjak:

1P. Pirger Zsolt (8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3) )
MTA Okolégiai Kutatokdézpont Balatoni Limnolégiai Intézet (OK BLI), 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3.,

3. Veszprém Megyei Kormanyhivatal Veszprémi Jarasi Allategészségligyi és Elel-
miszer-ellendrzd Hivatala

4. lrattar



Gylijtési engedély: VE-1-001/01890-9/2013
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VESZPREM MEGYEI
KORMANYHIVATAL

ELELMISZERLANC-BIZTONSAGI ES ALLATEGESZSEGUGYI |GAZGATOSAGA

Ugyiratszam: VE-1-001/01890- & [ L.OA™ Targy: mentesség biztositasa a
' vadon befogott, termé-

szetvédelmi oltalom ala

nem tartozé allat vonatko-

. zasaban
Ugyintézé: Dr. Hollé Zsuzsa Hiv. -
szam:
Telefon: 88/579-277 Melléklet: -
HATAROZAT

Dr. Pirger Zsolt (MTA Okoldgiai Kutatokézpont Balatoni Limnoloégiai Intézet, 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3), az MTA Okoldgiai Kutatokézpont Balatoni Limnolégiai Inté-
zet, 8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3. szam alatti telephelyén az altala eléterjesztett
., Peptid-fehérje Osszetétel dinamikus valtozasa a kornyezeti kihivasokhoz valé adaptacio
soran vizi modellallatokban/Dynamic changes of peptide-protein composition in aquatic

animals underlying adaptation to environmental challenges" - 100000 szam(: PD-OTKA
palyazat cim(i projekt keretében torténé vadon befogott, természetvédelmi oltalom ala
nem tartozé - 300 db bodorka (Rutilus rutilus) és

- 300 db csapdsugeér (Perca fluviatilis)

felhasznalaséra allatvédelmi hatésagi jogkérben eljarva mentességi kérelmének
helyt adok.

Ezen engedély az elektromos halaszqép hasznalatara és halfogasra nem jogositja
fel a kérelmezé6t!

Felhivom figyelmét, hogy a jelen hatarozat nem helyettesiti a mas jogszabalyok szerinti
hatosagi engedélyeket, a tevékenység végzése, csak a szitkséges egyéb allatvédelmi és
halaszati engedélyek birtokaban kezdheté meg.

Jelen hatarozat ellen, annak koézlésétél szamitott 15 napon beliil a Nemzeti Elelmi-
szerlanc-biztonsagi Hivatal EInokének cimzett (1024 Budapest, Keleti Karoly u. 24.),
de hatésagomhoz (Veszprém Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlénc-biztonségi és Allat-
egeszséglgyi lgazgatésaga, 8200 Veszprém, Dézsa Gyorgy Ut 33.) 2 példanyban be-
nyuijtott fellebbezésnek van helye.

A dontés elleni jogorvoslati eljaras dija 10.000 forint. A jogorvoslati dij befizetését
igazol6 bizonylatot a fellebbezési kérelemhez csatolni kell.

vesiprem-meqve@nebih.qov.hu
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A jogorvoslati eljaras dijat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Magyar Allam-
kincstarnal vezetett, 10032000-00289782-00000000 szamlajara, atutalas vagy a szam-
lara térténd készpénzbefizetés atjan kell megfizetni. A fizetési megbizas kézlemény
rovataban fel kell tiintetni a fellebbezéssel tdmadott dontés szamat, a Jjogorvoslati elja-
rasi dij” megnevezést és az Uigyfél adészamat, illetve adéazonosito jelét.

A fellebbezés elektronikus uton térténé benydjtasara nincs lehetbség.

INDOKOLAS

A dr. Pirger Zsolt (MTA Okoldgiai Kutatokézpont Balatoni Limnolégiai Intézet, 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3) altal benyuijtott, az MTA Okoldgiai Kutatékézpont Balatoni
Limnolégiai Intézet, 8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3. szam alatt nyilvantartott intézmeé-
nyében vegzendd ,projekt engedély iranti kérelmét” az allatkisérletekrél szold 40/2013.
(. 14.) Korm. rendeletnek megfeleléen felterjesztettem az Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacs szamara projektértékelésre.

Az eljards soran megallapitottam, hogy az MTA Okoldgiai Kutatékdzpont Balatoni
Limnolégiai Intézet, az allatok védelmérél és kiméletérdl sz6l6 1998. évi XXVIIL. térvény
26 §.-nak megfeleld nyilvantartasba vett intézmény.

Az intézményben az allatvédelmi jogszabalyok teljesiilésének biztositasaért felelés sze-
mely Dr. Takacs Péter okleveles bioldgus, a MAB elndk Dr. Erés Tibor okleveles biolo-
gus, allatok jolétéért és gondozasanak feluigyeletéért felelés személy, Dr. Pirger Zsolt
okleveles biolégus és Poller Zoltan intézeti mérndk, valamint az intézményt ellato allat-
orvos szakértd Dr. Zoltan Levente.

Az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs VE-I-001/01890-5/2013 (KA-1488) szamu,
az alabbiakban kozolt projektértékelése a mentesség megadasat indokoltnak itélte.

+A projektértékelés eredménye: engedélyezhetd az alabbi feltételekkel

1. A kérelemben emlitett, de nem ismertetett elektrofiziologiai kisérletek elvégzéséhez
engedelymodositasi kérelem lesz sziikséges.

2. A kérelmezbének mentességi kérelmet kell potldlag az lgazgatdsagnak benyuijtania
vadon €l allat kisérletben vald felhasznalasara tudomanyos indokok alapjan. A mentes-
ség megadasa indokolt.

3. A nem szakmai jelleg(i 6sszefoglalé Ujrairasat javasoljuk az engedélyezendd projektre
vonatkozd konkrétumok belefoglalasaval és a jogszabalyban eléirt tartalmi elemekre ki-
térve.

A projektengedély az alabb felsorolt kisérletekre és a megadott sulyossagi besorolassal
érvényes:

Kisérlet megnevezése sulyossagi besorolas
1. maximum 14 hénapos hormonkezelés (furdévizbe keverve) mérsékelt
2. mesterséges hibernalas a flirdéviz leh(itésével mérsékelt
3. befogas elektromos halaszgéppel mérsékelt

A projektengedély az alabb felsorolt allatokra és tervezett allatszamra érvényes:

- bodorka (Rutilus rutilus) 300 db

- csaposugér (Perca fluviatilis) 300 db

Tamogatott mentességi kérelmek: vadon é16 allat befogasara

Visszamenéleges értékelés szilkségessége: nem szukséges

Artalom-haszon elemzés: A tisztitott szennyvizbdl az élévizekbe, igy a Balatonba is beke-
ralé hormonszennyezés a taplaléklancon keresztiil hatassal lehet a vizben él6 szerveze-
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tekre, és drasztikus valtozasokat okoz az arra érzékeny halak endokrin szabalyozasaban.
A projekt a hormonterheléshez valé alkalmazkodas (hibernacio és inaktiv allapot) hatte-
rében all6 pestid-protein profilok vizsgalatat tiizi ki célul rutinszeri biokémiai, molekularis
biologiai és szdvettani vizsgalati médszerek alkalmazasaval. A tudomanyos haszon ara-
nyos a mérsékelt artalommal.

A projekt - az engedély feltételeinek betartasa mellett - megfelel a 40/2013. (I.14) Korm.
rendelet 42. § (1) bekezdés a) -c) pontjaiban foglalt feltételeknek.”

Az ATET projektértékelési eredmeényében kozolt feltételek hianypétlasara 2013. 12. 07-
en felszolitottam a kérelmez6t, aki 2013 december 16-i levelében tudomanyos indokok
alapjan kérelmet nyujtott be a természetvédelmi oltalom alatt nem allé vadon befo-
gott allat kisérletben val6 felhasznalasara.

A kérelemhez mellékelte az elektromos halaszgép nyilvantartasi lapjat, a 2013-as évre
sz0l6 érvényes orszagos halaszjegyet, a Balatoni Halgazdalkodasi Nonprofit Zrt. nyilat-
kozatat, valamint a NEBIH teriileti engedélyét.

Megvizsgaltam a benyujtott dokumentaciot, megallapitottam, hogy az értékelt projektre
vonatkozéan a NEBIH teriileti engedélye halaszatra nem jogosit, ezért a halaszati engedé-
lyeket az adott halaszati évre a halgazdalkodasrdl és a hal védelmérdl szold 2013. évi ClI.

térvény szerint pétolni kell.

Jelen hatarozatom a kiilén jogszabalyokban el6irt engedeélyek birtokaban, azokkal egyiitt
jogosit fel a tevékenység végzésére

Hatarozatomat az allatkisérletekrél sz616 40/2013. (Il. 14.) Korm. rendelete 7. §(1)
bekezdése, az allatok védelmérél és kiméletérél szold 1998. évi XXVIII. térvény 30. § (6)
bekezdése ,a févarosi és megyei kormanyhivatalokrél” szolé 288/2010. (XII. 21.) Kor-
many rendelet 2. § (1) bekezdés 7. pontja, tovabba ,a févarosi és megyei kormanyhiva-
talok mezégazdasagi szakigazgatasi szerveinek kijelolésérél” széld 328/2010. (X1. 27.)
Kormany rendelet (tovabbiakban Korm. rendelet) 2. § (1) és 6. § (5) bekezdései alapjan
biztositott jogkérben eljarva, a kdzigazgatasi hatdsagi eljaras és szolgaltatas altalanos
szabalyair6l sz6l6 2004. évi CXL. torvény (tovabbiakban: Ket.) 71. § (1) bekezdésének
és 72. § (1) bekezdésének megfeleléen adom ki.

A jogorvoslati lehetéséget a Ket. 98. § (3) bekezdés c) pontja alapjan biztositottam, a féva-
rosi és megyei kormanyhivatalok mezégazdasagi szakigazgatasi szerveinek kijelolésérol
sz016 328/2010. (XII. 27.) Kormany rendelete 4. § (1) bekezdése szerint.

A dontés elleni jogorvoslati eljaras dijara vonatkozo rendelkezéseket a Nemzeti Elelmi-
szerlanc-biztonsagi Hivatal, valamint a megyei kormanyhivatalok mezdgazdasagi szak-
igazgatasi szervei el6tt kezdeményezett eljarasokban fizetendé igazgatasi szolgaltatasi
dijak mértékérél, valamint az igazgatasi szolgaltatasi dij fizetésének szabalyairdl szolo
63/2012. (VII. 2.) VM rendelet 4. § (1) és (3) bekezdései tartalmazzak.

Veszprém, 2013. 12. 19.

i)

Dr. Leitold Jozsef
igazgato féallatorvos
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A hatarozatot kapjak:

@) Pirger Zsolt (8237 Tihany, Klebelsberg K. u. 3)

2. MTA Okoldgiai Kutatokdzpont Balatoni Limnoldgiai Intézet (OK BLI), 8237 Tihany,
Klebelsberg K. u. 3.,

3. Veszprém Megyei Kormanyhivatal Veszprémi Jarasi Allategészségiigyi és Elelmi-
szer-ellendrzé Hivatala

4. Irattar



Tartasi engedély: VE-1-001/01890-3/2013
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VESZPREM MEGYEI
KORMANYHIVATAL

ELELMISZERLANC-BIZTONSAGI ES ALLATEGESZSEGUGYI IGAZGATOSAGA

Ugyiratszam: VE-1-001/01890-3/2013 Targy: Kiserleti allat beszalli-
to, tenyészté és fel-
hasznald hely engedé-
lyezése

Ugyintézé: Dr. Holl6 Zsuzsanna
Telefon: 88/579-277

HATAROZAT

Az MTA Okologiai Kutatékézpont Balatoni Limnolégiai Intézet (OK BLI), 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3., mint lizembentartd kérelmére a 8237 Tihany, Klebelsberg K.
u. 3.telephelyén (A és C épiiletek allatszobaiban) torténd kisérleti allatok tartasat (hal
és béka)

2023. augusztus 21-ig engedélyezem.

E hatarozat ellen a kézbesitést kdvetd naptdl szamitott 15 napon beliil a Nemzeti Elel-
miszerlanc-biztonsagi Hivatal (1024 Budapest, Keleti K. u. 24.) EIndkéhez cimzett, de a
Veszprém Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészseégugyi
lgazgatésagahoz benyuijtott 5000 Ft, azaz Stezer forint illetékbélyeggel ellatott felleb-
bezéssel élhet.

A fellebbezeés elektronikus Uton torténd benyuijtasara nincs lehetéség.

INDOKOLAS

Az eljaras soran a benyujtott dokumentaciobdl, valamint a helyszini szemle eredményei
alapjan (jk. 0047205) megallapitottam, hogy az &llattarté hely megfelel az allatok vé-
delmerdl szolé 1998. évi XXVIII. térvény, valamint az allatkisérletekrdl rendelkezé
40/2013 (lI. 14.) Kormany rendelet részletes szabalyainak.

Az intézményben az allatvédelmi jogszabalyok teljesiilésének biztositasaért felelés
személy Dr. Takacs Péter okleveles biologus, a MAB elndk Dr. Erés Tibor okleveles
biologus, allatok jolétéért és gondozasanak felligyeletéért felelés személy, Dr. Pirger
Zsolt okleveles biolégus és Poller Zoltan intézeti mérnok, valamint az intezményt ellatd
allatorvos szakért6 Dr. Zoltan Levente.

Felhivom figyelmét, hogy az allatkisérletekrdl rendelkezé 40/2013 (Il. 14.) Kormany
rendelet 16. §. (3) bekezdése szerint az engedély médositasat kell kérni az élelmiszer-



lanc-biztonsagi és allategészségligyi igazgatosagtol a tenyésztd, beszallito vagy fel-
hasznald valamely létesitményének szerkezetében vagy funkcidjaban bekovetkezett
minden olyan jelentds valtozas esetén, amely az allatok jolétet hatranyosan érintheti,
valamint a (4) bekezdése szerint az élelmiszerlanc-biztonsagi és allategészségiigyi
igazgatosagot értesiteni kell a (2) bekezdésben emlitett személyekben bedllt valtozas-
rél, a valtozast kdvetden 30 napon bellil.

Jelen hatarozatom a kilén jogszabalyokban eléirt engedélyek birtokaban, azokkal
egyutt jogosit fel a tevékenység végzésére.

Hatarozatomat a kozigazgatasi hatésagi eljaras és szolgaltatas altaldanos szabalyairol
sz016 2004. évi CXL. torvény 71. § (1) bekezdése alapjan eljarva, az allatkisérletekrél
rendelkezd 40/2013 (1I. 14.) Kormany rendelet 16 §. (1) pontjaban biztositott jogkdrom-
nél fogva hoztam meg.

A jogorvoslat lehetéségét a Ket. 98. § (1) bekezdése alapjan biztositottam, a Korm.
rendelet 7. § (1) bekezdése szerint.

A fellebbezeési eljaras illetékérél szold tajékoztatas ,az illetékekrdl” szolo 1990. évi
XCIII. térvény 29. § (2) bekezdésnek megfeleléen tortént.

A fovarosi és megyei kormanyhivatalokrol, valamint a févarosi és megyei kormanyhiva-
talok kialakitasaval és a terileti integraciéval 6sszefiiggé térvénymodositasokrol szolo
2010. evi CXXVI. térvény 5. §-a, illetve a févarosi és megyei kormanyhivatalokrdl szé16
288/2010. (XII. 21.) Korm. rendelet 29. § (1) bekezdése értelmében a Veszprém Me-
gyei Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal jogutodja a székhelye szerinti Megyei
Kormanyhivatal.

Veszprém, 2013. augusztus 22.
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Dr. Leitold Jozsef
igazgaté féallatorvos

A hatéarozatot kapjak:

1. MTA Okolégiai Kutatokézpont Balatoni Limnolégiai Intézet (OK BLI), 8237 Ti-
hany, Klebelsberg K. u. 3.,

2. Veszprem Megyei Kormanyhivatal Veszprémi Jaréasi AllategészségUgyi és Elel-
miszer-ellendrzé Hivatala

3. Irattar
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11 Az értekezes alapjaul szolgalo tudomanyos kozlemények €s
eldadasok

11.1 Kozlemények
11.1.1 Az értekezés alapjaul szolgald tudomanyos kdzlemények idegen nyelven

Zrinyi Z, Maasz G, Zhang L, Vertes A, Lovas S, Kiss T, Elekes K, Pirger Z (2017)
Effect of progesterone and its synthetic analogs on reproduction and embryonic
development of a freshwater invertebrate model. Aquat Toxicol 190:94-103. (IF2o12-
2016: 4,425)

Maasz G*, Zrinyi Z*, Takacs P, Lovas S, Fodor I, Kiss T, Pirger Z (2017) Complex
molecular changes induced by chronic progestogens exposure in roach, Rutilus rutilus.
Ecotox Environ Safe 139:9-17. (IF2012-2016: 3,246)

Pirger Z, Zrinyi Z, Maasz G, Molnar E, Kiss T (2017) Pond snail reproduction as
model in the environmental risk assessment — reality and doubts. In: Sajal Ray (Eds.)
Biological Resources of Water. Rijeka: InTech. (ISBN: 978-953-51-5833-2) (In press.)

Avar P, Maasz G, Takacs P, Lovas S, Zrinyi Z, Svigruha R, Takatsy A, Téth LG,
Pirger Z (2016) HPLC-MS/MS analysis of steroid hormones in environmental water
samples. Drug Test Anal 8:123-27. (IF2o16: 3,469)

Avar P, Zrinyi Z, Maasz G, Takatsy A, Lovas S, G.-Toth L, Pirger Z (2016) B-
estradiol and ethinyl-estradiol contamination in the rivers of the Carpathian Basin.
Environ Sci Pollut R 23:11630-38. (IF2016: 2,741)

11.1.2 Az értekezés alapjaul szolgald tudomanyos kdzlemények magyar nyelven
Zrinyi Z, Zhang L, Maéasz G, Vértes A, Elekes K, Pirger Z (2016) Elsédleges vizi
szennyezOk hatdsa a nagy mocsari csiga szaporodasara €s embrionalis fejlodésére.

Hidrologiai Kézlony 96:103-07.
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Pirger Z, Maasz G, Takacs P, Lovas S, Zrinyi Z, Svigruha R, Takatsy A, G -T6th L,
Avar P (2015) Humén eredetii szteroid szennyezések kimutatidsa a Balaton és a Zala
vizgylijtdjén HPLC MS/MS analitikai modszerrel. Hidrologiai KézIony 95:68-72.

11.2 Eldadéasok
11.2.1 Az értekezés alapjaul szolgalo tudomanyos eldadasok idegen nyelven

Vertes A, Zrinyi Z, Maasz G, Zhang L, Compton LR, Laszlo Z, Pirger Z (2015) High
performance methods for metabolomic and lipidomic analysis of the Lymnaea
stagnalis embryonic development and central nervous system. In: 13th Symposium on
Invertebrate Neurobiology: program and abstracts. Konferencia helye, ideje: Tihany,
Magyarorszag, 2015.08.26-2015.08.30.

Poszterek

Zrinyi Z, Lovas S, Maasz G, Kiss T, Elekes K, Pirger Z (2015) Effect of endocrine
disruptors on embryonic development of Lymnaea stagnalis. In: 13th Symposium on
Invertebrate Neurobiology: program and abstracts. Konferencia helye, ideje: Tihany,
Magyarorszag, 2015.08.26-2015.08.30.

Zrinyi Z, Zhang L, Vértes A, Elekes K, Schmidt J, Pirger Z, Maasz G (2016)
Capillary-microsampling combined ms techniques: an easy way to giving answer to
biological questions. In: 34th Informal Meeting on Mass Spectrometry. Konferencia
helye, ideje: Fiera di Primiero, Olaszorszag, 2016.05.15-2016.05.18.

Avar P, Maasz G, Zrinyi Z, Takatsy A, Pirger Z (2015) Quantitative measurement of
17 B-estradiol and Ethinyl estradiol in some Central-European rivers. In: EMEC 16:
16th European Meeting on Environmental Chemistry. Konferencia helye, ideje:
Torino, Olaszorszag, 2015.11.30-2015.12.03.

11.2.2 Az értekezés alapjaul szolgalo tudomanyos eléadasok magyar nyelven

Zrinyi Z, Linwen Z, Madsz G, Vértes A, Elekes Ka, Pirger Z (2015) Elsédleges vizi
szennyezOk hatdsa a nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis szaporodasara és
embrionalis fejléddésére. In: LVII. Hidrobiologus Napok: Genetikai és molekularis

biologiai kutatasok jelentdsége a hidrobiologidban. Konferencia helye, ideje: Tihany,
Magyarorszag, 2015.10.07-2015.10.09.

Zrinyi Z, Linwen Z, Vértes A, Pirger Z, Maasz G (2015) Szteroid szennyezdk
hatadsanak vizsgéalata mikromennyiségli mintdk esetében In: XII. Kornyezetvédelmi
analitikai és technoldgia konferencia: a jelen és a jovO analitikai eljarasai és
technologidi az egészséges emberi kornyezetért. Konferencia helye, ideje:
Balatonszarszo, Magyarorszag, 2015.10.07-2015.10.09. Balatonszarszo: Magyar
Kémikusok Egyesiilete (MKE).

Avar P, Maasz G, Takacs P, Lovas S, Zrinyi Z, Svigruha R, Takatsy A, G -Té6th L,
Pirger Z (2015) Szteroid szennyezdk tomegspektrometrids vizsgdlata a Balaton
vizgylijté teriiletén. In: XII. Kornyezetvédelmi analitikai és technoldgia konferencia:
ajelen és a jovO analitikai eljarasai €s technologiai az egészséges emberi kornyezetért.
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Konferencia helye, ideje: Balatonszarszd, Magyarorszag, 2015.10.07-2015.10.09.
Balatonszarsz6: Magyar Kémikusok Egyesiilete (MKE).

Poszterek

Maasz G, Zrinyi Z, Takéacs P, Lovas S, Fodor I (2016) Kronikus progesztogén terhelés
indukalta molekularis, szovettani ¢és szomatikus index valtozasok az Oshonos
buzaszemii keszegen (Rutilus rutilus. In: FAME 2016: Magyar Farmakologiai,
Anatomus, Mikrocirkulaciés és  Elettani Tarsasagok Kozos Tudoményos
Konferencidja. Konferencia helye, ideje: Pécs, Magyarorszag, 2016.06.01-
2016.06.04.

Zrinyi Z, Zhang L, Maasz G, Vértes A, Pirger Z (2016) Progesztogének hatasa a nagy
mocsari csiga szaporodasara és embrionalis fejlédésére. In: FAME 2016: Magyar
Farmakologiai, Anatomus, Mikrocirkulacios és Elettani Tarsasagok Kozos
Tudomanyos Konferencidja. Konferencia helye, ideje: Pécs, Magyarorszag,
2016.06.01-2016.06.04.

12 Az értekezés témajan kiviili kozlemények, eldadasok és
absztraktok

12.1 Kozlemények
12.1.1 Az értekezés témajan kiviili kozlemények idegen nyelven

Montsko G, Zrinyi Z, Varnagy A, Bodis J, Kovacs GL (2017) Non-invasive
Assessment of the Embryo Viability via the Analysis of the Culture Medium. In: Wu
Bin (Eds.) Embryo Cleavage. Rijeka: InTech. (ISBN:978-953-51-5327-6)

Maasz G, Zrinyi Z, Reglodi D, Petrovics D, Rivnyak A, Kiss T, Jungling A, Tamas
A, Pirger Z (2017) Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) has
neuroprotective function in dopamine-based neurodegeneration developed in two
parkinsonian models. Dis Model Mech 10:127-39.

Kovécs GL, Montské G, Zrinyi Z, Farkas N, Varnagy A, Bédis J (2016) Non-invasive
assessment of viability in human embryos fertilized in vitro. E-JIFCC 27:112-21.

Poor M, Zrinyi Z, Készegi T (2016) Structure related effects of flavonoid aglycones
on cell cycle progression of HepG2 cells: Metabolic activation of fisetin and quercetin
by catechol-O-methyltransferase (COMT). Biomed Pharmacother 83:998-1005.

Szélig L, Kun Sz, Woth G, Molnar G, Zrinyi Z, Katai E, Lantos J, Wittmann I, Bogar
L, Miseta A, Csontos Cs (2016) Time courses of changes of para-, meta-, and ortho-
tyrosine in septic patients: A pilot study. Redox Rep 21:180-89.

Montské G, Zrinyi Z, Janaky T, Szabo Z, Varnagy A, Kovacs GL, Bodis J (2015)
Noninvasive embryo viability assessment by quantitation of human haptoglobin alpha-
1 fragment in the in vitro fertilization culture medium: an additional tool to increase
success rate. Fertil Steril 103:687-93.
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Poor M, Veres B, Jakus P, Antus Cs, Montské G, Zrinyi Z, Vladimir-Knezevi¢ S,
Petrik J, K6szegi T (2014) Flavonoid diosmetin increases ATP levels in kidney cells
and relieves ATP depleting effect of ochratoxin A. J Photoch Photobio B 132:1-9.

Nagy T, Frank D, Katai E, Yahiro RK, Poor VS, Montsko G, Zrinyi Z, Kovacs GL,
Miseta A (2013) Lithium Induces ER Stress and N-Glycan Modification in Galactose-
Grown Jurkat Cells. Plos One 8: €70410.

12.1.2 Az értekezés témajan kiviili k6zlemények magyar nyelven

Zrinyi Z, Varnagy A, Godony K, Montsko G, Kovacs LG, Bodis J (2014) Az embri6
¢letképességének képi és biokémiai indikatorai in vitro fertilizacidé soran. Egészség-
Akadémia 5:12-16.

Montské G, Zrinyi Z, Jandky T, Szabo Z, Varnagy A, Kovacs GL, Bodis J (2014)
Embri6 életképesség vizsgdlata a tipoldatban taldlhaté peptid biomarkerek
segitségével. Egészseg-Akadémia 5:215-22.

Szélig L, Woth G, Kun S, Zrinyi Z, Molnar G, Lantos J, Wittmann I, Bogar L, Miseta
A, Csontos Cs (2014) Az oxidativ stressz hatasa a meta-, ortho-, és para-tyrosin
szintézisre szeptikus betegekben. Eldtanulmany. Erbetegségek 21:44-45.

Kovacs P, Wittmann I, Kun Sz, Sz¢élig L, Molnar G, Bogar L, Miseta A, Zrinyi Z,
Csontos Cs (2014) Vizelet és szérum para-, meta-, és orto-tirozin szintjének vizsgalata
égett és szeptikus betegekben. Aneszteziologia és Intenziv Terapia 44:13.

12.2 Eldadéasok
12.2.1 Az értekezés témajan kiviili eldadasok idegen nyelven

Zrinyi Z (2015) Directions of embryo quality assessment during in vitro fertilization:
the real value of morphology. In: Charles University in Prague Faculty of Medicine in
Hradec Kralové, 12th International Medical Postgraduate Conference: New Frontiers
in the Research of PhD Students: Conference of Medical Schools. Konferencia helye,
ideje: Hradec Kralove, Csehorszag, 2015.11.26-2015.11.27. Hradec Kralove: Charles
University, pp. 120-125.

Masasz G, Zrinyi Z, Petrovics D, Rivnyék A, Tamas A, Mark L, Kiss T, Reglédi D,
Pirger Z (2015) Evolutionarily conserved neuroprotective function of pituitary
adenylate  cyclaseactivating  polypeptide  (PACAP) in  dopamine-based
neurodegeneration. In: 13th Symposium on Invertebrate Neurobiology: program and
abstracts. Konferencia helye, ideje: Tihany, Magyarorszag, 2015.08.26-2015.08.30.

Maasz G, Zrinyi Z, Petrovics D, Rivnyak A, Tamas A, Mark L, Kiss T, Reglodi D,
Pirger Z (2015) Evolution conserved neuroprotective function of pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP) in dopamine-based neurodegeneration:
Poster presentation. In: 15TH BIANNUAL CONFERENCE OF THE HUNGARIAN
NEUROSCIENCE SOCIETY. Konferencia helye, ideje: Budapest, Magyarorszag,
2015.01.22-2015.01.23. Budapest: Hungarian Academy of Sciences.
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Kovacs P, Bogar L, Wittmann I, Miseta A, Szélig L, Kun Sz, Zrinyi Z, Molnar G,
Csontos Cs (2014) Changes of para- meta- and ortho-tyrosine levels in serum and urine
of septic and burned patients. In: YES Meeting: 9th Young European Scientist
Meeting. Konferencia helye, ideje: Porto, Portugalia, 2014.09.18-2014.09.21. Porto:
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

Szélig L, Kun Sz, Zrinyi Z, Molnar G, Lantos J, Woth G, Wittmann I, Miseta A, Bogar
L, Csontos Cs (2014) Az oxidativ stressz hatasa a meta-, ortho-, és para-tyrosin
szintézisre szeptikus betegekben. Eldtanulmany. Magyar Aneszteziologiai €s Intenziv
Terapias Tarsasag 42. Kongresszusa. Siofok, Magyarorszag: 2014.05.22 -2014.05.24.

Poszterek

Zrinyi Z, Petrovics D, Rivnyak A, Tamas A, Mark L, Kiss T, Reglodi D, Maasz G,
Pirger Z (2015) Evolutionarily conserved neuroprotective function of pituitary
adenylate  cyclase-activating  polypeptide  (PACAP) in  dopamine-based
neurodegeneration. 33rd Informal Meeting on Mass Spectrometry, Szczyrk,
Lengyelorszag, 2015.05.10-2015.05.13.

12.2.2 Az értekezés témajan kiviili eléadasok magyar nyelven

Zrinyi Z (2013) A magzat vitalitasanak képi és biokémiai indikatorai in vitro
fertilizacid soran. In: PTE ETK Egészségtudomanyi Doktori Iskola III. Tudomanyos
Foruma. Konferencia helye, ideje: Pécs, Magyarorszag, 2013.12.02.

Zrinyi Z, Montsko G, Kovacs LG, Bodis J (2014) Az embrié viabilitdsanak képi
indikatorai in vitro fertilizacid soran. In: 44. Membran-transzport konferencia.
Konferencia helye, ideje: Stimeg, Magyarorszag, 2014.05.20-2014.05.23.

Poszterek

Jiingling A, Reglédi D, Maasz G, Zrinyi Z, Csaszar A, Rivnyék A, Petrovics D, Fiilop
BD, Gaszner B, Kiss I, Pirger Z, Tamas A (2016) A korai ingergazdag kornyezet és a
PACAP kezelés hatasanak vizsgalata a dopamin szint valtozasdra 1 éves patkany
Parkinson-kér modellben. In: FAME 2016: Magyar Farmakologiai, Anatémus,
Mikrocirkulaciés és Elettani Tarsasagok Kozos Tudomanyos Konferencidja.
Konferencia helye, ideje: Pécs, Magyarorszag, 2016.06.01-2016.06.04.
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12.3 Osszefoglald tudoméanymetriai tablazat az MTMT adatbazis alapjan

MTMT kozlemény és idézé 6sszefoglald tablazat

Zrinyi Zita adatai (2017.09.05.)

Kézlemény tipusok Szdma Hivatkozasok®
Teljes tudomanyos kdzlemények? Osszesen Részletezve | Flggetlen Osszes
I. Tudomanyos folyodiratcikk 15 --
nemzetkozi szakfolydiratban -—- 11 37 45
hazai kiadasu szakfolyodiratban idegen nyelven --- 0 0 0
hazai kiadasu szakfolydiratban magyar nyelven --- 4 0 0
Il. Konyvek 0 --
a) Kényv, szerzéként 0 -
idegen nyelvi --- 0 0 0
magyar nyelvi --- 0 0 0
b) Konyv, szerkeszt6ként 0 -
idegen nyelv( —- 0 5. -
magyar nyelvi - 0 - -
lll. Konyvrészlet 1 --- -- --
idegen nyelv( --- 1 0 0
magyar nyelvd --- 0 0 0
IV. Konferenciakozlemény folydiratban vagy 1 _ . .
konferenciakotetben
Idegen nyelv( ---
Magyar nyelvi --- 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (1.-1V.) 17 --- 37 45
Tovabbi tudomanyos miivek* 1 0 0
Idézetek szama® - - 38 46
Oktatasi mtivek
Fels6oktatasi tankényv 0 -
Idegen nyelv( --- 0 0
Magyar nyelv( -—- 0 0
Fels6oktatdsi tankdnyv része idegen nyelven --- 0 0 0
Fels6oktatasi tankdnyv része magyar nyelven -—- 0 0
Tovabbi oktatasi miivek 0 0 0
‘ Oltalmi formak ‘ 0 | --- ‘ 0 ‘ 0
| Alkotas | o | = | o | o
Ismeretterjeszt6 miivek
Kényvek | o | -~ | 0 | o
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’Tovébbi miivek ‘ 0 | --- ‘ 0 ’ 0

‘ Kozérdekii és nem besorolt miivek ‘ 0 | ‘ 0 ‘ 0
Absztrakt 21 -- 1 1
Egyéb szerzGség 0 -- 0 0
Idézbk szerkesztett miivekben --- 0 0
Idézbk disszertacioban, egyéb tipusban 0 -- 1 1
Idéz6k 6sszesen, minden tipus, minden jelleg --- 39 47
Megjegyzések:

A tablazat szamai hivatkozasok is. A szamra kattintva a program listazza azokat a m(iveket, amelyeket a
celldban dsszeszamlalt.

---: Nem kit6lthetd cella

L A hivatkozdasok a disszertacid és egyéb tipust idéz8k nélkiil szdmolva. A disszertacio és egyéb tipusu idézék
Osszesitve a tablazat végén talalhatok.

2 Teljes tudomanyos kézlemény ebben az adatbazisban:

- Folyoiratcikk : szakcikk/tanulmany, 6sszefoglald cikk, révid kbzlemény, sokszerz8s vagy csoportos szerz8ségii
kozlemény, forraskiadas, recenzid/kritika, mikritika, esszé

- Kényv: szakkdnyv, monografia, kézikonyv, tanulmanykotet, forraskiadas, kritikai kiadds, mlhelytanulmany,
atlasz

- Kényvrészlet: szaktanulmany, fejezet, esszé, forraskiadas, recenzid/kritika, m(kritika, m(itargyleiras,

térkép, mihelytanulmany része

- Konferenciakdzlemény: folydiratban, konyvben, egyéb konferenciakotetben megjelent legaldbb 3 oldal
terjedelemben

- Oltalmi formak: szabadalmak, mintaoltalmak (részletek)

3 Szerkeszt6ként nem részesedik a kdnyv idézésébdl

41de értve a teljes kdzlemények listadjaban nem szerepld publikicidkat, a nem ismert lektoraltsagu
folydiratokban megjelent miveket és minden olyan tudomdanyos m(vet, ami a I.-IV. sorokban nem kerilt
Osszeszamlalasra.

5 A disszertaciok és egyéb tipusu idéz8k nélkiil szamolva. A sor értéke a "Tudomanyos kdzlemények dsszesen
(1.-1V.)", a "Tovabbi tudomanyos m(ivek" és az "Absztrakt" sorok idézettség értékeit 6sszegzi.
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13 Ko6szonetnyilvanitas

Ezuaton szeretnék kszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Pirger Zsolt tudomanyos
fomunkatarsnak eléremutatd tandcsaiért és iranyitasaért, amellyel segitette eddigi

munkamat.

Koszonettel tartozom férjemnek és kollégamnak, Dr. Maasz Gabor tudomanyos
munkatarsnak a tamogatasért, biztatd szavaiért, az iranymutatisért és mindazért,

amivel hozzasegit a szakmai fejlédéshez.

Halas szivvel mondok koszonetet Kiss Tibor és Elekes Karoly professzor uraknak
minden segitségiikért és az épitd kritikakért, amellyel segitették munkdmat és akik

soha nem mondtak nemet a segitségkérésre.

Vértes Akos professzor irnak, a Vértes Research Group vezetdjének és Linwen
Zhang doktorjel6ltnek, valamint a csoport tobbi tagjanak is, akik a George
Washington Egyetemen tett latogatasaim alkalmaval befogadtak, szakmai segitséget

nyujtottak €s segitették egy miikodd kooperacio kiépiilését.

Koszonetemet fejezem ki az MTA Okolégiai Kutatékozpont Balatoni Limnologiai
Intézet dolgozoinak, kiemelve a NAP_B Adaptacios Neuroetologiai Kutatécsoport
munkatarsait, valamint Dr. Palffy Karoly tudomanyos munkatarsat és Nagyné

Fekete Zsuzsa asszisztenst.

Halaval tartozom Kovaes L. Gabor professzor urnak, a Szentagothai Janos
Kutatokozpont elnokének, egykori fonokomnek, aki elinditott és mindvégig

tdmogatott a tudomanyos palyan.

Koszonom csaladomnak ¢és barataimnak, hogy mindvégig mellettem alltak,

tdmogattak.
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