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1 Bevezetés

Jelenleg, becslések szerint a fogamz6 képes korban 1év6 ndk 30%-a hasznal vilagszerte
hormon tartalmu sziiletés-szabalyoz6 szert tabletta, injekcid, intrauterin eszkdz, stb.
formajaban. Az oralis fogamzasgatlok Osztrogén ¢és/vagy progesztogén hatdanyagot
tartalmaznak, de a gyogyaszatban (pl. hormonpotlas) is hasznaljak ezeket a szereket. A
széleskorli felhasznalasbol €s az alacsony biohasznosuldsbol adodoan ezek bioldgiailag aktiv
formaban (anyavegyiiletek €és metabolitjaik) keriilnek a szennyvizhal6zatba és érik el a
szennyviztisztitd telepeket (WWTP), ahol az altalanosan hasznalt tisztitasi eljarasok az
Osztrogénszennyezést nagymértékben kisziirik, de nem alkalmasak a progesztogén szennyezés
megsziintetésére. Az emberi felhasznalasbol eredd szennyezés mellett szamottevd az ipari
eredeti (pl. papirgyarak) és az allattartd telepek elfolydinak kornyezetbe bocsatott
progesztogén tartalma is. Az elmult években ezek a gyogyszermaradvanyok vilagszerte az
egyik legjobban tanulmanyozott szteroid tipust kornyezetszennyezé molekuldkka valtak.
Richardson és Bowron 1985-ben publikalta az elsé olyan dsszefoglald tanulmanyt, ami ng/L
koncentraciotartomanyban emliti az Osztrogén és a progesztogén tipust vegyiiletek eredeti
formajanak jelenlétét, mint endokrin diszruptorokat (ED) a természetes vizekben. Az analitikai
technikak fejlédésével a detektalhatosagi szint csokkenésének eredményeként emelkedett a
mérhetd szex-szteroidok szama. Jelenlétiikrdl a szennyvizben és a felszini vizekben, amelyek
okotoxikologiai szempontbdl mérvaddk, néhany ng/L koncentraciotartomanytol gyakran tobb
szaz ng/L koncentraciodtartomanyig (0sztrogének: 0,2-180 ng/L, progesztogének: 0,07-22,2
ng/L) publikaltak eredményeket vildgszerte.

Tekintettel arra, hogy ezek a hormonok szabalyozzdk az emberi szervezetben a
menstruacids ciklust, a terhességet és az embridgenezist, a vizi kérnyezetbe keriilve a nem-
célszervezeteknek tekintett organizmusok reprodukcidjara is hatassal vannak. Az elmult
években publikélt ED kutatasok tobbsége az dsztrogén tipusu (pl. 17a-etinilosztradiol, 17p-
Osztradiol és Osztron) szennyezés hatdsait vizsgalta. Ezek a hatéanyagok mar 1 ng/L
koncentracioban karos hatast fejtenek ki példaul a halakon, mind morfolégiai (pl. ikra, maj,
vese), mind molekularis szinteken (pl. vitellogenin - VTG).

Viszonylag kevés irodalmi adat all azonban rendelkezésre a progesztogének nem-
célszervezeteken kifejtett kedvezdtlen élettani hatédsairdl, pedig azok bioakkumulacidja mind
gerinctelen (pl. zebra kagylo), mind gerinces (pl. szivarvanyos pisztrang) édesvizi fajokban
ismert. Ezekben a vizi szervezetekben a progesztogének neuroszteroidként fontos szerepet
jatszanak az agyi folyamatokban is, valamint hatssal vannak az allatok sajat hormon szintjére,
zavarjak az endokrin rendszer mitkodését, negativan hatnak a fejlédésre, az ivarsejtek érésére
¢€s megvaltoztatjak a parzasi viselkedést, vagy a méasodlagos nemi jellegek kifejlodését.

Habar az egyes progesztogének kornyezeti koncentracidja altaldban alacsony, tobb ilyen
gyogyszermaradvany egyidejii jelenléte, még kis koncentracidban is elég ahhoz, hogy ED-ként
valtozast okozzon a vizi életk6zosségek egyedeiben. Ezért egy tobbféle hormonokbdl allo
keveréket alkalmazo kisérleti elrendezés valds kornyezeti kockazatbecslésre ad lehetdséget.
Ilyen jellegli kisérleteket Osztrogének és/vagy progesztogének egyidejli alkalmazaséaval,
kétkomponensii expozicioval kozoltek mar korabban. Azonban csak progesztogénekbdl allo,
harom- ¢és négykomponensii hormon keverékkel torténd kisérletet (PRG, LNG, GES, DRO),
kornyezeti expoziciot modellezve, gerinctelen vagy gerinces tesztallaton ez idaig nem
végeztek.



2 Célkituzések

Az irodalmi attekintés alapjan célul tiiztiik ki a human eredetii progesztogén hatéanyag-
maradvanyok élettani hatasanak felderitését gerinctelen (Lymnaea stagnalis) és gerinces
(Rutilus rutilus) vizi nem-célszervezeteken egyarant. Els6sorban azt vizsgaltuk, hogy a
hatéanyagok a kornyezeti szempontbol relevans koncentracié tartomanyokban képesek-e
fiziologiai funkciokat modositani az allatokban. Masodsorban pedig egy valds kdrnyezeti
szituaci6é vizsgalatara torekedtiink azaltal, hogy a hatdanyagokat keverékben alkalmaztuk
kisérleteinkben. Ellendrzott feltételek mellett zajlo laboratériumi vizsgalataink soran 10 ng/L
progesztogén kezelést alkalmaztunk, ami az édesvizek redlis szennyezettség-értékét
reprezentalja. Szamos tanulmany arr6ol szamol be, hogy a progesztogén koncentracié 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 thztik ki célul:

1. Megvizsgaljuk, hogy a VTG, mint az dsztrogénszennyezés biomarkere, alkalmazhato-e a
progesztogén szennyezések kimutatasara.

2. Elemezziik, hogy a DJ-1 védé fehérje alkalmas jelzOmolekula-e progesztogén
szennyezések kimutatdsara.

3. Feltérképezziik a progesztogén kezelés hatasat a L. stagnalis, mint hermafrodita faj,
reprodukcios rendszerében, melynek sordn, vizsgalni kivanjuk a reprodukcid
szabalyozasaért felelés GnRH-szerli fehérje analogok eloszlasat és expresszidjat a
kozponti idegrendszerben, a him és ndstény ivarsejtek mennyiségének valtozasat,
valamint a lerakott petezsdkok mindségét progesztogén kezelésben.

4. Felmérjiik a felnott csigdk progesztogén kezelésének hatasat az utddok életképességére,
fejlodésére. Ennek sordn meghatarozzuk a sejtosztodasok iddablakit az embriondlis
fejlodés korai szakaszaban, valamint feltérképezzilk az egy-sejtes zigdta és a tojas
szikanyaganak metabolomikai dsszetételét.

5. Leirni a progesztogén keverék szomatikus és molekularis szintli hatasait a bodorkéaban,
melyhez vizsgalunk testomeg indexeket, valamint a szérum lipid szintek és egyes stressz
fehérjék valtozasat.

3 Anyagok és modszerek
3.1 Kisérleti allatok és kezelés

A Kkisérleteinkhez 3-6 honapos, ivarérett, laboratoriumi tenyészetbdl szdrmazé csigakat
(L. stagnalis) és a Balaton vizgyljté teriiletéhez tartozd Sarviz patakbol (N46.91266
E16.87705) gyljtott bodorkakat (R. rutilus) hasznaltunk. Az allatok kezeléséhez HPLC
tisztasagu progeszteron (PRG) (P0130), levonorgesztrel (LNG) (L0551000), drospirenon
(DRO) (SMLO0147) és gesztoden (GES) (L0551000) gyogyszergyari hatoanyagokat
hasznaltunk (Sigma-Aldrich). A hormon hatéanyagokat 0,5 M-o0s ciklodextrinben (H-107, 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, Sigma Aldrich) oldottuk. A kezelt csoportok hormon
koncentracioinak ellendrzéséhez minden héten mintat vettiink az akvariumi vizekbdl az aktualis
vizcsere el6tt és nagy hatékonysagl folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
segitségével visszamértiik a PRG, LNG, DRO és GES koncentraciot.

A csigakat egy nap akklimatizdcio 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 fiiggetlen kisérletben (0sszesen 55 allatot
csoportonként). A kezelési periodus adott pontjain preparaltuk, majd homogenizaltuk (jéghideg
0,2 M-o0s PBS-ben, pH=7,4, 10 mg szovet 100 pl-ben) a kozépbél mirigyet VTG és DJ-1 fehérje



ELISA méréshez, az agy szovetet DJ-1 fehérje ELSIA méréshez, illetve agyszdvetet fixaltunk
(4% PFA, PB-ben) GnRH immunhisztokémiai megjelenitéséhez. A csigak spermium szamanak
meghatdrozasahoz preparaltuk a kozépbél mirigy proximalis felén futé onddvezetéket a
mirigyet boritd hartydbol valo kilépéstdl a prosztataba (a vékonyabb, hermafrodita vezetékig)
futd szakasz mentén. EbbOl nyertik a spermiumokat, melyeket daramlalsi citometrids
vizsgalathoz készitettiink elé (sejtmag jelolés 1 pg/mL Hoechst 33342 festéssel). A feln6tt
csigék altal rakott petezsakokat naponta gyijtottiik mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt
csoportokbol. Mivel nem az utédok hormonkezelése volt a cél, azokat hormon mentes vizben
neveltiik tovabb.

A Dbegylijtott egészséges, kevert ivari bodorkakat az egy hoénapos akklimatizacios
periodus végén négy csoportra osztottuk (6sszesen n=20 allat csoportonként): kontroll (0,83
uM ciklodextrin), valamint progesztogén keverékkel (PRG, LNG ¢és DRO, mindegyikbdl 10,
50 és 500 ng/L) kezelt csoportok. A halakat 42 napon at kezeltiik, a végén szegfliszeg olajjal
elaltattuk, majd dekapitaltuk. Agyukat, veséjiiket, majukat és a gonadokat preparaltuk, majd
stlyukat lemértiik. A mintafeldolgozas ideje alatt jégen tartottuk a szerveket, minimalizélva az
enzimatikus reakciokat. A szomatikus indexeket a kdvetkezok szerint szamoltuk: [szoveti
stly/testsuly]x100. A tovabbiakban a halak majszovetét homogenizaltuk (jéghideg 0,2 M-0S
PBS-ben, pH=7.4, 10 mg szovet 100 pl-ben) VTG ELISA méréshez és DJ-1 fehérje ELISA
méréshez, valamint maj és agyszovetet fixaltunk (4% PFA, PB-ben) a DJ-1 fehérje
immunhisztokémiai vizsgalatara. A kontrol és az 500 ng/L kezelt csoport egyes allataitél 1 mL
vért vettiink zart vérvételi rendszer segitségével, amelybdl szabad koleszterin (CHOL), HDL-,
LDL-koleszterint és triglicerideket (TG) mértiink automatizalt enzimatikus és kolorimetrias
eljarassal (Roche Integra 800 System, La-Roche Ltd.), valamint stressz fehérjék vizsgalatat
végeztiik el (Human Cell Stress Array Kit, R&D Systems).

3.2 A petezsdkok mindség értékeld rendszere

Egy altalunk felépitett értékelési rendszerben becsiiltilk meg a petezsakok mindségét. Ez
az egyszerll értékelési rendszer a statisztikaban altalanosan elfogadott 5%-os dontési szinten
alapul és két szempontot értékel: a tojasok poliembrioniaja (tobb mint egy zigota egy tojason
beliil) és halott (mozdulatlan, szintelen) embriok ardnya a petezsdk teljes tojas szaméahoz
viszonyitva. A poliembrioniat a petezsak lerakasakor az elsd napon értékeltiik, a halott embriok
szamat pedig a negyedik napon hatdroztuk meg. Mindkét paramétert a kovetkezd
szempontrendszerben értékeltiik: nem megfigyelhetd; 5% alatt megfigyelhetd; 5% felett
megfigyelhets. A paramétereket kombinalva a petezsak mindségét egy haromrészes értékelési
rendszerben irtuk le: I — kivalo; 11 — kdzepes; 111 — rossz mindség.

3.3 Az embrionalis fejlddés korai szakaszanak vizsgalata

Az embrionalis fejlddés elsd harom sejtosztodasanak iddablakat kovettik végig, az
embrid 8 sejtes allapotaig. Megfigyeléseinkhez egy idd-kovetésre képes LAS V4.5 programmal
vezérelt Leica M205¢ sztereomikroszkopot és egy DFC3000G digitalis kamerat hasznaltunk.
A harom hetes kezelési periodust kovetden frissen lerakott petezsdkokat egy szilikon-géllel
kiontott Petri csészében tlivel rogzitettiik és a zigdtakat 10 percenként fotoztuk az 1 sejtes
allapottdl a 8 sejtes allapotig. Az idéablak kezdetének az elsd sejtosztodas idejét jeldltiik ki (a
2 sejtes allapot kezdete), az utols6 megfigyelési pont pedig a harmadik sejtosztodas ideje volt
(a 8 sejtes allapot kezdete).

3.4 Kapillaris mikromintavételi technika

Az instabil metabolitok mérése szenzitiv és megbizhatdé mérési modszert igényel, gyors
atfutédsi idével. A kapillaris mikromintavételi tehcnikaval kombinélt tomegspektrometria magas
szenzitivitasa €s specificitdsa miatt egy gyors €s alkalmas eszkéz a molekuldk (metabolitok,



lipidek, peptidek) feltérképezo jellegi, kvalitativ analizisére. A csigatojasbol tortént egy-sejt
metabolomikai vizsgalatokhoz (embrid és szikanyag) kapillaris mikro-mintavételi technikat
alkalmaztunk. A harmadik kezelési hét végén az egy-sejt analizisre vett mintdink olyan
petezsakokbol szarmaztak, amelyek kivaldé mindsitést kaptak az értékelés soran. A csiga
attetszo tojasai ellipszis alakuak, 1 mm atméréjtiek, egyenként ~0.5 puL viszkozus szikanyagot
tartalmaznak, melybdl egy mintavételi kapillarissal mikromanipulator segitségével ~0.3 pL
szikanyagot vettiink mind a kontroll, mind a 10 ng/L kezelt allatok tojasaibdl (n=12
csoportonként). Az egy-sejtes allapoti zigota ~100-120 pm atméréji, gomb alaku sejt, a
peterakast kovetden mar egy oran beliil kettéosztodik. A citoplazma mintavétel soran egy
polirozott hegyli, ~20 pum végatmérdji (~0.5-1 MQ ellendllasu) rogzité kapillarist és egy
roviden elvékonyodd (short tapering) ~1 um végatmérdji (2-3 MQ ellenallasu) mintavételi
kapillarist hasznaltunk. Mikromanipulator és vakuum segitségével rogzitettiik az egy-sejtes
zigbtat a rogzitd kapillarissal és ~0,5 nL térfogatu mintat vettiink (n=10 csoportonként) az
ellentétes oldalrdl egy masik manipulatorba befogott mintavételi kapillaris segitségével. A
szikanyag ¢és a citoplazma metabolit 6sszetételét MS-el vizsgaltuk ion mobilitds analizatorral
(IMS) is felszerelt repiilési id6 (TOF) analizatoros tomegspektrométerrel (Synapt G2-S, Waters
Co., Milford, MA), valamint Off-line NanoElectrospray ionforassal (73084, Bruker Daltonics,
Bréma, Némtorszag) felszerelt Bruker AmaZon SL (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag)
ion csapda analizatoros tomegspektrométerrel szintén elvégeztiik.

3.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizis OriginPro® 2015 (OriginLab Corp., Northampton, Massachusetts,
USA) és IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM Magyarorszag Kft.) szoftverekkel tortént. Az
adatsorokon normalitas tesztet Kolmogorov-Smirnov prébaval, a variancidk egyenldségét
Levene statisztikdval ellendriztiik. Ezek eredménye alapjan a kovetkezé adatsorok
Osszehasonlitasaban 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 L. stagnalis-ban, a DJ-1 fehérje mennyiség, koleszterin, HDL-, LDL-
koleszterin és triglicerid meghatarozasa R. rutilus-ban. A csiga petezsakok mindségének
Osszehasonlitasa, bodorkaban a kezelés kezdetén és végén mért testhossz kozti kiilonbségek, a
kezdeti- és végstly kozti kiillonbségek meghatarozasa, a szomatikus indexek Gsszehasonlitasa
az egyes kezelési csoportokban a nem-paraméteres Kruskal-Wallis teszttel tortént. A
kiilonbségeket P<0,05 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.

4 Eredmények és kovetkeztetések
4.1 Vitellogenin és vitellogenin-szeri fehérjék vizsgalata

Kisérleteinkben a gerinctelen és a gerinces vizi allatok egyarant érzékenynek bizonyultak
a progesztogén szennyezésre. Megvizsgaltuk a VTG, a néstényekben az 6sztrogén szennyezés
kimutatasara  altalanosan  alkalmazott biomarker hasznélhatosagat progesztogén
szennyezésben. Azt talaltuk, hogy L. stagnalis-ban mar az atlagos kornyezeti koncentracio is
jelentds valtozast eredményezett a VTG-szer(i fehérjék expresszidjaban, de R. rutilus-ban csak
a legmagasabb kezelési koncentracié okozott valtozast a VTG szintben. A VTG szintézis a
hex6zok €s az aminosavak elérhetd mennyiségétdl fiigg, 6sszhangban azzal a ténnyel, hogy a
reprodukcio feltétele az altaldnos taplaltsagi allapotban bekovetkezd pozitiv valtozas. Magas
VTG tartalom mérhetd ivarérett ndstényekben, melynek szintje a vitellogenezis soran
emelkedik. A vitellogenezis folyamata gerincesekben féleg a méjban zajlik, a szintetizalodott
VTG a vérbe valasztodik ki, majd az érett petesejtekben halmozodik fel. Gerinctelenekben
szintén leirtdk ezt a folyamatot, de ezekben a fajokban (pl. oOrids almacsigaban, tiiskés



bolharakban) a hemolimfaban taldlhaté6 VTG-szerl fehérjék forrasaként egyéb szerveket, pl. a
kozEépbél mirigyet (hepatopancreas) és a fehérjemirigyet (glandula albuginea) jelltek meg. A
legtobb tojasrakd fajban a VTG-szerti fehérjék és a VTG olyan proteinek prekurzorai a
petesejtben, melyek biztositjak az embridgenezishez sziikséges energia tartalékot (vitellinek).
L. stagnalis-ban ilyen ismert, vitellin tipusi molekula a petesejt-ferritin (Giusti et al, 2013;
Bottke et al, 1986), de egyéb tiidoscsigakban, pl. Helix aspersa-ban (Barre et al, 1991),
Helisoma duryi-ben (Miksys et al, 1986), vagy Planorbarius cormeus-ban (Dreon et al, 2002)
is leirtak petesejt vitellineket. Eredményeink szerint a kozépbél mirigyben a VT G-szerti fehérje
mennyisége szignifikdnsan emelkedett a 21 napos kezelési periddus végére, dsszhangban a
harmadik héten megfigyelt emelkedett petesejttermeléssel. Giusti (2013) szerint a petesejt-
ferritin expresszidja a 21 napos progesztogén tipusit CPA kezelésben (2 — 50 pg/L) nem
valtozott jelent6sen L. stagnalis-ban. Ez az altalunk megfigyeltekhez képest eltéré valtozas a
vitellin tipust és a VTG-szerti fehérjék szintjén is bekovetkezhet, hatterében az alkalmazott,
eltérd koncentraciok (10 ng/L vs. 2 — 50 ug/L), valamint az eltérd progesztogén hatdéanyagok
allhatnak. Egyéb progesztogének hatasat a csigdk VTG-szerli fehérjéire ez idaig nem
vizsgaltak.

Gerinces fajok esetében eltéré adatok talalhatok az irodalomban. DeQuattro (2012)
csokkent VTG mRNS tartalmat mutatott ki tlizcsellében 21 nap hosszi, 10 ng/L PRG kezelést
kovetden. Zucchi (2014) 14 napos kezelés soran azt figyelte meg, hogy az egyediili 50 ng/L
DRO kezelés zebradanioban jelentdsen csokkentette a maj VTG mRNS szintjét, viszont az
allatokat 50 ng/L DRO ¢s 4 ng/L PRG keverékével kezelve mar nem volt kimutathat6 ez a
hatas. Tovabba megfigyelte, hogy 500 ng/L DRO kezelés 6nmagaban, és 40 ng/L PRG-nal
kombindcioban is jelentdsen csokkentette a maj VTG mRNS szintjét. Ezzel szemben a plazma
VTG szintje mindvégig valtozatlan volt az egyediili DRO és a PRG-nal kombinacioban torténd
kezelések soran az emlitett koncentraciokban 14 napos kezelési periodusban. Més tanulmanyok
szerint 0,5 és 5 ng/L LNG kezelés nem volt hatassal tiizcsellében a plazma VTG tartalomra, 25
ng/L jelentdsen novelte, 100 ng/L pedig jelentésen csokkentette azt. Az egymasnak
ellentmond6 irodalmi adatok és a sajat eredményeink alapjan arra kovetkezethetiink, hogy a
VTG, mint biomarker a progesztogén szennyeze€s jelzésére nem alkalmas alacsonyabb rendil
gerincesekben, mivel kiillonb6zd valtozast mutat a szennyezés fajtija és koncentracidja
fliggvényében, raadasul csak ndstény egyedekben hasznalhato.

4.2 DJ-1 fehérje vizsgalata

Ezek miatt meriilt fel az igény egy 0j, progesztogén szennyezés jelzésére alkalmasabban
hasznalhat6 biomarker felkutatasara. Alternativaként megvizsgaltuk a DJ-1 fehérje, mint egy
nemtdl fliggetlen, kdrnyezeti valtozasokra érzékeny molekula alkalmazhatdsagat progesztogén
szennyez¢s kimutatdsara, alapozva a DJ-1 €s a progesztogének kozds molekularis célpontjaira
(NRF2, PSF, LDL-receptor).

A DJ-1 fehérje szerepét tekintve az oxidativ stressz elleni védelemben, a sejttalélésben, a
proliferacidban és a gén transzkripcidban jelentds hatassal bir. Tekintve, hogy a DJ-1 fehérje és
a szteroid hormonok szamos k6zds tdmadasponttal rendelkeznek, azt feltételeztiik, hogy a DJ-
1 fehérje szintje hormonkezelésben megemelkedik, de L. stagnalis-ban szignifikansan csokkent
a 7. napon. Ezaltal alkalmasnak bizonyult a szennyezés korai jelzésére, de kronikus kezelésben
mar nem tapasztaltunk jelentds eltérést a DJ-1 szintjében. Ez arra utalhat, hogy ebben a fajban
nincs k6zo6s tAmadaspontjuk, a valtozas irdnya pedig arra utal, hogy a csiga egy€b ton valodsitja
meg a stressz elleni védekezést, amelyre az energidit forditja, azonban a DJ-1 fehérje szintje
hamar visszaall a fiziol6gids szintre.

A gerinces tesztallatban azonban potencialis jelzOmolekuldnak taldltuk a kronikus
progesztogén terhelésre, ugyanis a DJ-1 fehérje szintje, a VT G-nel ellentétben, mar az atlagos
kornyezeti progesztogén koncentracidoban is jelentésen emelkedett. Ezt immunhosztokémiai
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vizsgalataink is alatamasztottak. Osszegezve, a DJ-1 alkalmasabb biomarker progesztogén
szennyezés felmérésére, mint a VTG. Azonban, a DJ-1 hasznalhatosagat, mint hatasos
biomarkert vizi Okoszisztémak progesztogén szennyezésének kimutatasaban, tovabbi
kisérletekkel kell megerdsiteni mas fajokon is végzett vizsgalatok alapjan.

4.3 Progesztogén kezelés hatasara kialakulo valtozasok felnétt L. stangalis-ban

L. stagnalis-ban megfigyeltiik a reproduktiv rendszer karosodasat az altalanos kornyezeti
koncentracioban alkalmazott progesztogén keverék hatasara, kozponti idegrendszeri és
periférids szinten egyarant. Ebben a hermafrodita fajban a kronikus progesztogén terhelés eltérd
hatast valtott ki a him és a néstény reprodukcios rendszer szabalyozasaban. L. stagnalis CNS-
¢ben feltérképeztik a GnRH-szerli peptid immunopozitiv sejtek eloszlasat, ez a neropeptid
felelds a néstény és a him reprodukcid szabalyozasaért egyarant, de a pontos szerepe a
csigakban még nem tisztazott. A CNS-ben megfigyeltiink kicsi (<50 um), kdzepes (50 - 100
um) és orias (100 - 150 um) méretli immunpozitiv neuronokat, amelyek a bal/jobb agyducban
(L/RCG), a bal/jobb labdiucban (L/RPeG), a jobb fali dachan (RPG) és a zsigerducban (VG)
helyezkedtek el. Ugyanezekben a ganglionokban a neuropil varikézus rostjai is mutattak
immunreaktivitast. Nem-neuronalis szovetekben (pl. kotészovet, hartyaboritas, erek) nem
azonositottunk GnRH-szerii peptideket expresszalod sejteket. A korabban Helisoma trivolvis-
ban és Haliotis asinina-ban leirtakhoz hasonléan L. stagnalisban is a VG-bol az ivarszervi és
bél idegen keresztiil kifutdo rostokat figyeltiink meg. Egy korabbi, L. stagnalis-on végzett
tanulmanyban leirtakkal sszevetve hasonldsag volt abban, hogy a legintenzivebben jel616d6
régi6 a L/RCG laterdlis lebenye, valamint hogy a L/RBG ¢és LPG-ban nem lathatok GnRH-
immunpozitiv sejtek, illetve rostok. Ezzel szemben, eltérés mutatkozott a L/RPIG és L/RPeG
jelolédésében, ugyanis a kordbbi tanulmannyal 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 jel6lédott a bal és a jobb oldalon. A RCG
jelolédésének intenzitasaban eltérés mutatkozott a kontroll és a kezelt csoport allatai kozott. A
kontroll csoportban sejtek és neuropil egyarant jel616dott, de a 10 ng/L progesztogén kezelés
utan a GnRH jel6lddés intenzitasa lecsokkent. A csokkenés a kezelt csoportban az eliils6 lebeny
(AL) sejtjeit is érintette, melyek a him reprodukcid szabalyozasdban vesznek részt. A ndstény
reprodukciohoz kapcsolhato agyi teriileteken (RPG, L/RCG CDC sejtjei, a VG-bol kifutd
ivarszervi és bél ideg) a GnRH immunpozitivitds nem valtozott progesztogén keverékkel
torténd kezelés hatasara.

Periférids szinten az ivarsejtek szdma részben ennek megfelelden valtozott: a spermium
szam jelentds csokkenését, azonban a lerakott petesejtek szamanak emelkedését figyeltiikk meg
a kezelés végén a kontroll csoporthoz képest. Az altalunk is alkalmazott progesztogének
hatasara leirtak csokkent spermium motilitast tiizcselében (300 ng/L PRG kezelés, 1 hét),
csokkent spermium szamot tiiskés pikoban (65 ng/L LNG kezelés, 45 nap), valamint
megfigyelték, hogy LNG-rel (1, 10, 100 ng/mL) kezelt human spermiumokban dozis-fiiggd
moddon csokkent a mozgési képesség és a petesejttel valo fuzios kapacitas. A petesejt szam, ami
szignifikansan csokkent az els6 héten, a harmadik hét végére a kétszeresére emelkedett a
kontroll csoporthoz képest. Eredményeinkhez hasonldéan masok is ugyanezt figyelték meg a
progeszteron receptor agonista vinclozolinnal kezelt (25 ng/L, 21 nap) L. stagnalis-ban. A
petesejt szam emelkedés hatterében 4llo6 okok felderitéseként tovabbi vizsgalat lehet a PR
lokalizacid meghatarozasa a L. stagnalis CNS-ben, valamint a ndstény reprodukciohoz
kapcsolhat6 szervekben egyarant.

4.4  Progesztogén-indukalta valtozasok a kezelt L. stangalis utédaiban

A L. stagnalis sziilok vizsgalata soran megfigyelt valtozasok felvetették a gondolatot,
hogy a sziilok progesztogén kezelése hatassal lehet a tojasokat érinté hormonalis jelatvitelre és
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azok molekularis Osszetételére. A hormonalis szignalok képesek hatni a sejtciklusra direkt,
vagy indirekt modon (differencidlodas, proliferacio és életképesség), valamint a hexoz
metabolizmusra a G-protein kapcsolt receptor (GPCR)-AC-cAMP-PKA-MAPK ftvonalon, a
GPCR-AC-cAMP-PI3K-AKT utvonalon, a GPCR-JAK/STAT utvonalon illetve a GPCR-AC-
CAMP-PKA-GLI3-Hedgehog utvonalon keresztiil is. Az altalunk részletezett végpontok
(sejtosztddas, adenilat energiahordozok aranya - AEC, hex6z felhasznalas és redox statusz)
egyikét sem vizsgaltdk korabban szélesebb értelemben ED, sziikebb értelemben progesztogén
kezelések soran. Figyelemre méltd az a megfigyelésiink, hogy az embrionalis fejlédés korai
szakaszaban a sejtosztodas ideje rovidiilt, a progesztogén keverékkel kezelt sziilok zigdtai
gyorsabbal érték el a 8 sejtes fazist, ugyanakkor a végso kikelés nem tortént meg hamarabb a
kontroll csoporthoz képest. A tojas képzés ¢és annak Osszetétele a sziiloktol fligg és
meghatarozza az utod életképességét. A szikanyagbodl és az egysejtes zigdtabol Osszesen 31
metabolitot azonositottunk, a kontroll és a kezelt tojasok kozott kvalitativ kiillonbséget nem
talaltunk. Azonban az egyes metabolitok aranyat tekintve a kezelt sziilok utodai a korai fejlodési
stddiumban olyan, a kontroll csoporttol eltéré paraméterekkel rendelkeztek, amelyek a
szénhidrat anyageserét érintették. Az egy-sejtes zigotakban 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
zigdtakban, amelyek progesztogén kezelt sziiloktdl szarmaztak. Irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy ez az ardny a citoplazméban 1év6 hex6z (gliikoz, galaktdz, stb) felhasznalasatol fiigg,
amely a glikogén szintézisben jatszik fontos szerepet. A hex6z a sejt citoplazmajaba keriilve
hex-6-P-ta alakul, amibdl a sejt energia statuszatol és hexoz tobbletétdl fliggéen UDP-hex
képzddik és glikogén szintetizalodik. A glikogén elraktirozott energia forrasként szolgal a
fejlédé embrid szamara. Habar kozvetleniil a glikogén szintet nem vizsgaltuk, az emelkedett
UDP-hex szint latszolag arra utal, hogy a kezelt sziiloktdl szarmazé zigotak tobb glikogént
termelnek, mint a kontroll sziiloktdl szarmazok. Viszont a glikogén szintézishez energia
sziikséges és az AEC arany nem tért el a kontroll és a kezelt sziiloktdl szarmazé sejtekben.
Figyelembe véve, hogy a hormonalis szignalok a GPCR-AC-CAMP-PI3K-AKT kaszkadon
keresztiil hatva blokkoljak a glikogén-szintdz kindz 3 (GSK3) enzim miikodését, 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-PDKI1 rendszer felerdsiti a hexdz felvételt, igy
a hex6z metabolizmus nem sériil. Wells (2003) szerint az UDP-hexNAc készlet direkten fligg
a hexoz koncentraciotol. Az UDP-HexNAcC a hexdzamin-bioszintézis Utvonalon keresztiil
termelddik és a sejtek a fehérjék post-transzlaciés modositdsdban hasznaljak fel és/vagy
glikoprotein, vagy N-glikan szintézisre termelik. Az utobbi szintén tapanyag forrasként szolgal
a fejl6doé embrid szamara, ezért feltételezhetd, hogy az embridk tdpanyagellatdsa nem sériil a
sziilék hormonkezelése soran. Erdemes lenne vizsgalni a sziiléi progesztogén kezelés késdbbi
hatasait egy tobb-generaciot érintd kisérletben a tolerancia/adaptacié megfigyelése érdekében.

4.5 Progesztogén kezelés-indukalta valtozasok R. Rutilus-ban

A progesztogén kezelés bodorkaban is valtozast okozott mind a szomatikus, mind a
molekularis paraméterekben. Ez esetben tobb kezelési koncentracidt is alkalmaztunk és azt
tapasztaltuk, hogy az egyes testtomeg indexek (vese és maj hipertrofia, gonad hipotrofia) a
progesztogén keverék koncentracidjatol fiiggetleniil szignifikdnsan valtoztak a kontroll
csoporthoz képest. Eredményeinkhez hasonléan, egy korabbi tanulmany szintén vese
hipertrofiat allapitott meg >40 ng/L LNG kezelés hatasara ndstény tiiskés pikoban. Zucchi
(2014) szignifikans csokkenést latott a GSI értékben 5000 ng/L DRO és 400 ng/L PRG kettds
kezelés hatasara zebradanioban, de DeQuattro (2012) tiizcsellében 1000 ng/L PRG kezelésben
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nem tapasztalt valtozast a GSI értékben. Az is ismeretes, hogy a GSI szezonalisan valtozik a
Balatonban €16 keszegfélékben: a marciusban alacsony GSI érték aprilisban ugrasszeriien
megnodvekszik, juliusban lecsokken, majd a nyari nyugalmi idészakot kdvetden dsszel lassan
novekedni kezd, november végére pedig eléri a tél folyaman lecsokkend értéket. Kisérletiinket
akkor végeztiik, amikor a nyari nyugalmi iddszakbol lassti ndvekedésbe kezdtek a gonaddok. Ez
okozhatta a kontroll csoport magas szdorasat, azonban az eredmények egyértelmiien mutatjak,
hogy az 500 ng/L progesztogén kezelés jelentésen gatolta a gonadok lassu ndvekedését.
szérum koleszterin és LDL-koleszterin értékei szignifikansan csokkentek, valamint szamos,
kiilonbozd bioldgiai funkcidt ellatd fehérje (mint pl. a PON3, Phospho-p38a, SIRT2, SOD2,
HIF-1 alpha, HIF-2alpha, p27 and NFKB1, FABP-1) jelentds valtozast mutatott. Mindezek arra
utalnak, hogy a progesztogén terhelés stresszként hatott az allatokra és a modosult
anyagcseréhez igyekezett alkalmazkodni a szervezet.

c sy

valds biologiai kockéazatot jelent Kozép-Eurdpa legnagyobb sekélyvizli tavanak vizgyiijtd
teriiletén jelenleg és a jovoben is. Mind a gerinctelen, mind a gerinces tesztallatokban
megfigyelt eredményeink kozott szamos olyan végpont taldlhatod, amely felhasznéalhat6 egy
tovabbi toxikologiai interakcids (koncentracio addicids) kisérlethez, amivel meghatarozhato
lenne, hogy az egyes progesztogének eltérd koncentracioban vegyitve milyen hatassal vannak
egymasra. Ezaltal megbecsiilheté lenne, hogy a kornyezeti szennyezésben bekdvetkezd
valtozasok (fogamzasgatld felhasznaldsi trendek valtozasa, szennyvizkezelési eljarasok
atalakuldsa) milyen valtozasokat okozhatnak a vizi nem-célszervezetekben.



Uj tudomanyos eredmények

Vizsgaltuk a VTG szint valtozéasat progesztogén kezelésben és azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk hasznalt tesztallatokban ugyanolyan iranya 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. R. rutilus-ban nemt6l
fliggetleniil a kronikus progesztogén szennyezés jelzésére alkalmas és pozitiv prediktiv
értéke van mar az altalanos kornyezeti koncentracid tartomanyban is. L. stagnalis-ban
csak az akut progesztogén szennyezés kimutatasara alkalmas.

A nagy mocsari csigaban a him és a ndstény reprodukciéra egyarant hatassal volt az
atlagos kornyezeti progesztogén expozicid. Az ivarsejt termelésben ellentétes irdnyt
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 alkalmazhat6d petezsak értékeld rendszert, amely alapjan
Osszehasonlithato volt a kontroll és kezelt csoportok altal rakott petezsakok mindsége.

Vizsgaltuk a progesztogén kezelt sziiloktdl szarmazo utddok életképességét, fejlddését és
azt talaltuk, hogy az éatlagos kornyezeti koncentracio hatassal van azokra. Habar a tojas
¢és az egy-sejtes zigotak kvalitativ molekuldris dsszetétele nem valtozott, a metabolikus
aranyokban szignifikans eltéréseket tapasztaltunk és felgyorsult a sejtosztddas sebessége
is. A progesztogén kezelt sziilok tobb hexo6z jelenlétét biztositottak a szikanyagban.

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

crer

szinten megfigyeltiik a koleszterin és az LDL-koleszterin szintek csokkenését, valamint
szamos kiilonb6z0 biologiai funkcidju fehérje jelentds valtozasat.
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lll. Konyvrészlet 1 i - i
idegen nyelvi == 1 0 0
magyar nyelvd === 0 0 0
IV. Konferenciak6zlemény folydiratban vagy 1 - - .
konferenciakétetben
Idegen nyelv(i === 1
Magyar nyelvl == 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (1.-1V.) 17 -—- 37 45
Tovébbi tudoményos miivek’ - 1 0 0
Idézetek szama® == === r 38 r 46
IdézGk disszertacioban, egyéb tipusban 0 - 1 1
Idéz6k 6sszesen, minden tipus, minden jelleg --- 39 47
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Osszesitett impakt faktor: 33,97
Hivatkozasok: 47 (39)
h-index: 5

Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék kdszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Pirger Zsolt tudomanyos
fomunkatarsnak eldremutato tanacsaiért €s iranyitasaért, amellyel segitette eddigi munkamat.
Koszonettel tartozom kollégaimnak, kiemelten Dr. Maasz Gabornak, Kiss Tibor és Elekes
Karoly professzor uraknak minden segitségiikért és az épitd kritikdkért, amellyel segitették
munkéamat, és akik soha nem mondtak nemet a segitségkérésre, tovabba az MTA Okoldgiai
Kutatokozpont Balatoni Limnolégiai Intézet dolgozéinak, kiemelve a NAP_B Adaptacios
Neuroetologiai Kutatécsoport munkatarsait. Koszonetemet fejezem ki kollaboracios
partnereinknek, Vértes Akos professzor trnak, a Vértes Research Group vezetSjének és
Linwen Zhang doktorjeldltnek, valamint a csoport tobbi tagjanak is, akik a George Washington
Egyetemen tett latogatasaim alkalmaval befogadtak, szakmai segitséget nyujtottak és segitették
egy miikodd kooperacid kiépiilését. Halaval tartozom Kovacs L. Gabor professzor Urnak, a
Szentagothai Janos Kutatokozpont elndkének, egykori fonokomnek, aki elinditott €s mindvégig
tdmogatott a tudomanyos palyan. Koszondm csaladomnak és barataimnak, hogy mindvégig
mellettem alltak, tamogattak.
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