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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A Dbiologiai rendszerek determinalt kornyezeti feltételek mellet képesek milkddni. E
rendszerek a kornyezetiikb6l (pl. extracellularis kornyezetiikbdl) a bels6 homeosztatikus
halozatok fenntartasaért inputokat vesznek fel, melyek a rendszer alkalmazkodasi mintazatait
indukaljdk. Az €16 rendszer és a kornyezete kozott fennalld allandd kolcsonhatas, illetve
energia- és anyagaramlas konfidencialisan értelmezett egyensulya pl. a neuro-endokrin
kommunikécio altal valosul meg. Az emberi tarsadalom sziikségletei és igényei kielégitése
érdekében viszont a kiils6 kornyezeti feltételeket tudatosan atalakitotta, igy a
tevékenységekbdl fakado kornyezeti feltétel modosuldsok sziikségszeriien megvaltoztattdk az
¢l6 rendszerek belsé egyensulyi alkalmazkodasi mintdzatait. Az endokrin diszruptor
vegyiiletek (EDC) a kemizaci6 soran 1étrehozott olyan xenobiotikumok, amelyek strukturalis
rendszerzavart okoznak a neuroendokrin kommunikaci6 modositasaval. Az organizmus
szintjén a teljes homeosztatikus vertikumot érintd hatdsok az anyagcserehaldzatok miikodésén
at értelmezettek, igy ezen hatasokért felelds vegyiileteket jelen munkaban homeosztatikus
diszruptor (HD) agensekként értelmezziik.

A neuro-endokrin rendszer a belsd egyensulyt szamos szteroid tipusu vegylilettel is
modulalhatja. Ilyenek lehetnek az dsztrogén tipusu vegyiiletek is, amelyek szerepe a modern
tarsadalmakban kiemelt jelentdségli, hiszen pl. HD tipusu vegyiiletek bomlassorozatai soran
melléktermékként keletkezhetnek, illetve az antikoncipiens szerek hatdanyagat is képezhetik.
Nemzetkozi kutatdsok adataibol megallapithato, hogy az 0sztrogén ERa, ERB receptorokon
keresztiil stimuldlja a PRL szintézisét és expressziojat, ezzel prolaktinomat (PRLoma) is
indukalhat endokrin regulacios zavar kivaltassal.

A sejt, amely extracellularis kornyezetével egyensulytartasra képes nyilt rendszer, endo-, és
exocitotikus mechanizmusait az extracellularis ion milieu-re jellemzden hatarozza meg. A
citozisokat, mint makroallapotokat jellemzdéen a dominans mikrodllapotok valositjdk meg,

mint pl. a téltésvandorlasbol fakaddo membran polaritasvaltozasok.
Jelen munkaban a célkitlizéseinket két problémakdrbe csoportositottuk:

1. Az extracellularis ionmilieu-ben bekovetkezd hipoionia altal indukalt regulacios
sejt valaszok szamos élettani folyamatban igen jelentds homeosztatikus egyensuly
eltolodast inicialnak. Az extracellularis ionmilieu (mint kornyezeti feltétel)
valtoztatasaval kivaltott hipokalémia ¢és a kapcsolt sejtszintli mechanizmusok

vizsgalata sordn a kovetkezOk voltak a célkitlizéseink:



a. A kornyezeti feltételvaltozasok tanulmanyozasra alkalmas, olyan standardizalt
in vitro modell rendszer kidolgozasa, amelyben a prolaktin (PRL) és
adrenokortikotrop  hormon (ACTH) szekrécidjanak nyomon Kkovetése
megvalosithaté normal €s belsé egyensuly eltoldsaval kivaltott transzformalt
endokrin funkciok esetében.

b. Vizsgalatainkban az egészséges, primer monolayer adenohipofizis
sejtkulturak, hipokalémia altal kivaltott sejtszintli  alkalmazkodasi
mintdzatainak értelmezése €s megismerése.

c. Tanulményozni kivantuk, hogy az extrém alacsonytol a fiziologiai egyensulyi
koncentracidig valtozod extracelluldris K'-milieu, miképpen befolyasolja az
exocitézis mechanizmusat adenohipofizis és prolaktinomas adenohipofizis
sejtkultarakban.

d. Kiemelt figyelmet kivantunk forditotani annak tanulmanyozasara is, hogy a
megvaltozott szabalyozassal bir6 transzformalt sejtpopulaciok
valaszmechanizmusait miként modosithatja a hipokalémias extracellularis

kornyezet.

2. A tarsadalmakban a kémiai kornyezetterhelé agensek nagyaranyu felhasznaldsa
kovetkeztében a xenobiotikumok kronikus és/vagy akut egészségiigyi hatasaival is

szamolni kell, ezért vizsgalatainkban célul tiiztiik ki a kdvetkezdket:

a. Standardizalt in vivo és in vitro modellrendszer kialakitasat, melyben a
szubtoxikus  koncentracioji, kronikus CIB  expozitor  szerepe
tanulmanyozhato.

b. A neuroendokrin szabalyozasban esszencialis szerepet jatszo ACTH release
vizsgalatat.

c. A HD vegyiletek altal sejtszinten értelmezett, diszkrét energiatranszfer
valtozdsok nyomon kovetését Mg2+-dependens ATPaz aktivitasanak

tanulmanyozasaval.

indukalé  hatdsaival ~morfologiai és biokémiai detektalasat az

adenohipofizisben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkhez leletezett him és néstény (a kisérletek kezdetén 200-250 g stlyu, 4-6 hetes),
Wistar torzsli patkanyokat hasznaltunk (Charles River, Isaszeg, Magyarorszag). A kisérleti
periodus alatt az allatokat kontrollalt koriilmények mellett (55-65 %-os relativ paratartalom,
22 £2 °C léghdmérseklet, 12 h nappali, 12h éjszakai megvilagitasi ciklusok, 32x40x18 cm
méretli ketrec, ketrecenként 5 allat) tartottuk. A kisérleti allatok szamara sziikséges taplalék

(CRLT/N, Charles River, Magyarorszag) és ivoviz ad libitum allt rendelkezésre.

Prolaktinoma indukcio és in vitro kisérletek

Adenohipofizealis prolaktindma indukcidhoz ndstény Wistar patkanyokat (n=20) 6 honapon
keresztiil subcutan kezeltlink osztron-acetattal (Sigma, Németorszag; 150 pg/ts. kg/hét).
Pentobarbital (4,5 mg/ts. kg, Nembutal, Abott, USA) anesztéziat kdvetéen a kezelt és
kezeletlen kisérleti allatokat dekapitaltuk, majd az AdH és NH szoveteket preparalod
mikroszkop alatt szeparaltuk. Az AdH szovetekb6l enzimatikus (trypsin: 0.2 % /Sigma,
Németorszag/ 30 min-ig; kollagenaz /Sigma, Németorszag/: 30 pg/ml 40 min-ig; diszpaz
/Sigma, Németorszag/: 50 pg/ml 40 min-ig, az oldatok elkészitéséhez foszfat-puffert
hasznaltunk /PBS-A/; hdmérséklet: 37°C) és mechanikus (83 és 48 um porusatmérdjii neylon-
blutex filtert hasznalva) disszocialtatas utan primér-monolayer sejtkulturakat készitettiink.

A funkcionalis standardizalast és a bazalis ACTH és PRL hormonszint meghatarozast Tyrode
mediumban (Sigma, Németorszag) is elvégeztiik. Az allandé ionerdsségii mediumban a [K*]-t
valtoztattuk. A primér, monolayer sejtkultarak hormon elvalasztasat 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mM
[K'] kdrnyezetet reprezentald hipokalémiis kdzegben vizsgaltuk. A kezelések10, 20, 30, 60
és 90 perces idOpontjaiban mintédkat vettiink a feliilisz6 mediumbdl. Az Osszegyljtott
mintakbol a PRL-t radioimmunoassay (RIA), az ACTH-t immuno-chemiluminescence assay
(L1A) modszerekkel hataroztunk meg.

Apoptozis vizsgalata

A primer, monolayer sejtkultirdkat a fent leirt protokollnak megfelelden allitottuk eld. Az
immunfestés soran a mintakat 60 percig inkubaltuk anti-Bcl-2-vel (Santa Cruz Biotechnology
Inc., higitasi arany: 1:25, N-19, sc-492), majd mostuk TBS oldattal, és a megkdotott
antitesteket 3,3’-diaminobenzidin tetra-hidroklorid (DAB, Sigma, Németorszag) segitségével
tettiik lathatova.

Statisztikai elemzés

A Kkiilonbdzd [K'] kezelések normal adenohipofizisre és prolaktinomas adenohipofizisre

gyakorolt hatdsainak matematikai elemzéséhez ismételt méréses ANOVA modszert
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hasznaltunk. A statisztikai probdk eredményeként szignifikdns kiilonbséget (p<0,001)

talaltunk a vizsgalt faktoroknal.

Homeosztatikus diszruptor vegyiiletek tanulmanyozasara felallitott kisérleti protokoll
In vivo vizsgalati protokoll
Kisérleteinkben a him Wistar torzsti patkanyokat gasztrikus szondan keresztiil kezeltiik 0,1;
1,0 és 10 pg/ts.kg dozisban hexaklorbenzol és 1,2,4-triklorbenzol (CIB) 1:1 aranya
keverékével 1 ml végtérfogatban (CIB szolvenseként 0,015% etanol oldatot hasznaltunk), 30,
60, 90 napos expozicids iddtartamban.
A standardizalt kisérletfolyamban a vizsgalati allatok kapcsan felallitott kisérleti csoportok:
1. Abszolut kontroll csoport (n=5; szondan keresztiil vizet kap)
2. Stressz kontroll csoport (n=5; csak gyomorszondazasban részesiil)
3. Pozitiv kontroll csoport (n=5, szondan keresztiil CIB szolvensét, 0,015%-0s etanol
oldatot kap)
4. Negativ kontroll csoport (n=5; nem kap kezelést)
5. A kisérleti protokollban leirt alkalmazott dozis alapjan: 0,1 pg/ts. kg dozis esetén
CIB/0,1 (n=10); 1,0 pg/ts. kg dozis esetén CIB/1,0 (n=10); 10 pg/ts. kg dozis
esetén CIB/10 (n=10) csoportok keriiltek kialakitasra.

Pentobarbital (4,5 mg/ts. kg, Nembutal, Abott, USA) anesztéziat kovetéen a kezelt és
kezeletlen kisérleti allatokat dekapitaltuk, majd ezt kovetden alvadasgatolt és nativ
vérmintdkat gyijtottiink, melybdl ACTH stresszhormon szintjét hataroztuk meg LIA
modszerrel.

In vitro experimentalis protokoll

Dekapitaciot kdvetden a kezelt és kezeletlen patkanyok neuro- és adenohipofizisét sterilt fiilke
¢és preparald mikroszkop alatt szeparaltuk, majd az AdH-bol a fent leirt mddon, az egyes
kisérleti idopontokban (30., 60., 90. napon) primér, monolayer sejtkultirdkat készitettiink. A
funkcionalis standardizalast kdvetden a feliilusz6 médiumbol meghataroztuk a bazalis ACTH
szintet LIA mddszer segitségével.

A mintak fehérjetartalmat modositott Lowry-modszerrel (Lowry et al., 1951) és Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) segitségével hataroztuk
meg.

A sejtek diszkrét energiatranszfer-valtozasainak kovetésére a Mg2+-dependens ATPaz
vizsgalatat alkalmaztuk modositott Martin és Dotty moddszerrel (Martin et al., 1949).

Adenohipofizis imMmunhisztokémia



A kisérleti allatokbol szarmazo hipofizis mintdkbol szepardltuk az AdH-t és felszalld
alkoholsorban dehidrataltuk, 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk, majd paraffin blokkra
helyeztiik. ACTH-t expresszalo sejtek kimutatdsara indirekt immunhisztokémiai modszert
hasznaltunk, ehhez a metszeteket nytl ACTH poliklonalis antitestek (higitasi arany: 1:500,
Phoenix Pharmaceuticals, Inc.) segitségével 12 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
megkotott antitesteket 0,04 %-0s 4-kloro-1-naftol (Sigma, Hamburg, Németorszag) és Tris-
HCI pufferben oldott 0,001 %-os hidrogén peroxiddal tettiikk lathatova (Sigma, Hamburg,
Németorszag).

Statisztikai elemzés

A sejtkultarak altal releaselt ACTH, szérum ACTH szint, valamint a Mg®*-dependens ATP4z
aktivitas statisztikai elemzéséhez kétszempontos ANOVA-t hasznaltunk, mely szignifikans

kiilonbséget mutatott a csoport atlagok kézott 6sszességében (p<0,001).



MEGBESZELES AZ EREDMENYEK TUKREBEN

A célkittizésekben megfogalmazottak alapjan el6szor az extracellularis ionmilieu valtozasaval
nyomonkovetett hormonkinetikdk eredményeinek  prezentdldsat  valdsitottuk  meg.
Megvizsgaltuk az ACTH, mint stresszhormon release kinetikajat kiilonbozé extracellularis K*
koncentraciok fliggvényében, egészséges AdH sejtpopulaciok esetén. Az id6 fiiggvényében a
feliilisz6 médium hormonkoncentracidja szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Ezt kovetden az alkalmazott [K'] expoziciok hatdsara bekdvetkezd
hormonelvélasztdst tanulmanyoztuk PRLoma  sejtpopulécioban. A  stresszhormon
elvalasztasdban kezdetben magasabb, majd az idé mulédsaval a 1,5 és 2,0 mM-0s [K™] kezelést
kovetden csokkent ACTH szintet detektaltunk. Az 1, 0,5 és 0 mM-0s [K'] kezelést kdvetden a
kontroll csoporthoz viszonyitva a feliiliszéo médium emelkedett hormonszintjét detekaltunk.
extracellularis ionmileu hatdséra az 1d6 fiiggvényében a PRL hormonelvalasztids csokkenését
detektaltuk normal AdH esetében, mely a sejtek adaptiv képességével hozhatd 6sszefliggésbe.
Az alkalmazkodas a membran hiperpolarizacidjaval allhat kolcsonhatasban, amely mint
inhibitoros potencial realizalodik. Hasonld Osszefiiggéseket tartunk fel magasabb (de a
fiiggvényében PRLoma sejtpopulaciok PRL elvalasztasanal.

A kovetkezokben az egészséges ¢és kezeletlen AdH és prolaktindmas adenohipofizis
sejtkultirak hipokalémias kozeg hatasara bekovetkez6 PRL elvalasztasi  kinetikajat
hasonlitottuk Gssze. Az id6 fiiggvényében (0-90 min) a feliiliszo médiumban magasabb
hormonszintet detektaltunk, a kontroll csoporttal sszehasonlitva. Az alkalmazkodas jelen
esetben az apoptozissal, mint 0j allapotciklus megjelenésével értelmezhetd (kaszpaz emésztd
enzimek kovetkeztében felbomld membran strukturdk).

¢és hipokalémias kozegben, mely soran megallapitottuk, hogy a kezelt sejtkultirak Bcl-2
produkcidja alacsonyabb volt a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

A tanulmanyozott HD agensek az extracellularis ionmilieu modositasdval kozvetlen hatast
valthatnak ki az érintett sejtekben, szovetekben, ugyanakkor magasabb rendszerszinteken (pl.
organizmus szintjén) azonban, a visszacsatolasi mechanizmusok kovetkeztében a vegyiiletek
kozvetett hatdst okozhatnak. A masodik {6 célkitlizési témateriiletben a kémiai

kornyezetterheld agensek hatdsaira bekovetkezd diszkrét egyenstlyeltolodasok vizsgalatat
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kivantuk megvaldsitani. Az alkalmazott CIB kezelés (0,1; 1,0 és 10,0 pg/ ts. kg dozis) a

kezelési id6tartam fliggvényében (0, 30, 60, 90 nap) mind a szérum, mind a monolayer

sejtkulturak ACTH elvalasztasat modulalta. A kontroll csoporthoz viszonyitva az alkalmazott

szubtoxikus dozisu CIB expoziciok az ACTH elvalasztasat fokoztak a kisérleti allatokban.

Hasonloan a vizsgalt dozisok a Mg?*-dependens ATP4z aktivitasat is szignifikinsan emelték a

kezeletlen csoporttal dsszehasonlitva. A szdvettani vizsgalatok eredményei szerint a 10 pg/ts

kg dozisu kombinalt CIB expozicios kezelés utdn az ACTH specifikus immunreakcio

eredményeképpen, lényegesen intenzivebb ACTH immunpozitivitds volt megfigyelhetd, a

kezeletlen, kontroll csoporttal szemben.

Jelen munka konkludalt kovetkeztetéseit a kovetkezOkben foglaltuk dssze.

1. Hipokalémia altal eléidézett sejtszintli valtozasok vizsgalataval végzett kutatasaink 1j

informécioval szolgalnak.

a.

Eredményeink alapjan a kutatasainkhoz jelen munkaban kialakitott standardizalt in
Vivo és in vitro vizsgalatokbol jol lathato, hogy a sejt és kornyezete funkcionalis
egységként determinisztikus rendszerszabalyokkal jellemezhetd. Igazoltuk, hogy
amennyiben a sejt bekeriil egy adott allapotciklusba abbol nem szabadul, ahhoz
adaptaloédik (apoptdzis, membran hiperpolarizacio).

Az extracellularis ionmilieu biztositja a kornyezetbdl érkezd jel-, és fenntartd
inputokat, melyek az altalunk feltart mechanizmusokkal valdsitjdk meg a sejt
alkalmazkodasat, mind normal, egészséges, valamint belsd egyensulyeltolassal
kivaltott transzformalt endokrin funkcidk esetében is.

Irodalmi adatok szerint Kkilonbozé tumorok kornyezetében (az esszencialis
monovalens kationok vonatkozdsaban) jelentds hipoionia detektalhatd. A
bemutatott kisérleti protokoll alapjan megallapithatjuk, hogy a hipokalémia altal
indukalt apoptotikus mechanizmus kaszkad a rendszer belsé homeosztatikus
védelmi funkciodjat képviseli.

Alapkutatasaink eredményeivel bemutatott valaszmechanizmusok ¢€s a kialakitott

modellrendszer 01 terapids lehetdségek tervezésehez jarulhat hozza.

2. A HD vegyiiletek kozé sorolhatdo CIB fizikai, kémiai és biologiai tulajdonséagaik,

valamint a tarsadalmi vonatkozésaik kovetkeztében igen széles korben elterjedtek, igy

vizsgalatukra alkalmas standardizalt hatasmodellt alakitottunk ki, melyben e

vegyiiletek expozitor szerepét igazoltuk.



Az extrém alacsony, szubtoxikus dozisti kombinalt CIB kezelések (a leggyakoribb
expozicids utvonalat /taplalékon keresztiili kontaktus/ reprezentalo6 modon) a
kémiai stresszorok hatasara felszabadul6 ACTH szintjét in vivo és in vitro
modositottak, amely kovetkezményesen homeosztatikus egyensulyeltolodast
indukalhat.

A mechanizmus szintli eredményprezentalas soran megallapitotuk, hogy az
alkalmazott CIB kezelések indirekt és direkt modon is hatassal vannak a biotikus
rendszerekre.

Jelen HD vegyiiletek a diszkrét energiatranszfert a Mg?*-dependens ATPaz
miikddésének fokozasaval is modositjak.

Kronikus, szubtoxikus CIB kezelések eredményeként az adenohipofizis
szOvettanaban strukturdlis valtozésokat detektaltunk, amely e perzisztens szerves

vegyiiletek proliferativ hatdsaval hozhato 6sszefiiggésbe.



AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

[1] Molnar Z, Palfoldi R, Laszlo A, Radacs M, Sepp K, Hausinger P, Tiszlavicz L, Valkusz Z,
Galfi M. The effects of chronic and subtoxic chlorobenzenes on ACTH release. JOURNAL
OF ENVIRONMENTAL SCIENCES (2015)

Impact factor: 1,922 (Kozlésre elfogadva)

[2] Molnar Z, Palfoldi R, Laszlo A, Radacs M, Laszlo M, Hausinger P, Tiszlavicz L, Razga Z,
Valkusz Z, Galfi M. The Effects of Hypokalaemia on the Hormone Exocytosis in
Adenohypophysis and Prolactinoma Cell Culture Model Systems. EXPERIMENTAL AND
CLINICAL ENDOCRINOLOGY & DIABETES 122: p. 575. (2014)

Impact factor: 1,760

[3] Kis GK, Ocsko T, Galfi M, Radacs M, Molnar Z, Rakosi K, Molnar AH, Laszlo F, Varga
C, Laszlo FA: The effects of orexins on monoaminerg-induced changes in vasopressin level
in rat neurohypophyseal cell cultures. NEUROPEPTIDES 45:(6) pp. 385-389. (2011)

Impact factor: 2,129

10



