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Roviditések jegyzéke

ACTH: adrenokortikotrop homon

AdH: adenohipofizis

AP1: aktivator-protein 1

ASK1: apoptdzis-szignal-regulalé kinaz

AVP: arginin vazopresszin

Bcl-2: B-sejt limféma 2 protein

BPA: biszfenol-A

CAdhacty: kontroll AdH ACTH elvalasztasa
CPRLomaactH: kontroll PRLma ACTH elvalasztasa
CAdhpg, : kontroll AdH PRL elvalasztisa
CPRLomagpg, : kontroll PRLma PRL elvalasztasa
CAMP: ciklikus 3°-5- adenozin-monofoszfat
CIS: citokin indukalt SH2-tartalmu protein
CIB: hexaklorbenzol és 1,2,4-triklérbenzol mix
CRH: kortikotropin-releasing hormon

C-JUN: C-JUN N-terminalis kinaz

DAB: 3,3’-diaminobenzidin tetra-hidroklorid
DA: dopamin

DDT: dikloro-difenil trikloro-etan

EDC: endokrin diszruptor vegyiiletek

FGF2: fibroblast-névekedési-faktor-2

Fyn: tirozin protein kinaz

GABA: y-amino vajsav

GH: novekedési hormon

GTP: guanozin-trifoszfat

HCB: hexaklorbenzol

HD: homeosztatikus diszruptor vegyiiletek
HPA: axis hipofizis-mellékvese cortex tengely

LIA: immuno-chemiluminescence assay



JAK2: Janus-arctu kindz

LHA: lateralis hipotalamikus teriilet

MAPK: mitogén aktivalt szerint/treonin protein kinaz
NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NH: neurohipofizis

NP: nucleus paraventricularis

NS: nucleus supraopticus

OP: oktilfenol

OT: oxitocin

PHDA: periventricularis-hipotalamikus-DAerg neuronok
PI13K: foszfatidil-inozitol-3 kinaz

PIF: prolaktin gatl6 faktorok

PRF: prolaktin serkent6 faktorok

PLC: foszfolipaz-C

PRL: prolaktin

PRLoma: prolaktinoma

PRL-R: prolaktin receptor

p38: mitogén aktivalt protein kindz

RIA: radioimmunoassay

Shc, Grb2, Sos: adapter fehérjék

SNARE: szolubilis NSF és SNAP receptor fehérje
SOCS: citokin-szignal szupresszorok

Stat: szignal transzducer €s transzkripcid aktivator protein
TBS: trisz(hidroximetil)-aminometan

TCB: 1,2,4-triklérbenzol

THDA: tuberohipofizealis-DAerg neuronok

TIDA: tuberoinfundibularis-DAerg neuronok

ZI: zona incerta



1. Bevezetés

A Dbiologiai halézati kapcsolatok jellemzd rendszerdsszefiiggéseit az irodalom az
okologiai rendszereknél irta le el6szor. Ilyen tipikus rendszerkapcsolaton alapulnak a
tradicionalis taplalkozasi halozatok, melyek az organizmusok kozotti trofikus
viszonyokra (primer konszumensek-predator-préda) fokuszalnak (Ings et al., 2009). A
populacié bioldgiabol ismeretes haldzatokat képviselnek a parazita gazda haldzatok,
melyek a préda-predator specialis taplalkozasi kapcsolataira koncentralnak. Az
Okologiai rendszerek specifikus nexusat képviselik a mutualista haldzatok, melyek nem
per se populacié dinamikai, illetve a rendszerben aramlé energia fluxusokon alapulnak,
hanem alapvetGen a propagulacios és beporzasi stratégiak rendszerét képviselik (Ings et
al., 2009).

A halozatok a  rendszerbiologiaban  esszencialisak, melyeknek alapvetd
torvényszerliségei Ujszerli nézdpontokat képviselnek a biologiai kutatdsok
eredményeinek prezentdldsa soran. Jelen munkdban ezen torvényszeriiségek mentén
kivanjuk vizsgalatainkat objektiv modon kozdlni.

Definitiv megkozelités szerint a rendszer nem mas, mint egy jol lehatarolt k6zos ,,cél”
érdekében egyiitt mikodé elemek halézatos halmaza (Laszlo et al., 1998). A biologiai
rendszerek az 6ket koriilvevo, rajuk kozvetlen hatast gyakorlo, dinamikus kornyezetben
léteznek. A biologiai rendszerek a kornyezetiikkel szemben nyilt (disszipativ)
rendszerek, abbol a halozatok fenntartasaért felelés inputokat vesznek fel (Kitano,
2002). Ezek lehetnek jelként értelmezheté inputok, amelyekbdl a bioldgiai rendszer
outputokat allit eld és fenntartdé inputok, amelyek a rendszer folyamatos valtozasanak
allandosagat biztositjak.

A rendszerszintli Osszefliggések értelmezése soran kiemelt jelentdsége van a rendszer
strukturanak, amely meghatarozza a rendszeren beliili fiziologiai tulajdonsagokat. A
sejt, mint kornyezetével egyensulytartasra képes nyilt rendszer, Osszetett halozatok
formacidjaként jellemezhetd, példaul gén regulacids-, protein-protein interakcion
alapuld, vagy a metabolikus tvonalakat leiré anyagcserehalozatokkal (Kitano, 2002;
Jong, 2002). A rendszer dinamika hatarozza meg, hogy a valtozo kiils6 feltételek
mellett, az 1d6 fliiggvényében hogyan viselkedik a rendszer. A fenntart6 mechanizmusok
szabalyozasahoz lényeges elem a sejt és/vagy magasabb komplexitas modszeres

kontrollja (Endy, 2005).



A biologiai rendszerek robosztusak, melyeknek szamos karakterisztikus pontja van.
Els6 eleme az adaptdcio, amely a kornyezeti valtozasokkal szembeni feedback
mechanizmusokkal regulalt (Westerhoff et al., 2004). Az inszenzitivitds a rendszer
specifikus kinetikus paramétereivel szembeni allanddsagat biztositja. A strukturdlis
stabilitas eredményeképpen a rendszerfunkciokat ért degradaciok kevésbé terjedhetnek
at az egyik rendszerelemr6l a masikra. Ezt biztositja a modularitds is, melynek
eredményeképpen a vertikalisan értelmezett szervezddési elemek funkciondlisan és
fizikailag is izolaltta valnak, igy az egyes modulokban bekdvetkez6 hiba is nehezen
terjedhet at a rendszer tobbi elemére (Kitano, 2002; Westerhoff et al., 2004; Likic et al.,
2010).

A rendszer tovabbi sajatossaga a komplexitds, mely rendszer és kornyezete, valamint a
rendszeren beliili interakciok dinamikus haldzataként és kapcsolataként irhat6 le. Ebben
a funkcionalisan diverz komponensek szelektiven és gyakran nem lineédrisan 1épnek
kolcsonhatasba egymassal, ezaltal koherens viselkedési mintazatot alakitanak ki (Jong,
2002). Egy dinamikus rendszer kiils6 és/vagy belsd struktiraja, e részobjektumok és
interakcidik eredményeként irhato le.

Az ¢élo rendszerek adaptiv potencidljat a fentieck alapjan is, meghatarozza a
homeosztazis, a szervezet belsé egyensulyi allapota. A magasabb rendii é16lények a
neuro-endokrino-immuno homeosztazis révén hatékony interakciora képesek infra- és
szupraindividualis kornyezetiikkel, amelynek révén a szervezet belsd homeosztatikus

haldzatai dinamikusan kovetik a kornyezet valtozasait.



2. Kémiai kornyezetterhelések és az endokrin rendszer

2.1 Homeosztatikus diszruptor vegyiiletek

Az emberi tarsadalom igényei ¢€s sziikségletei kielégitése érdekében kornyezetének
tudatos atalakitasara torekedett, melyhez kapcsoltan a kiilso feltételek valtozasai altal
indukalt belsd (infraindividualis) valaszmechanizmusok moduldlodéasa, eltolodasa
valosult meg. Kornyezetiinket szdmos forrasbol szarmazé antropogén kornyezetterhelés
érinti, melyek energia-anyag szerinti besorolasban fizikai, kémiai és bioldgiai jellegliek.
Ezek az exogén tényezOk a homeosztatikus folyamatok eltolasaval, modositasaval jaro
alkalmazkodasi mintdzatok megvaltozdsat indukaljak, amit szdmos nemzetkozi
publikaci6 igazol (Oehlman et al., 2000; Andrews et al., 1988). Az endokrin diszruptor
vegyiiletek (EDC) a hormonhaztartasra gyakorolt hatasaikkal olyan exogén agensek,
célfehérjéhez vald kotédését, receptor felismerését, eliminaciojat, ezzel strukturalis
rendszerzavart el6idézve a bioldgiai rendszerekben (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).
Azonban a hormonok esszencialis mediatorként az organizmus szintjén a teljes
homeosztatikus vertikumban, az anyagcserehalozatok miikodésében is részt vesznek,
ezért az EDC vegylileteket homeosztatikus diszruptor (HD) agensként sziikséges
értelmezniink. Jelen munkéban 0 fogalomként kivanjuk bevezetni a HD vegyiileteket.
Ezen allitasunk igazolasara néhany komplex EDC indukalt hatdsmechanizmust kivanuk
vazolni.

A milanyagiparban széles korben hasznalt biszfenol-A (BPA), valamint a feliiletaktiv
alkilfenol- etoxilatok eléallitasahoz hasznalt oktilfenol (OP), mint Xxeno-6sztrogén
hatasu agensek jelennek meg a nemzetko6zi szakirodalmakban (Oehlmann et al., 2000).
Marisa cornuarietis L. édesvizi csigafajon végzett kutatasok soran igazoltak, hogy a
BPA és OP vegyiiletek komplex morfologiai és fiziologiai elvaltozasokat valtottak ki a
ndi reprodukciods rendszerben (genitalis rendszerben kialakult malformacidk), valamint
novelték a ndi egyedek mortalitasat. Oehlmann és mtsai. (1996) altal dokumentalt
tributiltin  expozicido eredményeként ugyanezen csigafaj him- és ndstényegyedei
imposex példanyokka alakultak. Nucella lapillus L. tengeri csigafajban xeno-osztrogén

expozicid6 hatasaként fokozott oocita produkcid, valamint a ndi ivarmirigyek



hipertrofidgja volt megfigyelhet, e vegyiiletek 0sztrogén-mimikus tulajdonsagaik
kovetkeztében (Schulte-Oehlmann et al., 2000).

A 25-200 mg/ts.kgmap dozisban alkalmazott, metoxyklorral végzett Kkisérletek
eredményeként megéllapitotta valt, hogy a vizsgalt patkdnyok F1 utodnemzedékében
mind a ndstény és mind a him egyedek tekintetében a fertilitas és a viabilitas csokkent
tendenciat mutatott. Ezen valtozasok az adenohipofizis (AdH) hormonok
elvalasztasanak modosulasaval értelmezhetéek, ugyanis a prolaktin (PRL), tireoidea-
stimulalo- és folliculus-stimulald hormonok szintje karakterisztikusan emelkedett (Gray
etal., 1989).

Tovabbi kutatdsok igazoltak, hogy hexaklorbenzol (HCB) kezelések a kisérleti
patkanyok szérumaban a koleszterol, alanin-aminotranszferaz enzim,
1,25-dihidroxi-D3 vitamin, valamint a parathormon szinteket szignifikdnsan emelték a
kontroll csoportokhoz viszonyitva (Andrews et al., 1988). Mindez a Ca** metabolizmus
zavarahoz és a csontszovet demineralizacidjahoz vezetett. Vizsgalatok szerint az m-, és
o-diklorbenzol, 1,2,4-triklérbenzol (TCB), valamint ezek metil-szulfonat derivaltjai
induktorként szerepelnek a Il-fazisu metabolikus utvonalakban, valamint aktivaljdk az
uridin-difoszfo-gliikuronil transzferaz mtikodését (Kato et al., 1988).

Ismeretes, hogy a pajzsmirigy hormonok kiemelt szerepet tdltenek be a prenatalis élet
soran az agy normal fejlédésében (Dussault et al., 1987). Alvarez-Pedrol és mtsai.
(2008) munkajaban az organoklor szarmazékok (dikloro-difenil trikloro-etan /p,p’-
DDT/, B-hexaklorociklohexan,  poliklorozott-bifenilek)  hipotalamusz-hipofizis-
Emlé tumorbol szarmazé MCF7-sejtvonalnon, in vitro a BPA vegyiiletek 0sztrogén
receptorokhoz kapcsolodva dsztrogenikus hatast indukaltak (Olsen et al., 2003).

A biologiai fejlédés magasan integralt folyamat, amelyben generalis protein €s sejt
szintll halozatok miikodnek egyiitt, ennek esszencialis koordinald elemei a proliferacio,
differenciacio, valamint az apoptozis (Rao et al., 2001). A proliferacio és differenciacio
folyamataban a génexpresziés rata dinamikus kinetikdja révén mutagenikus,
epigenetikus valtozasok nagy gyakorisaggal jelennek meg, amelyek a sejtek
triggerelhetik. McLahlan és mtsai. (1980) igazoltak, hogy kisérleti egerekben prenatalis
dietil-sztilbosztrol expozicid uterus neoplaziat indukalt. A kései gesztacios periddusban
patkany néstény egyedek tamoxifen expozicidja szenzitivizalta az utdd nemzedék

egyedeit eml6 tumorok kialakulasaira (Hilakivi-Clarke et al., 1999). A kornyezetterhel6
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HD vegyiiletek in utero expozicidja az akut csecsemékori leukémia kialakulasat
fokozta, a topoizomeraz-Il enzim inhibicidja altal (Alexander et al., 2001).
Neuroepitélialis tumorindukcié, neuroblasztoma, non-Hodgkin limfoma, Ewing
szarkoma, gyermekkori osteoszarkoma, kolorektalis karcindma kialakulasaban a
peszticidek szerepe igazolt (Zahm et al., 1998).

A fenti példak jol alatamasztjak, hogy az EDC vegyiiletek a homeosztazis

modulalasaval rendszerzavarokat idéznek el0.

2.2 HD vegyiiletek és az ionhomeosztazis

A HD vegyiiletek rendszerszintli zavarokat idézhetnek el6 az ionhomeosztazis
modulalasaval is. A piretroidok, dihidro-pirazolok, oxidiazonok a fesziiltségkapuzott
Na'-csatornak  kiilonbozé  alegységeihez  kapcsolédva  prolongalt  membran
depolarizaciot indukaltak az egyes kisérleti modellekben. A dihidro-pirazolok a
fesziiltség vezérelt Na'-csatorndk inhibiciojat idézik eld, azaltal, hogy a csatorna
inaktivalt allapotaban kapcsolodnak hozza (Raymund et al., 2005). Az organoklor
szdrmazékok az aktivacios rata csokkenését valtottak ki az inaktivacio inhibitoraiként
(O’Reilly et al., 2006). A fesziiltségkapuzott Ca**-csatornakon keresztiil fokozzak a
Ca?* influxot, membran depolarizaciot indukalva (Restrepo-Angulo | et al., 2010).

A placenta szinciciotrofoblaszt sejtjeiben szamos Ca®* mediator funkciot karositanak az
emlitett vegyliletek (Hamel et al., 2003). A klorozott aliciklusos peszticidek (aldrin,
dieldrin, heptaklor, lindan) a y-amino vajsav (GABAA) receptor csatornakon keresztiil
fejtik ki hatasaikat (Goel et al., 2007). A GABAA receptor-Cl” komplex aktivalodasa
esetén mind az intra-, és extracellularis tér felé iranyuld ClI” mozgast tesz lehetdvé,
ezaltal stabilizalja a sejt nyugalmi membranpotencialjat, ami gatlo jellegli impulzusként
realizalodik. A klorozott policiklusos peszticidek gatoljak CI° -csatorna nyitodasat,
ezaltal fokozzak a sejt excitabilitasat (Bloomquist, 2003). A 2,3,7,8-tetrakloro-p-dioxin
az ioncsatorna kapuzas kinetikajat valtoztatja meg (Jigyasi et al., 2013), ugyanis
kisérletesen igazolt, hogy fokozza a Ca®* influxot a T-tipusu fesziiltségkapuzott
Ca?*-csatornakban. A 1,1,1-triklor-2,2-di (4-klorfenil) etan a kalmodulin protein
gatlasaval a Ca®*-ATP-4z miikodését blokkolja (O’Reilly et al., 2006). A poliklorozott-

bifenilek a mitokondriumokba, mikroszomékba torténd Ca?* belépést blokkoljak, ezaltal
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sériil a Ca® masodlagos messenger funkcidja. Tovabba Osszetett enzimkomplex
rendszereket aktivalnak, tobbek kozott a foszfolipaz-C (PLC), foszfolipaz-A;
kommunikécids haldzatokat, melyek eredményeképpen az O, generdlo NADPH oxidaz
aktivacioja valosul meg (Mattason et al., 2003). Suvetha és mtsai. (2010) bizonyitottak,
hogy a cipermetrin (szintetikus piretroid szarmazék) hipokalémiat, valamint az

ionhomeosztazis fenntartasaért felelés Na'/K*-ATPaz gatlasat idézi eld.

2.3 A hipotalamo-adenohipofizealis komplexitas

A hipotalamusz jelentds mediator funkciot tolt be az endokrin, autondm rendszer és a
viselkedés szabdlyozasaban. Tobbek kozott regulacios szerepet jatszik a hormon
elvalasztas kontrolljadban, a testhdmérséklet, a viz-, és taplalékfelvétel, a szexudlis
viselkedés, a reprodukcid, a fiziologiai allapot napi ciklusanak (cirkadian ritmus)
Schwartz et al., 2000; Davis, 1998). A hipotalamusz (1. abra) a limbikus rendszer és a
centrencephalon koz¢ iktatott agyi sturkttira. A diencephalon eleme, a ventriculus tertius
teriiletén helyezkedik el, melyet a talamusztol, a dorzalis régidjan elhelyezkedd sulcus
hypothalamicus valasztja el. Ventralis feliiletén harom kiemelked6 struktura talalhato: a
pars chiasmatica, amely a chiasma opticum-bol és a koriilotte elhelyezkedd
sziirkeallomanybol; a pars tuberalis, amely az eminantia mediana-bol (tuber cinereum),
illetve a benne megjelené magcsoportokbol; a pars mamillaris, amelyet az agyalapon a
tuber cinereum mogott ilé corpus mamillarae épit fel (Schwartz et al., 2000; Saper et
al., 2005).

A hipotalamusz ¢€s a hipofizis kozott kialakult kapcesolatok és/vagy fiiggvényekkel jol
jellemezhetdk, hiszen e komplex rendszer funkcionalis miikodését ki-be kapcsoltsagu
rendszerelemek irjak le (serkent6 és gatld faktorok révén). A pars chiasmaticus-t harom
endokrinologiai szempontbol 1ényeges magcsoport alkotja, nevezetesen a nucleus
supraopticus  (NS), nucleus paraventricularis (NP), valamint a nucleus
suprachiasmaticus. Itt a hormon transzport szempontjabol kialakult struktira a
supraoptico-hypophisealis traktus, amely a NS-ban és NP-ban szintetizalt arginin-
vazopresszin (AVP) és oxitocin (OT) infundibulumon keresztiili neurohipofizisbe

torténd axonalis transzportjaért felelés. A NP frakcié a kortikotropin-releasing hormon
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(CRH) termelésért felelds régid, az itt expresszalédott CRH a portalis keringésen
keresztiil jut a hipofizis anterior lebenyébe (Larsen et al., 2003).

A pars tuberalist szintén harom jellemz6é magcsoport alkotja: a nucleus dorsomedialis, a
nucleus ventromedialis és a nucleus arcuatus. Az AdH endokrin funkcioinak

betdltéséért ez utobbi magcsoport a felelds, hiszen szamos regulald (releasing,
inhibiting) faktort expresszal (Gross, 1984).

A harmadik magcsoport nem kapcsolédik szorosan az autondm ¢és endokrin

funkciokhoz. Az itt talalhat6é nucleus mammilaris medialis, nucleus mammilaris lateralis

Tectum

Sulcus
thalami-

¢és nucleus intercalatus kapcsolatot mutat a limbikus rendszerrel, igy pl. jelentds szerepet
tolt be a memoriaban (Larsen et al., 2003).
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Az ektodermalis eredetli agyalapi mirigy fejlédése mar a korai gesztacids periodusban
megkezdddik. Két o teriileti egysége a neurohipofizis (NH), amely a diencephalon
kitiiremkedése révén jon létre, valamint az AdH, amely a stomodiumbol szarmazik,
pontosabban a Rathke-tasak, a szajiireg hamjanak Kkitiiremkedése altal flizodik le
(Dotton, 1999). Az AdH fejlédése a 4. gesztacios hét kozepétdl kezdddik. Ekkor a
sejtek osztodasi turn-over-e olyan intenzivvé valik, hogy a stomodeum és Rathke-tasak
kapcsolata a 6. gesztacios hétre teljesen megsziinik (Moore et al., 1998). A Rathke-tasak
anterior részén lévo sejtek az AdH distalis elemét hozzdk létre. Az itt talalhato
szomatotrop, kortikotrop, laktotrop, gonadotrop sejtek zommel endokrin funkciot
toltenek be, a hipotalamusz releasing és inhibiting faktorai jellemzéen modulaljak e
sejtek miikodését (Dotton, 1999; Lopponen et al., 1998). A Rathke-tasak posterior
részén a pars intermedia alakul ki, itt expresszalodik a proopiomelanokortin polipeptid.
Az infundibulum alatt taldlhatdé a pars tuberalis, itt modosult ependimasejteket
(tanicitdk) taldlunk, amelyek a tobozmirigy ¢s PRL termeld sejtek kozott teremtenek
kapcsolatot (Sanchez et al. 2009). A hipofizis artérias vérkeringésért felelések az arteria
carotis interna agai, a hypophysealis superior media és inferior. A vénds portalis
rendszer, az eminentia mediana-t6l az AdH eliilsé lebenyéig huzdédik. A primer
kapillaris (2. abra) plexust az eminentia mediana teriiletén 1étrejott hurok kapillarisok
képezik. E rendszerbe omlenck a hipotalamusz altal termelt neuroszekrétumok. Ezt
kovetden a plexus portalis vénadkba rendezddik, majd az AdH sejtjei kozott
kapillarizalodik (Moore et al., 1998; Bergland et al., 1970). E porta-rendszernek

Iényeges szerepe van hipotalamusz és a hipofizis k6zotti kommunikacio kialakitasaban.

Hipotalamusz
és

hipotalamikus neuoronok

Hipofizis posterior lebenye Hipofizealis artéria
Hipotalamo-hipofizealis portalis vénak
Hipofizis anterior lebenye

Hipofizealis véna

2. dbra A hipofizis vaszkularizacidja és innervacidja (Dotton, 1999)
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A NH az 5.-6. gesztaciés héten kezdi meg a fejlodését, mely a diencephalon
ektodermédjanak neurohipofizealis riigyébdl flizédik le (Dotton, 1999). A NH harom 6
részegységei. az eminentia mediana hypothalami, az infundibulum (hipofizisnyél),
valamint a pars nervosa. Lényegesek a neuroepitélialis sejtekbdl differencialodo
neuroglia sejtek, a pituicitadk. A NS-ban és NP-ban lokalizalt magnocellularis neuronok
e sejtekbe transzportaljak a szekretalt AVP-t és OT-t, ugyanakkor a pituicitikban
talalhatd neurosecrestosomak nem csupan az ide szallitott, hanem az autoregulacio
révén a pituicitak sajat maguk altal termelt hormonok raktarozasat is végzik (Larsen et

al., 2003; Valkusz et al., 2011).

2.4 Prolaktin szekrécio szabalyozasa

A PRL génje a 6. kromoszéman taldlhatd, a gén 5 exon és 4 intron altal felépitett,
melynek transzkripcidja 2 independens promoter régié altal reguldlt. A human PRL
DNS szakasz 914 nukleotid hosszasagu, tartalmaz egy 681 nukleotid hosszusagu open-
reading frame szakaszt, amely a PRL prohormon szintéziséért felel (Clapp et al., 1994).

A hipofizis anterior lebenyének lateroventralis részén talalhato laktotrop sejtjei termelik
a PRL-t. A sejteket heterogén, polyhedralis sejtalak jellemzi (Freeman et al., 2000). Az
AdH kiils6 zonajaban talalhato laktotrop sejtek thyrotropin-releasing hormonra (TRH),
a bels6 zonaban azonban dopamin (DA) érzékeny sejtek fordulnak elé nagyobb
abundanciaval (Chinta et al., 2004; DeMaria et al., 1999). Fiiggetleniil az agyalapi
mirigyben szintetizalt PRL-t6l a hipotalamusz dorzomedialis, ventromedialis,
szupraoptikus és paraventrikularis magvaiban is expresszalodik. E centralis eredetli
PRL szerepe nem teljesen tisztazott, valdszinlsithetd, hogy neurotranszmitter,
neuromodulator, centralis citokin szabalyozo vaszkularis novekedési faktor funkciokat
tolthet be (Freeman et al., 2000).

A PRL szabalyozasaban szamos releasing és inhibiting faktor jatszik kulcsszerepet (3.
abra). A rendszerszintli megkozelités értelmében az infra-és szupraindividudlis
kornyezet modosulasai a hipofizedlis PRL elvélasztasat triggerelik. Ilyen kiilsé serkentd
kornyezeti inger pl. a stressz, vagy a szopasi inger. Homeosztatikus releasing faktor a
TRH, melynek receptora magasan expresszalt a laktotrop sejtek plazmalemmajaban
(Matsushita et al.,, 1982). Az aktivalt hormon-receptor komplex GTP
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(guanozin-trifoszfat) kotd proteineket aktival, vagyis Gs, Gq, G11 proteineket, melyek
medialjak a PLC miikodést, amely inozitol-trifoszfat (IP3) és diacilglicerol (DAG)
felszabaditasa mellett jelentds Ca®" influxot indukal, ezzel eldsegitve a PRL exocitozisat
(Freeman et al., 2000). Az OT nagy dozisban szintén serkenté impulzusként hat. Az
AVP in vivo a V; receptorokon keresztiil potencirozza a PRL szekréciot (Hanew et al.,
1980). Az angiotenzin Il ATy receptorokon keresztil Ca®* mobilizdcés ttvonal
kozvetitésével stimulalja a PRL elvalasztasat (Ichiki et al., 1995). A neurokinin-A, -B
(P-anyag csalad tagjai) a Gq altal aktivalt utvonalakon keresztiil serkentik a PRL

crer

Go, Gi mediacios utvonalakon szabalyozza a PRL elvalasztasat (Rettori et al., 1990).

Cirkadian input

Homeosztazis
- dsztradiol

- gliikokortikoszteroid
- plazma ozmolaritas

Kornyezeti
stimulusok

Hipotalamikus regulacio

Hosszu portalis keringés %}

=
Laktotrop  Hipofizis <+
sejtek sejtek

|

PRL

MSH, OT...

Rovid portalis keringés

3. abra A prolaktin elvalasztas szabalyozasa (Freeman et al., 2000 nyoman)
PIF: prolaktin inhibiting faktor, PRF: prolaktin releasing faktor, DA: dopamin, SST: szomatosztatin,

GABA: y-amino-vajsav, TRH: tireotrop-releasing hormon, NT: neurotenzin, OT: oxitocin,

o-MSH: a- melanocita-stimulalé hormon

A legjelent6sebb inhibiting faktor a DA. A laktotrop sejtek membranjaban a D,

receptorok magasan expresszaltak (Moore, 1987). A neuroendokrin kommunikacioban
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jelentés DAerg neuronok az A1-Al5 katekolaminerg neuron populaciok koziil keriilnek
Ki (4. abra). A hipofizisbe a medialis, bazalis, periventrikularis magvak neuronjai (Al4,
A12) szallitjdk a DA-t (DeMaria et al., 1999). Ezek a neuronok vagy kozvetleniil
kiildenek rostokat az eminentia mediana externalis zondjaba, vagy axon kollateralisokat
kiildenek az internalis zondn keresztiil a hipofizis poszterior lebenyébe, ahonnan a DA
portalis keringés révén jut el a célsejtek receptoraihoz. 3 anatomiailag és funkcionalisan
is kiillonboz6 neuron-szisztéma vezérli a neuroendokrin DA kommunikaciot. A
periventrikularis-hipotalamikus-DAerg neuronok (PHDA) a  periventrikularis
magvakban lokalizaltak, axonjuk az agyalapi mirigy intermedialis részében végzddik. A
tuberohipofizealis-DAerg neuronok (THDA) az agyalapi mirigy neuralis ¢és
intermedialis részében végzédnek, mig a tuberoinfundibularis-DAerg neuronok (TIDA)

az agyalapi mirigy externalis részében végzédnek (Chinta et al., 2004).

4. abra Neuroendokrin dopaminerg neuronok (Freeman et al., 2000)

PHDA: periventrikularis-hipotalamikus-DAerg neuronok, TIDA: tuberoinfundibularis-DAerg neuronok,
THDA: tuberohipofizealis-DAerg neuronok, MB: mammilaris test, NL: hipofizis neuralis lebenye, IL: a
hipofizis internalis lebenye, AL: a hipofizis anterior lebenye, PS: rovid portalis keringés, LP: hosszu

portalis keringés, IZ: internalis zona, EZ: externalis zona

A PRL szekrécio gatlasa a D, receptorok altal kozvetitett szignal-transzdukcios
utvonalakon keresztiil valosul meg. [DA-D;] komplex aktivalja a Gijz, proteineket,
amelyek gatoljak az adenilat-ciklaz enzim mikodését, mely az inozitol-foszfat
metabolizmusét is blokkolja. Ezéltal az exocitozishoz sziikséges Ca®* influx nem

valosul meg, tehat a PRL exocitozis nem jatszodik le. E folyamatok mellet a DA masik
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hatasa, hogy aktivélja a K'-csatornakat, ezaltal a sejtmembrant hiperpolarizalt allapotba

hozza, mely gatlé potencialként realizalodik (Chinta et al., 2004; Siegel et al., 2006).

2.5 Prolaktin és szignal-transzdukcié

A PRL biologiai hatdsat a célsejtek felszinén expresszalt receptorai altal kozvetitett
szignal-transzdukcio ttjan fejti ki (5. abra). A PRL receptorok (PRL-R) tirozin kinazok,
melyek tirozin maradékokat képesek foszforilalni. A jelatviteli Gtvonal ligandum altal
indukalt receptor dimerizacid révén kezdédik meg (Somers et al., 1994; Freeman et al.,
2000). Minden PRL molekula két kotéhelyet tartalmaz, az inicialis [hormon-receptor]-
komplex indukalja a masodik kot6hely interakciojat a PRL molekulaval (Freeman et al.,
2000). A PRL-R intracellularis doménjai két jol konzervalt, prolin gazdag box-1, box-2
régioval rendelkeznek, melyek a Janus-arcu, kett6s specifitasu tirozin kinaz (Jak2)
aktivaciohoz nélkiilozhetetlenek (Verma et al., 2003). A Jak2 molekulak, melyek tirozin
és treonin oldallancot is képesek foszforilalni, Kkonstitutiven asszocialnak az
intracellularis doménekhez, majd transzfoszforiladljdk egymast, ezzel meginditva
jelatviteli utvonalakat. A f6 transzducer a Stat protein csalad, elsdsorban a Statl, Stat3,
Stat5a, StatSb (O’Shea et al., 2002). Minden Stat molekula tartalmaz 1 DNS ko6t6
domént, egy SH3-szeri domént (amellyel a jelatviteli molekula prolin gazdag
oldaldnchoz kapcsolodik), egy NH;  és COOH™ termindlis transzaktiviciés domént.
Amint a receptorhoz kapcsolodik foszforilalodik é€s aktivva valik a Jak2 kinaz altal
(O’Shea et al., 2002; Kisseleva et al., 2001). A foszforilalt Stat molekula ledisszocial a
receptorrdl és hetero-, vagy homodimerizalodik a sajat foszfo-tirozin csoportjan
keresztiil egy masik foszforilalt Stat molekula SH2 doménjével. Ezt kdvetden az aktiv
dimer transzlokalodik a nukleuszba, ahol aktivalja a Stat-DNS ko6td motivumot a
célgének promoterében (Freeman et al, 2000; Qian et al., 2009). A Stat mellett mas
szignal-transzdukcids utvonalak is aktivalodhatnak, igy a MAPK kaszkad rendszer is.
Ehhez adapter proteinekre van sziikség, igy Shc/Grb2/Sos (szabalyozd proteinek)
proteinekre, melyek a Ras/Raf (transzkripcids faktorok) altal indukaljak a MAPK
rendszert (Chang et al., 1997; Bole-Feysot et al., 1998). A sejtek univerzalis masodlagos

hirvivéi az intracellularis Ca®’-ok, melyek a Fyn tirozin protein kinaz
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kozremiikodésével aktivalt ioncsatorndkon aramolnak az intracellularis térbe. A
folyamat inhibitorai a citokin-szignal szupresszorok (SOCS), valamint citokin indukalt
SH2-tartalma proteinek (CIS). A SOCS-1 molekulak SH2 doménje képes hozza
kapcsolédni a Jak2 kinaz N-terminalis doménjéhez, mellyel a tirozin foszforilacid
gatlodik. A CIS molekulak célproteinjei els6sorban a Stat molekuldk, melyek tirozin

maradvanyaihoz kapcsolodva fejtik ki inhibiciojukat (Herrington et al., 2001).
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5. abra Prolaktin altal kivaltott szignal transzdukcids utvonalak (Freeman et al., 2000
nyoman)

PRL: prolaktin, JAK2: Janus-arcu kinaz, Stat: szignal transzducer és transzkripcid aktivator protein,

adapter fehérjék (szabalyozé fehérjék): She, Grb2, Sos, MAPK: szerint/treonin protein kinaz, SOCS:

citokin-szignal szupresszorok, CIS: citokin indukalt SH2-tartalmi protein, Fyn: tirozin protein kindz,

PI3K: foszfatidil-inozitol-3 kinaz

2.6 Laktotrop adenoma

A prolaktinomak (PRLoma) a leggyakrabban el6forduld hipofizis eredetii adendmak,

crer

melyek a laktotrop sejtek transzformacidjara vezethetok vissza €és a PRL

crer

hiperszekréciojaban manifesztalodnak (Spada, 1998; Karaca et al., 2010).
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Epidemioldgiai adatok szerint a hipofizis adenomak mintegy 40 %-at teszik ki, ennek
90 %-a mikroprolaktinoma. A hiperprolaktinémia fiziologiai okai kozott szerepelnek a
terhesség, a stressz, az emldé mirigy stimuldlasa; a farmakologiai dimenzidok kozé
sorolhatjuk az antikoncipiens szerek fokozott hasznalatat (Le Moli et al., 1999;
McChesney et al., 1991; Charoenphandhu et al., 2008.). A hipofizis eredetli karcinomak
meglehetésen ritkak, Kars ¢és mtsai. (2006) munkajaban mintegy 140 esetet
dokumentaltak, melynek 1/3-a malignus prolaktinéma.

Az agyalapi eredetii tumorok kialakuldasaban a hipotalamikus stimulusok
feltételezhetoen jelentds szerepet jatszanak (Bole-Feysot et al., 1998). Hipotalamikus
abra). Szakirodalmi adatok alapjan adenohipofizealis hiperplazia ndvekedési-hormon
releasing-hormon, valamint CRH hatasara igazolt (Casanueva et al., 2006). A laktotrop
sejtek igen er6s DAerg szabalyozéds alatt allnak, igy monoamin-oxidaz inhibicio,
triciklusos antidepresszansok alkalmazasa, szerotonin inhibitorok is okolhatéak
PRLoma kialakulasaért (Aron et al.,, 2000). Mivel az adenohipofizis Osszetett
szabalyozas alatt all, ezért a neurokrin regulacié mellett (Igarashi-Migitaka et al., 2003),
a hipotalamuszbdl szarmazé stimulusok, mint PRL-releasing faktorok, valamint a
perifériarél szarmazo ingerek, mint az Osztrogén is szerepet jatszhatnak laktotrop
adenomak kialakulasaban (Edwards et al., 2005). A referalt szakirodalmak alapjan
megallapithatd, hogy az dsztrogén ERa, ERP receptorokon keresztiil ERK1-2/MAPK
utvonalakat triggerelve stimulalja a PRL szintézisét és expressziojat (Visser-Wisselaar
et al.,, 1997; Brann et al., 1988). Fokozza tovabba a sejtek energiarendszereit is, a
fesziiltségfliggd Ca?*-csatornak kapuzdsdnak moduléalasaval, Ca?* influxot el6idézve
(Lieberman et al., 1978; Kow et al, 2009).

Vannak esetek, amikor a magas PRL szint makroprolaktinémia altal magyarazhato.
Kialakulasa soran egy monomer PRL molekula egy tobbnyire bioaktivitassal nem
rendelkezd proteinhez kapcsolddik (leggyakrabban immunglobulin molekulahoz), PRL-
autoantitest komplexet létrehozva, amely potencirozza a szoban forgd hormon
elvalasztasat (Freeman et al., 2000; Ciccarelli et al., 2005).

A PRLoma klinikai tiinetei kozott néknél galaktorrea (az emlébimbé valadékozasa),
amenorrea (menstruacié elmaradasa), vagy oligomenorrea (szabalytalan menses)
szerepelnek. Férfiak esetében fejfajas, vizualis diszturbancia, ginekomasztia

(emldszdvet megnagyobbodasa), valamint galaktorrea figyelheté meg. PRLomaban
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szenvedék fogékonyabbak oszteopénia, oszteopordzis kialakulasa irant, mely a Ca**

homeosztazis zavarara vezethet6 vissza (Johnson et al., 2003).

Hipotalamikus PRL stimulacid

QL }Q DA felszabaditas inhibicid
TRH DA
o~ OK

=~ Opticus chiasmaticus

/@F =
Neurohipofizis —-

A ~— Adenohipofizis

PRL 4@. Csokkent PRL metabolizmus

Fokozott PRL termelés (tumor)

Hipofizis-nyél —

Makroprolaktinémia

6. abra Prolaktindma kialakuldsanak okai (Serri et al., 2003 nyoman)

PRL: prolaktin, TRH: tireotrop-releasing hormon, DA: dopamin, ER: 6sztrogének

A tumorok fejloddésében kulcsszerepet jatszanak bizonyos novekedési faktorok. A
laktoszomatotrop sejtek novekedési faktorok hatasara novekedési hormon (GH) termeld
szomatotrop, valamint PRL szekretalo laktotrop sejtekké differentalodnak (Colao et al.,
1998). A GH ¢és PRL kozos eredetére utal a molekulak szerkezetének, szignal-
transzdukcidos utvonalainak hasonlésaga. A GH receptor extracellularis, 7
transzmembran ¢€s intracellularis doménbdl épiil fel. GH ligand kotd helyhez torténd
kapcsolodik a tirozin kinaz Jak2, mely foszforilalassal aktivalodik (Herrington et al.,
2001). A szignal-transzdukcio tobb utvonalon is lejatszodhat: Stat molekuldk, illetve
Ras-MAPK altal kozvetitett modon, ahol az adapter protein az Shc (Tollet-Egnell et al.,
1999).
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2.7 ACTH szekrécidé szabalyozasa

Az AdH-ben talalhaté kortikotrop sejtek igen erdteljes hipotalamikus kontroll alatt
allnak (Larsen et al., 2003; Liu et al., 2003; Gibbs et al., 1986). A hipotalamusz CRHerg
neuronjai a NP parvocellularis magcsoportjaiban helyezkednek el, axonjaik az
eminantia mediana kapillarishurkain végzédnek (Hauger et al., 2006). A CRH egy 196
aminosavbol allo preprohormonként szintetizalodik, melybdl a prehormon-konvertaz
1,2 hasitja le, az igen konzervativ, 41 aminosavbol all6 CRH-t. A Kortikotrop sejtek
felszinén megtaldlhato CRH-R1 receptorok a negativ ¢és pozitiv feedback
mechanizmusok miikodésért felelosek. Ezzel szemben a CRH-R2a a hipotalmusz
ventromedialis magvaiban, a lateralis septumban, a CRH-R2p receptorok az arteriolak
falaban, a szivizomban, vazizomban, gyomor bélrendszerben talalhatéak meg (Karalis
etal., 2004).

Az AdH-ben szintetizalt 39 aminosavbol allo adrenokortikotrop hormon (ACTH) a
proopimelanokortinbdl, mint prehormonbdl alakul ki alternativ splicing mechanizmusok
soran (Beuschlein et al., 2001). A szintetizalodd6 ACTH lényeges szerepet tolt be a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese kortex tengely (HPA axis) miikodésében (Bornstein
et al., 1999). A kortex sejtjeinek felszinén magasan expresszaltak a G-protein kapcsolt a
melanokortin 2-receptorok (ACTH-receptorok), melyek egy rovid NH, -terminalis
extracellularis, 7 transzmembran-doménbdl, valamint egy rovid COOH -terminalis
intracellularis doménbdl épiilnek fel (Lotfi et al., 2000). Az intra- és extracellularis
domének egy horddszerii konformaciot alakitanak ki a membranban, melynek kozepén
a ligand kotd hely talalhato. ACTH molekulak a ligand kotd helyhez torténd
intracellularis masodlagos messenger Cciklikus 3’-5’-adenozin-monofoszfat (CAMP)
koncentracidja megemelkedik (Beuschlein et al., 2000; Yang et al., 2007). Mindez
generikus valtozasokat indukal a HPA axis halézataban, mely fenntartja a stressz
valaszért, fertdzések lekilizdésért felelds homeosztatikus egyensulyt. Akut és/vagy
kronikus stressz indukalt HPA axis, a hipotalamikus CRH és AVP release 4ltal generalt
ACTH elvalasztasssal valaszol, mely az adrenalis kortex szteroidogenikus
valaszkészségét fokozza (Bornstein et al., 2008; Legros, 2001). Magas ACTH
koncentraci6 epizodikus kortizol hiperszekrécidban nyilvanulhat meg, mely a Cushing-

szindromaban mar igazolt (Sarkar et al., 2001).
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Az ACTH hiperexpresszidja a Kortex szoveteiben proliferativ hatassal bir, tehat a
mellékvese kéregben hipervaszkularizaciot, cellularis hipertrofiat, hiperplaziat valt ki.
Karakterisztikus novekedési faktorokat, mint a fos (c-fos, FosB, Fral, Fra2), valamint
Jun (c-jun, junB, junD) proteincsaladokat aktival (Karalis et al., 2004; Chesnokova et
al., 2002). E proteinek ERK1/2, MAPK tirozin-kinaz receptorok altal potencirozott
szignal-transzdukcios utvonalakat tamogatnak, melynek eredményeképpen miikodésbe
1ép az aktivator-protein 1 (AP1) transzkripcios faktor. Az AP1 kritikus szerepet jatszik
peptid novekedési faktorok, mint példaul FGF2 (fibroblast-novekedési-faktor-2)

crer

et al., 2006).

2.8 Homeosztatikus anyag-energiahaztartas halozatok

A homeosztazis energetikai rendszereinek tanulmanyozasat munkacsoportunkban
korabban az orexinek in vivo és in vitro vizsgalataval is tanulmanyoztuk, mely
munkakbol szarmazo empirikus kutatasi eredmények jelen munkam in vitro metodikai
hatteréhez nyujtottak segitséget (Kis et al., 2011; Ocsko et al., 2012). A sejtek anyag-
energia folyamataiban a neuropeptidek kozé sorolhatd orexin-A és orexin-B jelentds
szerepet jatszanak. E molekuldk a 17q21 kromoszéman lokalizalt prepro-orexin génrol
expresszalodod prepro-orexinbdl proteolitikus folyamatok eredményeként keletkeznek
(Ohno et al., 2007). Az orexin-A 33 aminosavbol épiil fel, melynek N-terminalis vége
piroglutamat rezidumot tartalmaz, C-terminalis vége amidalt, valamint két lanckozi
diszulfid-hidbol épiil fel. Ezzel szemben az orexin-B 28 aminosavbol felépiil6 linearis
molekula (Kunii et al., 1999). Orexin szenzitiv neuronok specifikusan lokalizaltak a
(Z1). Ezek a neuronok diffuiz modon innervaljak a teljes neuroaxist, beleértve a
cerebralis kortexet, a cirkumventrikularis szerveket, és a limbikus rendszert érintd
monoszinaptikus projekciokat (Kunii et al., 1999). Az ozmoszenzitiv LHA, ZI teriiletek
elektromos, kémiai stimulacidja fokozza a vizfelvételt (Sakurai et al., 1998). Orexinek
intracerebroventrikularis injektalasa a kisérleti allatokban folyadék felvevo viselkedést

indukalt, tovabba a dehidratacio serkenti a prepro-orexin mRNS expresszidjat az
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emlitett agyi teriiletekben, mindez igazolja azt a tényt, hogy az emlitett neuropeptidek a
fluid homeosztazis fiziologias regulatorai (Kunii et al., 1999).
Az emlitett orexin molekulak fiziologias hatasaikat G-protein kapcsolt OX; (OX1R),

orexin-A az OX;j;R-hez nagyobb affinitassal kapcsoldik, mint az orexin-B, ezzel
szemben az OX;,R non-szelektiv. Mint G-protein kapcsolt receptorok modulaljak a G-
protein kapcsolt Ca** és a G-protein kapuzott belsdleg egyeniranyitott K*-csatornakat,
ezaltal a monoaminerg neuronokban excitatorikus aktivitast idéznek eld, patkany
kisérletekben igazoltak, hogy a hidban elhelyezkedd6 monoaminerg magban, a locus
coeruleus-ban a hipokretinek depolarizaljak a sejtek membranjat, ezaltal fokozzak a

kalium konduktanciat (Yamanaka et al., 2003).

2.9 A sejtek ion homeosztazisa

A sejtek miikddését, az endo-, és exocitézis mechanizmusat az extracellularis ion milieu
jellemzden meghatdrozza. A sejt a kdrnyezetével egyenstlytartasra képes nyilt rendszer,
igy munkat végez, tehat az energetikai viszonyai jol értelmezhetéek. A citdzisokat, mint
makroallapotokat jellemzéen dominans mikroallapotok valositjak meg. llyen az
entropiavaltozassal jard, spontdn folyamat a toltésvandorlas a membran két oldala
kozott, melyet a membranban talalhatd ioncsatornak tesznek lehetévé. Mind a
kortikotrop, mind a laktotrop sejtekben spontan modon elektromos membranpotencial
fluktuacio alakul ki (Goor et al., 2001).

A plazmalemma két oldala kozotti fesziiltségkiilonbség kialakulasaért dontden a Na'/K”
ionpumpa mechanizmus a felelés. E mechanizmus eredményeként a sejt K*-ot halmoz
fel a belsd oldalon, Na'-ot pedig az extracellularis oldalon (Blanco et al., 1998). A
membranban jelen levé, a K'-ok passziv vandorlasat lehetévé tevé K'-csatornak a
koncentracié gradiensiiknek megfelelden az extracellularis térbe juttatjik a K*-okat, igy
a membran bels felszine a kiils6hoz képest elektronegativva valik (Shao et al., 1999;
Goor et al., 2001). Ha az igy kialakul6 membranpotencial eléri a minusz 70-t6] minusz
100 mV-ot, akkor az elektromos potencialgradiens kiegyenliti az ellentétes iranyt K'-

koncentraciogradienst, azaz a membran nyugalomba keriil, ezt nevezziik nyugalmi

23



membranpotencidlnak (Stojilkovic et al., 2010). Ebben az 4llapotaban kozel van a K*
egyensulyi potencialjahoz.

A generatorpotencial hatdsira a zsilipezett Na'-csatornak kinyilnak, igy az
extracellularis térben felhalmozott Na'-ok intenziven aramolnak az intracellularis térbe,
igy a membran polarizacidja megfordul (Stojilkovic et al., 2010). Az akciés potencialt
kovetd depolarizacié jelenti a sejtek serkentd excitatorikus potencialjat (Ceccarelli et
al., 1988). Az akcios potencial viszonylag rovid ideig tart, ujabb csticspotencial csak
akkor kovetkezhet be, ha a Na'-csatornak az inaktivalt allapotbol zart allapotba jutnak
(Blanco et al., 1998). Normal laktotrop és korticotrop sejtekben a kialakult akcios
potencial frekvenciaja alacsonyabb, mint a neuronokban. E csatorndk kodzvetleniil nem
nyithatok, vagy zarhatok, mert az aktivaciot kovetden refrakter periodusban vannak
(Stojilkovic et al., 2010). Nyugalomban az intracellularis Ca’* koncentracié
meglehetdsen alacsony, azonban a kialakult akcidés potencial triggereli a
feszilltségfiiggd Ca®" ioncsatorndkat, igy az extracellularis tér feldl jelentés Ca®
aramlik az intracellularis térbe (Goor et al., 2001; Ritchie, 1985; Shipston et al., 1996).
E Ca?" tobblet az intracellularis Ca**-raktarak rianodin receptorait nyitja meg, aminek
eredményeképpen a koncentracidgradiens mentén Ca?*-ok 1épnek ki az intracelluldris
térbe (Feinshreiber et al., 2009).

A serkentd potencial mellett 1étrejohet inhibitoros potencial is, ebben az esetben
hiperpolarizaciérél beszéliink. Hiperpolarizicioban a K'-ok kulcsszerepet jatszanak,
hiszen a fesziiltségfiiggd K'-csatorndk altal lehetdvé valik a K*-ok gyors kidramlasa az
extracellularis tér iranyaba, melynek eredményeképpen a belsé tér a kiils6hoz
viszonyitva elektronegativva valik (Stojilkovic et al., 2010; Tejada et al., 2002; Wong et
al., 1982). Laktotrop sejtek esetében ilyen gatldo potencial DA hatasara alakul ki. DA
altal stimulalt D, receptorok gatoljak a Ca2+-dependens akcios potencialt, ennek oka a
K*-konduktancia 4ltal medialt membran potencial hiperpolarizacioja (Siegel et al.,
2006; Einhorn et al., 1991).

Az AdH sejtjeiben tobb K*-csatorna tipus figyelhetd meg. A belsdleg egyeniranyitott
K*-csatornak a hiperpolarizaci6 alatt, a steady state allapot fenntartisa érdekében K*
influxot valositanak meg, tovabba részt vesznek a nyugalmi membranpotencial
kontrolljaban (Shieh et al., 2000; Shao et al., 1999). E tipust csatornak kozott
megtalalhatjuk a klasszikus belsdleg egyenirdnyitott K*-csatornakat (Kiry »457), melyek
intracellularis messengerekkel szabalyozottak, Kirs-csatornakat, melyek G-proteinekkel

kapcsoltak, valamint a Kirg-csatornakat, melyek intracellularis ATP molekulakkal
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szabélyozottak. Szakirodalmi adatok alapjan a fesziiltségkapuzott K'-csatornak 4 6
tipusat taladlhatjuk meg a hipofizis sejtjeiben, a gyorsan és lassan aktivalodo, késleltetett
egyeniranyito-, az A-tipusu-, valamint az ether-a-go-go tipusu K*-csatornakat (Doyle et
al., 1998; Wu et al., 2001; Camacho et al., 2005). A Ca* aktivalt-K*-csatornak 2 tipusa
figyelhetd meg; a Ca’“aktivalt kis csatorndk (Kcapi 22 23), valamint a kozepes
konduktanciaju K*-csatorndk (Kcaz1) (Goor et al., 2001; Shipston et al., 1996). Az
emlitett ioncsatorndk membran excitabilitisénak, valamint az asszocialt Ca®" influx
csokkenésének elemei, amely soran gatlodik Ca®*" mobilizacio altal vezérelt hormon

tartalmi membran vezikuldk és a plazmalemma asszociacidja.

2.10 Hipokalémia és az apoptozis

Az apoptdzis, vagy programozott sejthaldl esszencidlis szerepet jatszik a szervezet
egyensulyi folyamatainak fenntartasaban, a ndvekedés-fejlodés szabalyozasaban, az
immunvalaszok regulalasaban, valamint az abnormalis sejtek eliminaldsaban. Az
apoptdzis indukcidja szamos faktor kooperacidjat igényli, tobbek kdzott pro-apoptdtikus
proteinek, receptorok, enzimek és gén-regulalé proteinek Osszhangjat (Kiess et al.,
1998). Szakirodalmi adatok szerint alacsony [K'] - in vitro- cerebellaris neuronok
apoptozisat inicialta (Tejada et al., 2002).

Ha az extracellularis kornyezet hipoionias allapotba keriil oregedési folyamatok
indulhatnak meg. Hipokalémia hatdsara MAPK medialt tirozin-kinaz foszforilacié
jatszodik le, melynek els6 lépése az apoptodzis-szignal-regulaldo kinaz (ASK1)
aktivalodasa (Tsai et al, 2012). Ezen folyamatok kulcselemei a stressz kinaz, C-Jun-N
terminalis kindz heterodimerizaloddsanak. Ezzel parhuzamosan fokozott p38 protein
aktivitas figyelheté meg (Nakamura et al, 2012).

Az apoptozis kaszkdd mechanizmusaban a Bcl-2 molekulacsalad kiemelt szerepet
jatszik, melyek lehetnek anti-apoptotikus (emlésokben: ALl/Bfl1, Bel-2, Bel-w, Bel-xL,
Boo/Diva, Mcl-1, NR-13, Nrf3), illetve pro-apoptotikus (emlésokben: Bad, Bak, Bax,
Bcl-rambo, Bcl-xS, Bid, Bik, Bim, Blk, BNIP3, Bok/Mtd, Hrk, Nip3) proteinek (Reed,
1998; Slee et al., 1999). A Bax-Bak proteinek eredetileg a citoplazmaban lokalizaltak,
melyek képesek a mitokondirum kiils6 membranjaba transzlokalodni. P38 és C-Jun

aktivitas  eredményeképpen a pro-apoptotikus Bad triggereli a Bax-Bak
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oligomerizacidjat, melyek fokozzdk a mitokondrium permeabilitds tranzicids porus
ateresztd képességét, ezzel citokrom c¢ molekulakat felszabaditva az intermembran
térbol (Sun et al., 1999). A folyamattal parhuzamosan hipokalémia altal inicialt C-Jun
¢és p38 medidlja a NADPH-oxiddz mukodését, amely szuperoxid anion gyokok
generalasaval intracellularis stressz folyamatokat indukal (Ramiro-Cortes et al., 2011;
Simon et al. 2005), igy az endoplazmatikus retikulumot ért stressz felszabaditja
kaszpaz-12 enzimet (Fan et al., 2005). Az aktivalt kaszpaz-12 kaszkad mechanizmust
indukal, mely soran aktivalja a pro-kaszpaz-9 molekulat, ami mikodésbe lenditi a
kaszpaz-9 enzimet. Ez az enzim viszont miikodésbe hozza a kaszpaz-3, -6, -7

proteineket, melyek megkezdik a sejtstruktiirak emésztését (Slee et al., 1999).
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3. Célkitiizés

Az extracellularis ionmilieu-ben bekovetkezd hipoionia altal indukalt regulacios
valaszok szamos ¢lettani folyamatban igen jelentés homeosztatikus egyensuly
eltolodast inicialnak. Szakirodalmi adatok alapjan megallapithatdo, hogy a
megvaltozott [K'] kritikus szerepet jatszik az endokrin rendszerhez kapcsolt
patologias folyamatokban, mint példaul a kronikus veseelegételenségben (Musso et
al., 2011), valamint a kardiorenalis dekompenzacids szindromaban (Ueno et al.,
2010). Szakirodalmi adatok szerint hipo-[K'] a fesziiltség kapuzott K*-csatornak
aktivalasaval, befolyasolja a sejtek proliferacios aktivitasat (Vaur et al., 1998)
(példaul a kis-sejtes tiid6 tumorokban /Pancrazio et al., 1993/). Az extracellularis
ionmilieu -mint kornyezeti feltétel- valtoztatasaval kivaltott hipokalémia és a
kapcsolt sejtszinti mechanizmusok vizsgélata soran a kovetkezd célkitlizéseket

fogalmaztuk meg:

a. A kornyezeti feltételvaltozasok tanulmanyozasra alkalmas, olyan standardizalt
in vitro modell rendszer kidolgozasat tekintettiik célunknak, amelyben a PRL

crer

egyensuly eltolasaval kivaltott transzformalt endokrin funkcidk esetében.

b. Vizsgalatainkkal tanulmanyozni kivantuk tovabba, hogy az egészséges, primer
monolayer adenohipofizis sejtkultarak, hipokalémia altal kivaltott sejtszintli

alkalmazkodasi mintdzatait értelmezziik és megismer;jiik.

C. Vizsgélatainkban az extrém alacsonytol az fiziologiai egyensulyi
koncentraciéig véltozé extracellularis K*-milieu valtozasok kovetését iteraltuk,
hogy ez a hatas miképpen befolydsolja az exocitdozis mechanizmusat

adenohipofizis sejtkultarakban.

d. Kiemelt figyelmet forditottunk annak tanulméanyozasara is, hogy a
megvaltozott szabalyozassal bird transzformalt sejtpopulaciok
valaszmechanizmusait miként modosithatja hipokalémias extracellularis

crer

kornyezet. [Ezért jelen vizsgalatunkban a PRL hiperszekréciojaban
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megnyilvanulo, a népesség nagy szézalé¢kdban megjelend laktotroph adenomat

valasztottuk kisérleti objektumként.

2. A tarsadalmak kémiai anyagterhelése a XX. szdzadi kemizacidval igen jelentds
xenobialis hatast eredményezett, melyek kronikus és akut egészségligyi hatdsaival
is szamolnunk kell. A bioldgiai rendszerek legmagasabb szintii szervezddése a
neuro-endokrino-immuno kommunikacios akkomodacid, melynek belsé szervezeti
stabilitdsa a homeosztazis altal vezérelt. E magasan strukturalt rendszer dinamikus
belsé alkalmazkodasi mintazatait a homeosztatikus diszruptor vegyiiletek az
entropia ndvekedés irdnydba toljak, ezért vizsgalatainkban célul tlztik ki a

kovetkezOk tanulmanyozasat:

a. A legtobb szakirodalmi adat ( Colborn et al., 1993; Bigsby et al., 1999;
Oehlman et al., 2000; De Bleecker et al., 1992) a HD vegyiiletek toxikus ¢és
kontakt hatisara hivjak fel a figyelmet, noha e lipofil karakterli, stabilis
agensek felhalmozodhatnak az arra alkalmas szovetekben, igy indirekt modon,
hosszan elhizodo egyensulyvaltozast indukalhatnak. Ezért célunk volt olyan in

Vivo és in vitro standardizalt modellrendszer kialakitasa, melyben a szubtoxikus

crer

b. Jelen munkaban kiemelt figyelmet forditottunk a neuroendokrin

szabalyozasban kulcsszerepet jatsz6 ACTH release mechanizmusanak HD

crer

c. A HD vegyiiletek 4ltal befolyasolt sejtszintli, diszkrét energiatranszfer
valtozasok nyomon kovetésére a Mgz+-dependens ATPaz aktivitas

modosulasok tanulmanyozasat is célunknak tekintettiik.

d. Tovabbi célunk volt annak a kérdésnek a vizsgalata is, hogy a szubtoxikus

crc

biokémiailag detektalhatd valtozasokat indukal az adenohipofizis szdveti

morfoldgidjaban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez leletezett him és ndstény (a kisérletek kezdetén 200-250 g sulyu, 4-6
hetes), Wistar torzsti patkanyokat hasznaltunk (Charles River, Isaszeg, Magyarorszag).
A kisérleti periodus alatt az allatokat kontrollalt koriilmények mellett (55-65 %-0s
relativ paratartalom, 22 +2 °C léghdmérséklet), automatizalt diurnalis kdrnyezetben (12
h nappali, 12 h ¢jszakai megvilagitasi ciklusok) 32x40x18 cm méretli ketrecekben
tartottuk (ketrecenként 5 allat). A kisérleti allatok szamara sziikséges taplalék (CRLT/N,
Charles River, Magyarorszag) és ivoviz ad libitum allt rendelkezésre. A standardizalt
kisérleti protokoll alapjan végzett vizsgalatokba bevont allatokat a laboratoriumi
allatokra, valamint a kisérleti eljarasokra vonatkozo, 40/2013. (Il. 14.) Korm. rendelet

az allatkisérletekrdl, tiszteletben tartdsa mellett végeztiik.

4.2 Indukalt prolaktinéma és in vitro Kkisérletek

A megvaltozott  neuroendokrin  rendszer  tanulméanyozasat  prolaktindma
modellrendszeren kivantuk megvalositani. Adenohipofizeélis prolaktinoma indukcidhoz
ndéstény Wistar patkanyokat (n=20) 6 honapon keresztiil subcutan kezeltiink 0sztron-
acetattal (CAS regisztracios szam: 901-93-9, Sigma, Németorszag; 150 pg/ts. kg/hét)
(Molnér et al., 2014).

Pentobarbital (4,5 mg/ts. kg, Nembutal, Abott, USA) anesztéziat kovetden a kezelt és
kezeletlen kisérleti allatokat dekapitaltuk, majd az AdH és NH szoveteket preparald
mikroszkop alatt szeparaltuk. Az AdH szovetekbdl enzimatikus (trypsin: 0.2 % /Sigma,
Németorszag/ 30 percig; kollagenaz /Sigma, Németorszag/: 30 pug/ml 40 percig; diszpaz
/Sigma, Németorszag/: 50 ug/ml 40 percig, az oldatok elkészitéséhez foszfat-puffert
hasznaltunk /PBS-A/; hémérséklet: 37°C) és mechanikus (83 és 48 um porusatmérdji
neylon-blutex filtert hasznalva) disszocialtatds utan primér, monolayer sejtkultarakat

készitettiink.
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A sejtek viabilitas (> 95 %, tripan-kék festés alapjan) kontrollja utan a sejtdenzitast
2x10°/ml-re allitottuk be, majd a szuszpendalt sejteket mosas utan Dulbecco's Modified
Essential Medium (DMEM, Sigma, Németorszag) + 20% Fetal Calf Serum (FCS,
Sigma, Németorszag) + 1.0 ug/ml Penicillin+Streptomycin (Sigma, Németorszag)
tapoldatba, majd 5 % kollagénnel feliiletkezelt 24 lyuka plasztik tenyésztéedényekbe
(Nunc., Németorszag), ¢s termosztatba helyeztik (T= 37°C, pCO,: 5%). A
sejtkultirakat a letapadast kovetéen 3 naponként friss tapoldattal mostuk, amig azok
konfluenssé valtak. Ezt kovetben a primér sejtkulturakat PRL és ACTH tartalomra
imunhisztokémiai moédszerekkel standardizaltuk.

A funkcionalis standardizalast és a bazalis ACTH és PRL hormonszint meghatarozast
Tyrode mediumban (Sigma, Németorszag) is elvégeztik. Az allando ionerdsségl
mediumban a [K']-t véltoztattuk a tobbi esszencialis anion és kation homeosztatikus
(izoionikus) koncentracidoban volt jelen. A primér, monolayer sejtkultirak hormon
elvalasztasat 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mM [K+] kornyezetet reprezentald hipokalémias
kozegben vizsgaltuk. A kezelések 10, 20, 30, 60 és 90 perces iddpontjaiban mintakat
vettiink a feliilusz6 mediumbdl, melyeket -80 °C-on a mérésig taroltuk. Az
Osszegyljtott mintakbol a PRL-t radioimmunoassay (RIA), az ACTH-t immuno-
chemiluminescence assay (LIA) mddszerekkel hataroztunk meg.

A mintdkbo6l a PRL meghatérozast dolgozat alapjaul szolgéldo koézleményben leirtak
szerint végeztiik (Molnar et al., 2014). A PRL RIA érzékenysége 0,07 ng/assay cso volt.
Az intra- és interassay variacio 0,92 + 0,03 ng volt, az adatokat ng PRL/ mg protein-ben
adtuk meg.

Az ACTH meghatarozasa az SZTE AOK 1. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrinolégiai
Osztdly méréberendezésével (Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostic,
Deerfield, IL, USA, és DPC kit /L2KAC-02, Euro DPC Ltd., Glyn Rhonwy, Egyesiilt
Kiralysag/) tortént. Az adatokat pg ACTH/ mg protein dimenzidkban adtuk meg.

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

hataroztuk meg.
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4.2.1 Apoptozis vizsgalata (immunocitokémia)

A primer, monolayer sejtkultarakat a fent leirt protokollnak megfeleléen nyertiik majd
immunfestéshez el6készitettikk [S perc mosas: trisz(hidroximetil)-aminometan (TBS
0,05 M, pH 7,4, 0,85% NaCl) puffer oldatban, majd 5 perc, T=25 °C-on inkubalas:
peroxidaz inhibitor reagenssel]. 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 megkotott antitesteket 3,3’-diaminobenzidin tetra-hidroklorid
(DAB, Sigma, Németorszag) segitségével tettiik lathatova. A sejtkulturdk alapos mosésa
utan fazis kontraszt invertoszkopra (Zeiss) helyezett Olympus kamera (Olympus C-

7070) felhasznalasaval vizsgalati objektumokrol felvételeket készitettiink.

4.2.2 Statisztikai analizis

A kiilonboz6 [K'] kezelések normal adenohipofizisre és prolaktindmas adenohipofizisre
gyakorolt hatdsainak matematikai elemzéséhez ismételt méréses ANOVA moddszert
hasznaltunk: normal AdH és PRLoma ACTH szekrécid, valamint normal AdH és
PRLoma PRL release vonatkozasaban. A kezelést (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mM [K™]), mint
csoportositd valtozot, az idot (10, 20, 30, 60, 90 perc), mint Osszetartozo faktorvaltozot
hasznéltunk. Osszehasonlitast végeztiink a kezeletlen, normal AdH, illetve 0 mM
[K']-al kezelt PRLoma sejtpopulaciok ACTH és PRL release-e kozétt, ehhez ismételt
méréses ANOVA-t alkalmaztunk. A statisztikai probak eredményeként szignifikans
kiilonbséget (p<0,001) talaltunk a vizsgalt faktoroknal. Amikor a Mauchley teszt
szfericitasa szignifikans volt, a Greenhouse-Geisser-féle korrigalt értéket vettiik
figyelembe. A tobbszempontos variancianalizishez Sidak finombeallitassal korrigalt
csoportatlagokat hasznaltuk.

A statisztikai elemzésekhez IBM SPSS Statistics, version 21 programot hasznaltunk
(IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Eredményeinket atlag + standard hiba (SEM)
formaban tlintettiik fel. A grafokat SAS 9.2 software segitségével készitettiik (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).
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4.3 Homeosztatikus diszruptor vegyiiletek tanulmanyozasara felallitott kisérleti
protokoll

4.3.1 In vivo vizsgalati protokoll

Kisérleteinkben a him Wistar torzsti patkdnyokat gasztrikus szonddn keresztiil kezeltiik
0,1; 1,0 és 10 ng/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 idétartamban.

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 ug/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 kdvetden a kezelt és
kezeletlen kisérleti allatokat dekapitaltuk, majd ezt kdvetden alvadasgatolt €s nativ
vérmintakat gyiijtottiink, melybdl ACTH stresszhormon szintjét hatdroztuk meg LIA
modszerrel. Az ACTH szérumbeli szintjét pg ACTH/ ml szérum dimenzidban adtuk

meg.

4.3.2 In vitro experimentalis protokoll

Dekapitaciot kovetden a kezelt és kezeletlen patkdnyok neuro- és adenohipofizisét
sterilt flilke és preparaldo mikroszkép alatt szeparaltuk, majd az AdH-bol a fent leirt
modon, az egyes kisérleti idépontokban (30., 60., 90. napon) primér, monolayer

sejtkulturakat készitettiink. A funkciondlis standardizalast kovetden a feliiluszo
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médiumbo6l meghataroztuk a bazalis ACTH szintet LIA modszer segitségével. Az
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 Mg**-dependens ATPéz
vizsgalatat alkalmaztuk modositott Martin és Dotty modszerrel (Martin et al., 1949). Az

ATP4az aktivités kifejezésére kontroll % dimeziot alkalmaztunk.

4.3.3 Adenohipofizis immunhisztokémia

A kisérleti allatokbol szarmazé hipofizis mintakbol szeparaltuk az AdH-t és felszallo
alkoholsorban dehidrataltuk, 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk, majd paraffin
blokkra helyeztiik. A paraffinba agyazott mintakbol 3-4 um vastag metszeteket
készitettiink, majd kétszer 10 perces xilolos és kétszer 5 perces etanolos aztatdssal
deparaffinaltuk. A  sorozatmetszeteket hematoxilin-eosin  (HE) rutinfestéssel
konturfestettilk. ACTH-t expresszald sejtek kimutatdsara indirekt immunhisztokémiai
modszert hasznaltunk, ehhez a metszeteket nytl ACTH poliklonalis antitestek (higitasi
arany: 1:500, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.) segitségével 12 o6ran at
szobahémérsékleten inkubaltuk. A megkotott antitesteket 0,04 %-0s 4-kloro-1-naftol
(Sigma, Hamburg, Németorszag) és Tris-HCI pufferben oldott 0,001 %-os hidrogén

peroxiddal tettiik lathatdéva (Sigma, Hamburg, Németorszag).

4.3.4 Statisztikai analizis

Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 kezelési dozisok (0,1; 1,0 és 10 pg/ts. kg) atlagértékeinek
kontroll csoporthoz vald viszonyat megallapitsuk az egyes kezelési iddtartamokban
kétszempontos varianciaanalizist futtattunk le. Jelen vizsgalatban két faktorként a
dozist, valamint a kezelési idétartamot vettiik alapul.

Mindharom valtozé tekintetében (sejtkulturak altal releaselt ACTH, szérum ACTH
szint, valamint a Mg?*-dependens ATPéaz aktivitss) a kétszempontos ANOVA
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szignifikans kiilonbséget mutatott a csoport atlagok kozott sszességében (p<0,001).
Mivel a két fix faktor (kezelési dozis és iddtartam) szignifikans interakciot mutatott
(p<0,001), igy ezen két hatas nem kiilonithet6 el, csak egylittesen értelmezhetd.
Szignifikans interakcio esetén lehetdség van az atlagok paronkénti Osszehasonlitasara
Sidak modszerével (Estimated Marginal Means). A tobbszords Osszehasonlitas
kimutatta, hogy a kezelési id6tartam fliggvényében, az alkalmazott dozisokbol képzett
csoportok szignifikansan kiilonbdznek a kontroll csoporttol (p<0,001).

A statisztikai elemzésekhez IBM SPSS Statistics, version 21 programot hasznaltunk
(IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Minden statisztikai vizsgalat tobbszempontos,
tovabba az alkalmazott tesztek szignifikancia szintje p<0,05 volt. Eredményeinket atlag

+ standard hiba (means + SEM) forméaban tiintettiik fel.
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5. Eredmények

5.1 Hipokalémia hatasainak detektalasa normal és megvaltozott endokrin funkciok
esetében

Célkitlizéseink szerint az extracellularis ionmilieu valtozasaval kovetheté hormon-
release  karakterisztikdkat —mutatjuk be. A  sejtkulturak  standardizalasaval
megallapitottuk, hogy az ACTH pozitiv sejtek aranya AdH sejtkultarak esetében 15,81
%, az in vivo Osztron-acetattal elokezelt patkanyok adenohipofizisébdl készitett primér,
monolayer sejtkultrakban 18,43 % volt. A PRL pozitiv sejtek aranya AdH-ban 24,0 %,
PRLoma-ban 52,2 % volt.

Az in vitro kisérleti protokoll rendszer vizsgalataval nyert eredményeket, illetve a
statisztikai kiilonbségeket a kezeletlen normal AdH és a kezeletlen PRLma
kontrollokhoz viszonyitva adtuk meg. A kontroll AdH (CAdhacty) és PRLma
(CPRLomaactH) rendszerek és a kisérleti protokoll alapjan kezelt sejtkultarak ACTH
elvalasztasat a 7. és 8. abran tiintettiik fel

A kontroll AdH (CAdhpr) és PRLma (CPRLomapr.) rendszerek ¢és a kezelt
sejtkulturak PRL elvalasztasat a 9. és 10. diagramokon tiintettiik fel.

A 11. és 12. abrakon CAdh és CPRLoma sejtkultirak PRL és ACTH release-t

hasonlitottuk &ssze a 0 mM [K*]-val kezelt sejtkulturak eredményeivel.

5.1.1 Az indukalt prolaktinéma és a normal adenohipofizis sejtkultirak ACTH

elvalasztasa hipokalémia hatasara

A 7. abran az ACTH release id6-kinetikai paramétereit mutatjuk be hipokalémia
hatasara. Lathato, hogy a kisérlet 10. 20. és 30. percében kontroll AdH ACTH release-
hez viszonyitva (996,9 + 2,55; 978,4 + 1,23; 1014,5 + 1,89 pg hormon/ mg protein,
means + SEM) a 0 mM [K™]-val kezelt csoport hormon szekrécioja (583,5 + 1,86; 701,4
+ 1,65; 738,1 = 1,26 pg hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001) jelentésen
csokkent. A kisérlet 60., 90. percében szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a kezelt
sejtkultira ACTH elvalasztasaban (1966,4 + 1,36; 2625,7 + 0,97 pg hormon/ mg
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protein, means = SEM, p<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva (1711,3 + 2,07;
1754,5 + 1,34 pg hormon/ mg protein).

A 7. abra eredményei alapjan megallapithatd, hogy az AdH sejtkulturak ACTH
elvéalasztasat 0,5 mM-0s [K'] kezelés az id6 fiiggvényében szignifikansan csokkentette
(p<0,001). Jelentds eltérések figyelhetok meg a kontroll csoport hormon elvalasztasa
valamint a kezelt sejtkultaira ACTH szekrécioja kozott (306,0 = 1,96; 369,8 + 1,26;
424,6 +1,45; 911,2 + 1,17; 1235,4 + 1,25 pg hormon/ mg protein, means + SEM).

A kontroll csoport ACTH szintjéhez viszonyitva az 1,0 mM [K']-val kezelt sejtkultirak
hormon elvalasztasa az id6 fliggvényében szignifikansan csokkent (396,7 + 1,82;
439,3 +1,58; 499,6 + 1,10; 582,3 + 1,75; 973,5 + 1,48 pg hormon/ mg protein, means +
SEM, p<0,001).

A kisérlet 10. percében az 1,5 mM-os [K'] az ACTH release-t jelentésen csokkentette
(750,3 + 2,38 pg hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001). A kisérlet 20. és 30.
percében a kezelt AdH sejtkultira ACTH elvalasztasa karakterisztikusan emelkedett
(1315,6 + 4,09; 1494,9 + 3,75pg hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001), majd a
szignifikansan csokkent a vizsgalat 60. és 90. percében (1461,8 + 3,61; 1506,8 + 1,48
pg hormon/mg protein, means + SEM, p<0,001) a kontroll csoporttal dsszevetve.

A 2,0 mM-os dozis hatasara az idé fliiggvényében, az ACTH elvalasztas a kontroll
csoport eredményeihez viszonyitva szignifikdnsan csokkent (691,2 + 1,58; 614,4 + 1,66;
618,7 + 1,57; 1192,9 + 1,75; 1199,3 + 1,46 pg hormon/ mg protein, means + SEM,
p<0,001).
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7. 4bra A kiilonbozd K koncentraciok hatasa az ACTH elvalasztasra normal

adenohipofizis sejtkultirdkban
Atlag+SEM, sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (K0O"); 0,5 mM [K*] (K0,57); 1,0 mM [K*]
(K1,0%, 1,5 mM [K'] (K1,57); 2,0 mM [K*] (K2,07), mintavétel feliiluszé médiumbél: 10, 20, 30, 60, 90
min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.

A 8. abra adatai alapjan megallapithato, hogy a kontroll PRLoma sejtkultirakhoz képest
(435,1 £ 1,39; 536,3 + 3,10; 713,6 = 1,82; 1887,9 + 2,52; 2083,0 + 3,42 pg hormon/mg
protein; means=S.EM.) a 0 mM-os [K']-val kezelt PRLoma sejtkultirdk ACTH
elvalasztasa (813,4 + 1,19; 951,9 + 3,03; 992,6 + 1,92; 1610,5 = 1,91; 4746,2 + 3,61 pg
hormon/mg protein, means = SEM, p<0,001) az idé fliggvényében szignifikansan
emelkedett.

Megallapithaté, hogy 0,5 mM-0s K" expozicié sordn a kisérlet 10. és 20. percében a
kontroll csoporthoz képest az ACTH release a kezelt PRLma sejtkultirakban
emelkedett tendenciat mutatott (655,8 + 2,63; 621,4 + 1,84pg hormon/mg protein,
means + SEM, p<0,001). Az ACTH szekrécid kinetikaja a kezelt sejtkultiirakban a 30.
és 60. percben csokkent (601,7 £ 1,39; 1191,3 £ 1,53 pg hormon/ mg protein, means +
SEM, p<0,001). A 90. percben az ACTH elvalasztas karakterisztikus novekedését
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detektaltuk (4333,7 + 5,37pg hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001) a kontroll
csoporthoz viszonyitva.

Az 1,0 mM-os dozisa K* kezelés hatasara az id6 fliiggvényében, a PRLma sejtkultarak
hormon elvalasztasa szignifikdns mértékben emelkedett (685,4 + 1,53; 962,0 + 2,05;
1181,3 £ 1,83; 2142,0 = 1,72; 3217,7 + 2,54 pg hormon/ mg protein, means = SEM,
p<0,001) a kontroll PRLma sejtkultirdkhoz viszonyitva.

A 8. 4bran lathatd, hogy a kisérlet 10. percében az 1,5 mM-os [K'] kezelés
eredményeként a szekretdlt ACTH szintje jelentésen emelkedett (596,5 £ 2,56 pg
hormon/ mg protein, means £ SEM, p<0,001). Majd az id6é fiiggvényében a hormon
elvalasztas szignifikdns csokkenését detektaltuk (495,6 + 2,71; 403,1 + 2,18; 685,0 +
2,68; 1319,7 + 2,25 pg hormon/ mg protein, means =S EM, p<0,001) a kontroll csoport
adataihoz viszonyitva.

A 2,0 mM-os [K'] kezelés hatisara a sejtkultarak ACTH release-e a 10., 20., és 30.
percben jelent6sen emelkedett (552,0 + 2,59; 723,1 + 2,88; 898,4 + 2,34 pg hormon/ mg
protein, means = SEM, p<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva. A kisérlet 60., 90.
percében a kezelt sejtkulturdk hormon szintje szignifikdnsan csokkent (1418,9 + 2,13;

1626,1 £+ 2,24 pg hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001).
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8. abra Extracellularis K* kezelések és az ACTH release prolaktindma sejtkultarakban
Atlag+SEM, sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (K0O"); 0,5 mM [K*] (K0,57); 1,0 mM [K*]
(K1,0, 1,5 mM [K™] (K1,57); 2,0 mM [K*] (K2,0), mintavétel feliiluszé médiumbol: 10, 20, 30, 60, 90
min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.

5.1.2 A kiilonb6zé [K'] kezelések hatisa a PRL release kinetikdjara normal és

prolaktinomas adenohipofizis esetében

A 9. 4bra alapjan a normal AdH 0 mM [K']-val kezelt csoportjainak PRL szintje
csokkent a 10., 20., 30. és 60. percben (2,11 + 0,01; 7,65 + 0,01; 7,95 + 0,01; 10,61 +
0,02 ng PRL/ mg protein, means £+ SEM, p<0,001) a kontroll AdH sejtkulturdhoz
viszonyitva (7,24 £ 0,01; 10,15 + 0,01; 13,18 + 0,02; 17,84 = 0,02 ng PRL/ mg protein,
means + SEM, p<0,001). Ezzel szemben a 90. percben a kezelt sejtkultira
hormonszintje karakterisztikusan (60,04 + 0,02 ng hormon/ mg protein, means = SEM,
p<0,001) emelkedett a kontroll csoporthoz képest (19,93 + 0,01 ng hormon/ mg

protein, means + SEM).
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A 0,5 mM-os [K'] kezelés eredményeként az AdH sejtkultirak PRL szekrécidja
jelentésen csokkent a kisérleti protokoll 30. percéig (2,01 £ 0,01; 3,56 £ 0,01, 3,94 +
0,01 ng hormon /mg protein, means = SEM, p<0,001). A 60. és a 90. percben a
monolayer sejtkultirak hormon elvalasztasa szignifikdnsan emelkedett (22,25 + 0,05;
26,09 + 0,02ng hormon/ mg protein, means = SEM, p<0,001) a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva.

Az 1,0 mM-os [K'] kezelés eredményeként a 10., 20., 30., 60. percben a PRL release
szignifikansan csokkent (2,52 + 0,01; 5,15 + 0,01; 5,93 + 0,02; 7,53 = 0,02 ng hormon/
mg protein, means + SEM, p<0,001), ezzel szemben a 90. percben a kontroll csoporthoz
viszonyitva jelentésen emelkedett (21,0 + 0,02 ng hormon/ mg protein, means + SEM,
p<0,001).

A 9. grafikon adatai alapjan a kisérlet 10. percében az 1,5 mM-o0s [K'] kezelés hatdsara
a szekretalt PRL szintje szignifikansan csokkent (1,97 + 0,01ng hormon/ mg protein,
means + SEM, p<0,001). A 20., 30. percben a hormon elvalasztas jelentds fokozddasa
volt megfigyelhet6 (10,84 = 0,01; 15,02 + 0,01 ng hormon/ mg protein, means + SEM,
p<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva. A kisérlet 60., 90. percében a PRL release
szignifikans csokkenése (9,14 + 0,01; 15,14 = 0,01ng hormon/ mg protein, means +
SEM, p<0,001) volt tapasztalhato.

Megallapithaté, hogy a 2,0 mM-0s [K'] kezelés a PRL szekréciot a 10. percben csak kis
mértékben modositotta (7,41 £ 0,01 ng hormon/ mg protein, means + SEM), majd az
1d6 fiiggvényében szignifikans csokkenés volt tapasztalhato (5,11 + 0,01; 3,77 = 0,01;
6,13 £ 0,01; 5,07 + 0,01 ng hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001) a kontroll

csoporthoz viszonyitva.
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9. abra Extracellularis K* hatdsa a PRL elvalasztasra normal, primer adenohipofizis

sejtkultarakban
Atlag+SEM, sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (K0O"); 0,5 mM [K*] (K0,57); 1.0 mM [K*]
(K1,0, 1,5 mM [K™] (K1,5"); 2,0 mM [K'] (K2,07), mintavétel feliiliiszo6 médiumbdl: 10, 20, 30, 60, 90
min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.

A 10. abran a kontroll PRLoma sejtkultardk és a kezelt sejtkultirak PRL elvalasztasat
tiintettiik fel hipokalémia hatasara. A kontroll csoport adataival dsszehasonlitva (3,86 +
0,01; 7,11 + 0,02; 11,52 + 0,01, 29,72 + 0,07; 48,78 + 0,02 ng hormon/ mg protein,
means = SEM) a kisérlet 10., 20. és 30. percében a hormon szint emelkedését figyeltiik
meg (7,64 + 0,01; 10,48 + 0,02; 15,32 £+ 0,05 hormon/ mg protein, means + SEM). A
60. percben a hormon release diszkrét emelkedését detektaltuk (29,12 + 0,02 ng
hormon/mg protein, means + SEM). A kisérlet végpontjaban szignifikins PRL szint
emelkedést tapasztaltunk (89,23 + 0,17, ng hormon/ mg protein, means + SEM,
p<0,001).

0,5 mM-o0s K" expozicié soran a vizsgalat 10. percében a PRL szint emelkedése (5,11 =+
0,02 ng hormon/ mg protein, means £ SEM) volt megfigyelhetd. A 20. és a 30. percben
a PRL szekrécio jelentésen csokkent (4,82 + 0,02; 4,73 + 0,02 ng hormon/ mg protein,

means + SEM, p<0,001) a kontroll csoporttal dsszevetve. A kisérlet 60. és 90. percében
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a PRL szint szignifikans emelkedése (88,07 + 0,25, 121,0 = 0,25 ng hormon/ mg
protein, means = SEM, p<0,001) volt megfigyelhetd.

Az 1,0 mM-os K" kezelés soran megallapithaté, hogy a PRLma sejtkultirakban a 10.,
20. ¢és 30. percben a hormon szekrécid szignifikdns emelkedése (5,11 + 0,02; 7,39 +
0,02, 11,13 £ 0,04 ng hormon/ mg protein, means = SEM, p<0,001) volt tapasztalhato.
A primer PRLma sejtkultirak PRL szekrécidja szignifikansan csokkent (19,34 + 0,02;
37,67 £ 0,21 ng hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001) a kezelés 60. és 90.
percében a kontroll csoport eredményeivel 6sszehasonlitva.

1,5 mM-os [K'] kezelés sordn a PRLma sejtkulturak hormon elvalasztasa a 10. percben
emelkedett (9,63 = 0,02 ng hormon/ mg protein, means = SEM, p<0,001) a kisérleti
protokoll kardindlis pontjaiban vett mintdk esetében azonban szignifikdnsan csdkkent
(6,28 + 0,04; 5,32 +0,03; 15,77 + 0,02; 23,24 + 0,07 ng hormon/ mg protein, means =
SEM, p<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Megallapithat6, hogy 2,0 mM-os [K'] kezelés hatasara a hormon szekrécio csdkkent
(2,7 = 0,02 ng hormon/ mg protein, means + SEM, p<0,001) kisérlet 10. percében. A
20. percben a PRL szint diszkrét emelkedése (7,61 + 0,04 ng hormon/ mg protein,
means + SEM, p<0,001) volt megallapithatdé a kontroll csoporthoz viszonyitva. A
kisérleti protokoll kardinalis pontjaiban vett mintdk PRL szintje szignifikansan csdkkent
(10,94 + 0,03; 17,93 + 0,03; 19,29 + 0,03 ng hormon/ mg protein, means = SEM,
p<0,001) a kontroll csoport értékeihez viszonyitva.
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10. 4bra Extracellularis K* koncentraciok valtozasa és a PRL release primer

prolaktinoma sejtkultirdkban
Atlag+SEM, sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (K0O"); 0,5 mM [K*] (K0,57); 1,0 mM [K*]
(K1,0%, 1,5 mM [K'] (K1,57); 2,0 mM [K*] (K2,07), mintavétel feliiluszé médiumbél: 10, 20, 30, 60, 90
min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.

5.1.3 Normal adenohipofizis és 0 mM-0s [K']-val kezelt prolaktinomas
adenohipofizis ACTH és PRL szekrécioja

A kovetkezokben a normél adenohipofizis, valamint a hipokalémia altal modositott,
megvaltozott endokrin regulaciot mutatjuk be PRLoma sejtpopuldcidkon, azaz két
kiilonb6z6 rendszer elvalasztasi kinetikajat vetjikk ossze. Mindezt tettiik azért, mert a
terapias gyakorlatban az egészséges rendszerallapot jellemzdinek és a megvaltozott
rendszerallapot paramétereinek 6sszehasonlitasa valosul meg. A 11. dbran lathat6, hogy
a kisérlet 90. percében az ACTH elvélasztdsa jelentésen fokozodott PRLoma
kultirdkban. Hasonlé interakcid figyelheté meg a 12. 4bran is: a feliilisz6 médium

emelkedett hormonszintet mutat a kezeletlen csoporttal 6sszehasonlitva.
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11. 4bra Normal adenohipofizis és 0 mM-o0s [K*]-val kezelt prolaktindmas sejtkulttirak

Atlag+SEM, mintavétel feliiluszo médiumbol: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.
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12. 4bra Normal adenohipofizis és 0 mM-o0s [K*]-val kezelt prolaktinomas sejtkultirak

Atlag+SEM, mintavétel feliiluszoé médiumbol: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.

PRL elvalasztasa
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5.1.4 Immunofestés

A Bcl-2 molekulak az apoptozis kulcs regulald fehérjéiként ismertek. Az in vitro
kisérleti protokollunkban a sejt talélésének kovetésére membran asszocidlt
onkoproteinek vizsgalatat alkalmaztuk az apoptozis igazolasara. A 13. abran jol lathato,
hogy az AdH monolayer sejtkultirak Bcl-2 proteinre pozitiv citoplazmatikus
immunreakciot produkaltak. Anti-Bcl-2-vel tértént immunocitokémiai festést kovetden
megallapithat, hogy a 0 mM [K']-val kezelt primér sejtkultarakban a Bcl-2 protein

szintje alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva.

13. 4bra Bcl-2 protein immunocitokémiai vizsgalata patkany adenohipofizis monolayer

sejtkultarakban

A sejteket antiszérium specifikus Bcl-2-vel festettiik, az antitesteteket DAB festési modszerrel tettiik
lathatova. a, b: kontroll, primér sejtkulttrak, ¢, d: primér, monolayer sejtkultirak hipokalémia hatasara,

nyillal indikaltuk a Bel-2 expresszios helyeket. (a-d: 40x)
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5.2 Kombinalt klérbenzol expoziciok hatasainak vizsgalati eredményei

Célkitizéseink masodik f6 témateriileteiben a kémiai kornyezetterheld dagensek
hatdsaira  bekovetkezd  diszkrét egyensulyeltoloddsok — vizsgalatat — kivantuk
tanulmanyozni. A feltiintetett in vivo és in vitro vizsgalati paramétereinkben nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket az egyes kontroll szerinti eredmények ko6zott.
Nem mutatott szignifikdns eltérést az abszolut kontrollként kezelt allatcsoport
eredményeitdl a stresszkontroll, a pozitiv kontroll és a negativ kontroll csoportként
kezelt allatok szérum, valamint az in vitro vizsgalt sejtkultirdk hormontartalmanak,
I\/Igz+-dependens ATPaz enzim aktivitds paraméterei. Ezért az eredmények
prezentalasakor a 14.-17. szamu eredményabrakon csak az abszolut kontroll allatokbol

szarmazd paraméterértékeket tlintettiik fel.

5.2.1 Szérum ACTH hormon értékek

Az 14. eredményabran a kezeletlen abszolut kontroll csoportok eredményeit
hasonlitottuk 6ssze a 0,1; 1,0 és 10,0 pg/ts.kg doézisban alkalmazott (0, 30, 60, 90 nap)
CIB expoziciokkal szemben. A 0,1 pg/ts.kg dozisu CIB mix kezelés eredményeképpen a
szérum ACTH szint jelentdsen emelkedett (96,55 + 0,37; 104,69 = 0,75; 117,47 + 0,87
pg ACTH/ ml szérum, means + SEM, p<0,001) a kontroll csoporttal dsszehasonlitva
(83,57 £ 0,59 pg ACTH/ml szérum, means + SEM). A szérum hormonszintje
szignifikdnsan emelkedett 1,0 pg/ts.kg doézisa CIB expoziciok eredményeképpen
(105,46 + 0,85; 120,46 + 0,73; 139,94 + 1,06 pg ACTH/ ml szérum, means + SEM,
p<0,001). Ugyancsak jelentos eltérést detektaltunk a 10,0 pug/ts.kg dozisban alkalmazott
HD vegyiiletek expozicidja utan (117,91 + 1,14; 151,23 + 2,36; 167,44 + 1,38 pg
ACTH/ ml szérum, means + SEM).
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14. abra Szérumban mért ACTH koncentracio értékek

Atlag+SEM, n=10/kisérleti csoport, *: p<0,001, szignifikancia értékeket ANOVA moédszerrel hataroztuk
meg, az adatokat a kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 pg/ts.kg , és 1,0 pg/ts.kg és 10,0

pg/ts.kg dozisu kombinalt klérbenzol expozicids kezelési mintdk vonatkozasaban tiintettiik fel.

5.2.2 Adenohipofizis sejtkultirak hormon szekrécidja

A 4.3.2 fejezetben leirt kisérleti protokoll szerinti kezelésben az AdH sejtkultirak
feliiliszd médiumait Osszegyljtottiik és LIA modszerrel meghataroztuk a releaselt
ACTH koncentraciokat. Eredményeinket az 15. abran tiintettiik fel.

Az AdH sejtkultarak bazalis ACTH (1606,5 + 2,32 pg ACTH/ mg protein, means +
A feliiliszé6 médium hormonszintje szignifikdnsan emelkedett 0,1 pg/ts.kg dozisu CIB
mix kezelés hatasara (1621,7 + 1,01; 1628,8 + 0,93; 1669,2 + 1,05 pg ACTH/ mg
protein, means = SEM, p<0,001). Jelentos eltéréseket figyeltink meg a kontroll
allatokbol nyert AdH sejtkultirdk ACTH elvalasztasa és az 1,0 ug/ts.kg dozisu CIB
kezelések altal medialt hormonszekréciéo kozott (1675,2 + 1,60; 1698,3 + 1,80;
1669,2 + 1,67 pg ACTH/ mg protein, means = SEM, p<0,001). A 10 pg/ts.kg dozisu
CIB kezelés szignifikansan emelkedd tendenciaji hormon release-t indukalt a vizsgalt
kezelési csoportban (1715,3 + 1,48; 1738,4 + 1,15; 1756,8 = 1,19 pg ACTH/ mg
protein, means + SEM, p<0,001).
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15. ébra Primér, monolayer adenohipofizis sejtuktultarak altal releaselt ACTH szintek
AtlagSEM, n=10/kisérleti csoport, *: p<0,001, szignifikancia értékeket ANOVA médszerrel hatdroztuk
meg, az adatokat a kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 ug/ts.kg, és 1,0 ug/ts.kg és 10,0

pg/ts.kg dozist kombinalt klérbenzol expozicids kezelési mintak vonatkozasaban tiintettiik fel.

5.2.3 Mg**-dependens ATPAz aktivitisanak valtozasa

A sejtek diszkrét energiatranszferének kovetésére a Mg?*-dependens ATP4z aktivitast
vizsgaltuk. A kezeletlen kontroll csoport aktivitdsaval (100 %) Osszehasonlitva a 0,1
ng/ts.kg dozisu HD kezelés az energiatranszfert szignifikansan ndvelte (109,5 + 1,55;
114,9 + 1,59; 126,9 + 2,66 %, means + SEM, p<0,001). 1,0 pg/ts.kg doézisu CIB mix
kezelés hatdsara az 1d0 fiiggvényében a Mg2+-dependens ATPaz aktivitasa
szignifikansan fokozddott (115,3 + 1,55; 121,9 + 2,63; 141,9 + 3,09 %, means + SEM,
p<0,001) a kontroll csoport eredményeivel Osszehasonlitva. Az enzimaktivitas
karakterisztikus emelkedését (122,2 + 1,66; 136,6 + 1,66; 159,4 + 1,51 %, means =+
SEM, p<0,001) detektaltuk a legnagyobb alkalmazott dozisu kezelés eredményeképpen.
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16. dbra A Mg2+-dependens ATP4z aktivitas valtozasai szubtoxikus klorbenzol
expoziciok hatasara
AtlagSEM, n=10/kisérleti csoport, *: p<0,001, szignifikancia értékeket ANOVA médszerrel hatdroztuk
meg, az adatokat a kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 ug/ts.kg, és 1,0 ug/ts.kg és 10,0

pg/ts.kg dozist kombinalt klérbenzol expozicids kezelési mintak vonatkozasaban tiintettiik fel.

5.2.4 Adenohipofizis immunhisztokémiai vizsgalatok

A kezelt és kezeletlen AdH blokkbdl elvégzett ACTH immunhisztokémiai reakcio
pozitiv eredményt mutatott (17. abra). Az 17.c ébran jol megfigyelhetd, hogy a 10
pg/ts.kg dozisu kombinalt CIB expozicios kezelés utan, az ACTH specifikus
immunreakcié eredményeképpen, 1ényegesen intenzivebb exocitotikus aktivitast mutatd
ACTH immunpozitivitas, a kezeletlen, kontroll csoporttal szemben. Az alacsonyabb
dézistt CIB mix kezelés eredményeképpen az ACTH produkcié diszkrét valtozéasai

figyelhetdek meg.
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17. abra Az ACTH expresszi6 immunhisztokémiai analizise patkany adenohipofizisben
a: ACTH expresszio kontroll, kezeletlen patkany adenohipofizisben. b: ACTH pozitiv sejtek 1,0 pg/ts.kg
dozisu kombinalt klorbenzol expozicio esetében. c: ACTH pozitiv sejtek patkany adenohipofizis
szovetben 10 pg/ts.kg dozisu kombinalt klérbenzol expozicios kezelés eredményeképpen. ACTH

szekrécios helyeket nyillal jeloltiik. (a-c: 20x)
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6. Megbeszélés, kovetkeztetések

Jelen munkaban a bioldgiai rendszerek (normal és transzformalt sejt, organizmus) és a
mikddésiiket meghatdrozo kornyezetiiket vizsgaltuk. Ebben a vonatkozésban az
extracellularis ionmilieu meghatarozo kiils6 feltétel, amelynek tanulmanyozasahoz in
vitro modell rendszereket, nevezetesen primér monolayer adenohipofizis sejtkulturakat
hasznaltunk, melyek sejtszintli folyamatait standardizaltuk. Jelen vizsgalatainkban az
ACTH ¢és PRL szekréciojanak kinetikdjat hipokalémias korilmények kozott
monitoroztuk, egészséges ¢s lokalis kornyezeti extracellularis egyensuly eltolassal
megvaltoztatott endokrin funkciok esetében. A modellezett extracellularis hatasok jol
kovethetéek voltak hormon exocitézis valtozasokkal, intracellularis receptor és/vagy
hogy amint a sejt 0j trajektoriaba (egymas utani allapotok sorozata) keriil, ahhoz
szikkségképpen alkalmazkodnia kell (Sherr et al., 1995; Cooper 1998). A
célkitlizésiinkben vazolt kornyezeti hatdsok objektiv detektalasdnak érdekében
modellrendszereket fejlesztettiink HD vegyliletek biologiai hatasainak kovetésére is.

A rendszer alkalmazkodasa olyan folyamatkaszkdd, amelyben az adott bioldgiai
objektum informacidkat ,Szerez” a kornyezetérdl, és ahhoz sajat strukturdlis és
funkcionalis adottsagaival iteral. Irodalmi adatok szerint a HD vegyiiletek Osztrogén-
mimikus tulajdonsdgokkal is rendelkeznek, igy szamos endokrin funkcioji szovet
aktivitasat modulalni képesek. A laktotrop adenomak karakterisztikusan a PRL
hiperszekrécidjaban nyilvanulnak meg (Spada, 1998.; Karaca et al., 2010),
kialakulasukban a kornyezeti stimulusok esszencidlis szerepet jatszanak (pl.
antikoncipiens szerek, dsztrogének). Eredményeinkbdl jol lathatd, hogy K™ megvonas
kovetkeztében a PRLoma sejtkulturdk hormon szekrécidja a kisérleti periodus kezdetén
feliiliszo6 mediumban karakterisztikusan emelkedett hormonszinteket detektaltunk (11.-
12. abra). Amikor a kialakitott modellrendszereket kiilon vizsgaltuk az alkalmazott 0 és
0,5 mM-os [K'] expozicié eredményeként a médium hormontartalmanak jelentds
emelkedését detektaltuk az egyes kontrollcsoportokkal Osszehasonlitva. Ebben a
folyamatban irodalmi adatok szerint (Kiess et al., 1998.;Tejada et al., 2002) a
sejtoregedés kaszkddmechanizmusai jatszhatnak kulcsszerepet. Szamos extracellularis

stimulus, pl. hipokalémia intracellularis tirozin kindzokat aktival, melyek medialjak
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tobbek kozott a MAPK proteineket, igy a foszforilacioval kivaltott kaszkad reakciosor
eredményeképpen sejt halalt indukalnak (Ghobrial et al., 2005). Az apoptdzis belsd
szabalyoz6 mechanizmusai kritikusak a sejtciklus, és a sejtproliferacio kontrolljaban.
Irodalmi adatok alatimasztjak azt a tényt, hogy hipoionia altal kivaltott apoptotikus
folyamatokban elsdsorban a p38 protein, a stressz kindz JNK, valamint ASK1 proteinek
jatszanak lényeges szerepet (Ramiro-Cortes et al., 2011). Hipokalémia altal indukalt
ASKI triggereli a INK ¢és p38 aktivalodasat. E sejtszinti mechanizmusok meginditjak a
Bcl-2 molekula csalad pro-apoptotikus proteinjeinek foszforilaciojat. Az aktivalt Bad
triggereli a Bax-Bak oligomerizacidjat, mely az apoptdzis iniciacidjahoz vezet, ezzel
parhuzamosan az anti-apoptotikus Bcl-2 protein szintje jelentdsen csokken (Verma et al.
2011), melyek eredményeinkben is jol tikrozédnek. A megfigyelt PRL és ACTH
elvalasztasi kinetikak szignifikans emelkedéseinek lehetséges magyarazata a membran
enzim megkezdi a sejt strukturalis elemeinek lebontéasat, ezzel parhuzamosan zajlik a
hormon tartalmu vezikuldk emésztése is (Fan et al., 2005; Slee E. A. et al. 1999).
PRLoma-s AdH sejtkultardak ACTH elvélasztasa Osszefiiggésbe hozhatd a kisérleti
protokollban bemutatott in vivo kezeléssel is. Szakirodalmi adatok alatdmasztjak, hogy
ovarium eredetli szteroid hormonok, kiillonosképpen az Osztrogének indirekt modon
modulaljak a hipotalamo-hipofizis-mellékvese axis aktivitasat is (Visser-Wisselaar et
al., 1997; Xu et al., 2000). Az 6sztrogének fokozzak a kortikotrop-releasing hormon
expresszidjat, mely megemeli a kortikotrop sejtek proliferacios tevékenységét (Roy et
al., 1999), igy a magasabb proliferacios rata magasabb ACTH elvalasztast eredményez.
Az ACTH, mint stresszhormon esszencialis szerepet tolt be kémiai stresszorokkal
szembeni valaszmechanizmusok kivaltasaban. Jelen Osszefiiggésben a hipokalémia
kémiai stresszorként értelmezhetd. A végdifferencialt sejtfunkcioban a fokozodo ACTH
release kovetkeztében a kortikotrop sejtek az ion-egyensuly eltolasat homeosztatikus
kozeli allapotra igyekeztek modositani (7.-8. abra). Dolgozatban bemutatasra keriilé6 HD
vegyliletek szintén kémiai stresszorként jelennek meg, ezért az ACTH elvalasztas
vizsgélata a késdbbiekben is esszencialis.

Ahogyan mar a bevezetésben bemutattuk a DA kritikus negativ regulacios szerepet tolt
be a laktotrop ¢és kortikotrop sejtek miitkodésében. Szakirodalmi adatok alapjan
megallipthaté, hogy az emldsok agyaban tobb, anatomiailag is kiilonbozo
katekolaminerg neuron populaciot figyelhetiink meg. A DAerg neuronok héarom

csoportja esszencialis inhibitora a hipofizis anterior lebenyében talalhatd excitatorikus
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sejteknek. E neuronok koziil kiemelendéek a TIDA DAerg neuronok, melyek az arcuate
nucleus periventrikularis ¢és kaudalis regioibol erednek és az eminentia mediana
externalis zonajaban végzOdnek. A THDA rendszer elemei az arcuate magvak rosztralis
zonajaban lokalizaltak, terminuszuk a hipofizis anterior lebenyében talalhat6. A
harmadik neuroncsoport a hipotalamikus-periventrikularis nukleuszbol eredd6 PHDA
DAerg neuronok melyek a hipofizis intermedialis lebenyében végzddnek. E strukturalis
Chinta et al., 2005; DeMaria et al., 1999).

A fent emlitett neuron populaciok bemutatasat az indokolja, hogy az altaluk kivaltott
sejtszintli mechanizmusok értelmezésével az eredményeinkben tapasztalhatd valtozasok
magyarazatdhoz analogiat szolgaltassanak. Elektrofiziologiai tanulményokbol ismert,
hogy a DA in vivo és in vitro adenohipofizis célsejtekben csokkenti az akcios potencial
ratat (Castelletti et al., 1989; Lacey et al., 1987). Kijelenthetd, hogy a DA inhibitoros
potencidlt azaltal indukal, hogy a sejtmembrant hiperpolarizdlja. Az inhibitoros
potencial az extracellularis K™ konduktanciatél jelentésen fiigg. Az extracellularis [K']
depolarizalja a membrant, mig az extracellularis tér emelkedd [K']-ja a hiperpolarizaci6
kulcsfaktora (Tomita, 1972), mely membranpotencial valtozasok a sejtek
excitabilitasaval szorosan kapcsoltak. Az exocitozis elektromos és protein kaszkad
mechanizmusok szabalyozott rendszereként értelmezehetd (Stojilkovic et al., 2010).
Szakirodalmi adatok igazoljak, hogy a mind a laktotrop, mind a korticotrop sejtekben a
spontan elektromos aktivitas hormon szekrécidhoz kapcsolhaté (Freeman et al., 2000;
Mason et al., 1988).

A belséleg egyeniranyitott K'-csatorndk facilitdljaAk az intracelluldris tér iranyéba
megvalésulé K aramot a hiperpolarizacié sordn, melynek eredményeképpen déntden
K" influx valosul meg (Doyle et al., 1998). Tovabba e csatornak részt vesznek a
nyugalmi membranpotencial kialakitasaban is. Erés depolarizacio hatasara torténd
Elektorfiziologiai tanulmanyokbol megéllapithatjuk, hogy az adenohipofizis sejtek
felszinén a fesziiltség-fiiggd K'-csatornak négy kiilonbozé tipusa magasan expresszalt:
a gyorsan aktivalodo késleltett egyeniranyité, a lassan aktivalodo késleltetett
egyeniranyit, az A-tipusu és az Ether-a-go-go K'-csatornak (Stojilkovic et al., 2010).
Excitabilis szovetekben az akciés potencidl frekvencidja ezen csatornak

kozremiikodésével valosul meg (Schafer et al., 1999).
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A Ca-aktivalt K'-csatorndk szerkezeti felépitésiikben hasonlosdgot mutatnak a
fesziiltség-fiiggd K'-csatorndkkal, azonban alacsonyabb fesziiltség dependenciat
mutatnak, valamint Ca®" influx hatisara aktivalodnak. Az exocitdzis meginditasaban
jelentdségiik igazolt (Shao et al., 1999).

A megvalosuld Ca®* influx szdmos olyan szignal transzdukcids utvonalat indukal,
melyek potencirozzak a hormon felszabaditdas mechanizmusat (Goor et al., 2001).
Aktivalt sejt felszini receptorok medialnak szamos cellularis folyamatot, tobbek kozott
G-protein felhasznalast, és ciklikus-mononukleotid akkumulaciot (Bauer et al., 2007).
Gy/G11 proteinek aktivacioja indukdlja a membran-kapcsolt PLC miikddését, mely
katalizalja foszfatidilinozitol 4,5-bifoszfat hidrolizisét. E folyamatok eredményeképpen
IP3 ¢és DAG keletkezik (Freeman, 2000). Kortikotrop és laktotrop sejtekben az IP3 a
non-mitokondrialis Ca®" felszabaditasaban jelentds szerepet tolt be. A DAG viszont
aktivalja a Ca**-dependens protein-kinaz-C-t és protein-kinaz-B-t, melyek foszforilaljak
a fesziltség-fliggd Ca?*-csatorndkat. E mechanizmus eredményeképpen jelentds Ca®*
influx valésul meg. A megemelkedett intracellularis Ca®* szint hozzajarul a szekretoros
(SNARE) protein komplex kozremtikodésével (Brunger, 2000; Rickman et al., 2009).

A rendszer strukturalis valtozésai a kontroll és a szabalyozas altal vezéreltek. A
szabalyozas igyekszik a rendszert egy adott allapotiban megtartani, mig a kontroll
folyamatok a rendszert kiilonb6z6 allapotokon keresztiil viszik végig. Az extracellularis
ionmilieu valtoztatas altal megformalt kontroll folyamatok azonnali valaszreakciora
kényszeritik az adenohipofizis sejteket, melyek jol detektalhatdbak a hormon release
kinetikdk moddosulasaiban. Mivel az extracellularis kornyezet allandodan valtozik a
sejtnek ehhez alkalmazkodnia kell. A feltételezett hiperpolarizacié kovetkeztében
csokkent hormon exocitozis ratat figyeltink meg a magasabb, de még mindig
hipokalémias extracellularis kozeg hatasara. A K'-csatorndk kinyilasanak
eredményeképpen K efflux valosul meg, az egyenstlyi folyamatok fenntartasa
érdekében.

Hipotézisiink szerint a hiperpolarizacid, mint inhibitoros potencial Gi., proteineken
keresztiil gatolja az AC aktivitast, amely igy csokkent IP3 metabolizmushoz, végiil
csokkent intracellularis Ca®* szinthez vezet. A Ca®* influx csokkenése gatolja a SNARE
Az ACTH és PRL release diszkrét emelkedésének extracellularis hipo [K*] modositasok

hatasara bekovetkezé valtozasmintazatai id6 és sejttipus dependenciat mutattak.
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Expozicidés i1d6- és dozisfliggd moddon, a laktotrop sejtekben a hiperpolarizaciora
visszavezethetd hormonkinetika moddosulas intenzivebben fejez6dott ki, mint a
kortikotrop sejtekben.

Az ember magas adaptacids és akkomodacids potencialja révén alkalmas a tarsadalmi
szintéren zajlé evolicid megvaldsitasara. Ebben a kontextusban az ember
tevékenységével pl. a kemizacid soran, a foldi kdrnyezet minden elemére, és a kdzottiik
fenn allo kapcsolatrendszerre is hatassal van. A kemizacié rohamos fejlodésével pl. 4j
vegylileteket allitott el6 a tarsadalom, melyek ugyan hatékonyan szolgaltdk az ember
rovid tava igényeit, azonban az igy szintetizalt nagy kémiai stabilitasti xenobiotikumok
mar jelentds hatdsuak a biologiai rendszerek és kornyezetiik kozott fennélldo dinamikus
egyensulyban (Bigsby et al., 1999; Colborn et al., 1993). A széles korben elterjedt
perzisztens szerves szennyezO agensek felhasznalasaval az elé szervezetek
homeosztatikus egyensulyi folyamataik eltoldsaval jelentdés rendszerzavarokat
idézhetnek elé. Ebben a vonatkozasban experimentalis kisérleti protokollunkban a HD
vegyiiletek koziil kombinalt CIB alkalmaztuk modell agensekként. Az emlitett agensek
az extracellularis ion milieu médositasdval kozvetlen hatdst valthatnak ki az érintett
sejtekben, szovetekben (2.2 fejezet). Organizmus szintjén azonban a visszacsatolasi
mechanizmusok kdvetkeztében a HD vegyiiletek egy vagy tobb rendszerelem attéten
keresztiil kozvetett hatast okozhatnak, az elsédleges (kozvetlen) hatasok mellett. Ennek
vizsgalatahoz standardizalt in vivo és in vitro vizsgalati modellrendszereket alakitottunk
Ki.

Korabbi vizsgalataink igazoltak, hogy az alkalmazott kombinalt CIB (0,1; 1,0 és 10
png/ts.kg dozisu HCB és TCB 1:1 ardnyu keveréke) hatasai szubtoxikusak voltak,
ugyanis a Wistar patkanyok testtomege, szerveik tomege nem valtozott szignifikdnsan a
kontroll csoporthoz viszonyitva. A madj toxicitdsat jelold enzimek, mint a szérum
glutamat-oxalacetat-transzaminaz (sGOT), a glutamat-piruvat-transzaminaz (sGPT) és a
gamma-glutamil-transzpeptidaz (sGGT) értékek az irodalmi adatok szerinti normal
tartomanyban maradtak. Egyéb malformaciokat sem detektaltunk (Valkusz et al., 2011).
Jelen Osszefliggésekben, a stressz valaszok meginditasdban esszencialis szerepe van a
HPA axis aktivalodasanak, mely erés hipotalamikus kontroll alatt all. A hipotalamusz és
a magasabb limbikus agyi strukturak alatt a parvocellularis neuronok fokozott CRH
release-zel valaszolnak, mely a portalis keringés altal az adenohipofizis anterior
lebenyében talalhaté kortikotrop sejteket POMC expresszidra serkenti, melybdl
posztranszlacios modositasokkal ACTH alakul. Mindezek mellett az AVP is képes
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potencirozni az ACTH release-t V1b receptorok kozremiikodésével (Sarkar et al., 2001;
Bornstein et al., 1999; Lolait et al., 1995). Korabbi tanulmanyainkban mar igazoltuk,
hogy a szubtoxikus dézisu CIB kezelések fokozzak az AVP elvalasztast (Valkusz et al.,
2011). A szubtoxikus CIB kezelések eredményeképpen megvaldsuld proliferativ
hatasokat hisztologiai vizsgalatainkkal jelen munkaban igazoltuk. Az agyalapi mirigy B-
sejt proliferacios aktivitas fokozodasanak indirekt hatterében feltehetéen a fokozddod
AVP és CRH elvalasztas jatszhat esszencidlis szerepet. Eredményeink szerinti ACTH
elvalasztas dozis- és id6fliggé modon szignifikansan emelkedett.

szamos patoldgids folyamaton mehet keresztiil a megemelkedett szabalyozo faktorok
hatasara (pl. adrenokortikalis adenomak megjelenésében). Laws és mtsai. (2009)
igazoltak, hogy klortriazin herbicidek toxikus dézisban alkalmazva aktivaljak az ACTH
dependens kortikoszerton szintézist him Wistar patkanyokban. Az ACTH a mellékvese
kéregallomanyaban 1év6 sejtekre proliferativ hatasokkal is bir (mitogén hatas), Fos (c-
Fos, FosB, Fral, Fra2) és Jun (c-jun, JunB, JunD) transzkripcios faktorok aktivalasaval.
Az aktivalt transzkripcidos faktorok homo-, illetve heterodimerizalodnak, ennek
koszonhetéen AP-1 komplex formalodik, mely kritikus szerepet jatszik a Gi-S fazis
A kornyezetterhelések monitorozasara alkalmas, enzim aktivitasvaltozadson alapuld
modell kidolgozasat valdsitottuk meg a Mg2+'dependens ATPaz vizsgalataval.
Ismeretes, hogy a citoplazmaban 1évo Mg2+ fontos szerepet jatszik a Ca®* triggerelt
exocitdzis mechanizmusaban. E szerep kettds dimenzidban teljesedik ki: eldszor is a
Mg?®*-dependens ATPaz diszkrét energiatranszfer medidtorként potencirozza az
exocitozist, masodsorban az intracellularis Mg®* stabilizalja vezikularis, hormon
tartalmt protein komplexet (Wegenhorst et al., 1989; Torlinksa et al., 2004; Reinhart,
1988).

In vivo és in vitro eredményeinkbdl jol latszik, hogy a HD vegyiiletként viselkedé CIB
enzimmel valo direkt interakciojuk soran fokoztdk a jelen ATPaz aktivitasat. CIB
expoziciot kovetben a Mg* -fliggd ATP4z aktivitasinak szignifikans emelkedését
tapasztaltuk, amely fokozod6 hormon exocitdzisban manifesztalddott.

Szakirodalmi adatokbol ismert, hogy a kortikotrop sejtekben a hormon exocitdzis
spontan elektromos membran jelenségekhez kapcsolhatd (Stojilkovic et al., 2010).
Ebben lényeges szerepe van a Mg?* altal vezérelt Ca®* influxnak, mely a fent emlitett

szignal transzdukcids utvonalakat aktivizalva potencirozza a hormon szekréciot. Az
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aktivalt sejtfelszini receptorok intracellularis kaszkad mechanizmusokat medidlnak,

tobbek kozott G-protein mobilizaciot, valamint ciklikus mononukleotid akkumulaciot.

Az eredmények alapjan megallapitasainkat a célkitiizéseinkben megfogalmazott
kérdések szerint csoportositottuk és konkludalt kovetkeztetéseinket a kovetkezOkben

foglaltuk Ossze.

1. Hipokalémia 4altal eldidézett sejtszintli valtozasok vizsgalataval végzett
kutatdsaink 11j informaciéval szolgalnak. Eredményeink alapjan jol lathat6, hogy
a sejt ¢és  kornyezete  funkciondlis  egységként  determinisztikus
rendszerszabalyokkal jellemezhet6. Igazoltuk, hogy ha a sejt bekeriil egy adott
allapotciklusba abbol nem szabadul, ahhoz adaptalodik. Ezen folyamatok jol
értelmezhetéek a K* megvonas eredményeképpen lezajlé apoptézis, valamint a
hipokalémia altal indukalt hiperpolarizacié rendszerkdzpontl leirasaban. Az ok-
okozati viszonyt mechanizmus szinten jelen dolgozatban azonositottuk,
bemutattuk, 6sszefliggéseiben jelen munkaban eldszor koziiltiik.

Az extracellularis ionmilieu biztositja a kornyezetbdl érkezo jel-, és fenntartd
inputokat, melyek a fent leirt mechanizmusokkal valositjak meg a sejt
alkalmazkodasat, mind normal, egészséges, valamint belsd egyensulyeltolassal
kivaltott transzformalt endokrin funkcidk esetében is.

Irodalmi adatok szerint kiilonb6zd tumorok kornyezetében -az esszencidlis
monovalens kationok vonatkozasdban- jelentds hipoionia detektalhato. A
bemutatott kisérleti protokoll alapjan megallapithatjuk, hogy a hipokalémia altal
indukalt apoptotikus mechanizmus kaszkad a rendszer belsé védelmi funkciojat
képviseli.

A rendszer alkalmazkodasanak kimenete exocitotikus kinetikakkal jellemezhetd.
Alapkutatasaink eredményeivel bemutatott valaszmechanizmusok ¢és a
kialakitott modellrendszer 1) terapids lehetdségek tervezéséhez jelenthet ujszerii
nézdépontot. Az ionhomeosztazis vizsgalata tobbek kozott azért is indokolt, mert
szamos HD vegyiilet jelentds mértékben képes moduldlni a sejtes rendszerek

ionegyensulyat, ezzel jelentds rendszerzavarokat eléidézve.
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A HD vegyiiletek kozé sorolhato CIB fizikai, kémiai €s biologiai tulajdonsagaik,
valamint a tarsadalmi vonatkozasaik kovetkeztében igen széles korben
elterjedtek, igy vizsgalatukra alkalmas standardizalt hatasmodellt alakitottunk ki,
melyben e vegyiiletek expozitor szerepét igazoltuk.

Az extrém alacsony, szubtoxikus dozisi kombinalt CIB kezelések -a
leggyakoribb expozicios utvonalat (taplalékon keresztiili kontaktus) reprezentald
modon- a kémiai stresszorok eredményeképpen felszabaduldé ACTH szintjét in
vivo ¢és in vitro modositottak, kovetkezményesen homeosztatikus
egyensulyeltolédast indukalva. A mechanizmus szintli eredményprezentalas
soran megallapitottuk, hogy az alkalmazott CIB kezelések indirekt és direkt
modon is hatassal vannak a biotikus rendszerekre. Az altalunk bevezetett HD
vegyiilet fogalommal koherensen a CIB HD vegyiiletként is értelmezettek, és
eredményeink szerint a diszkrét energiatranszfert modositjak, azaz szignifikans
moddon zavarjak meg az ionhomeosztazist.

Krénikus, szubtoxikus CIB kezelések eredményeképpen az adenohipofizis
szovettanaban strukturalis valtozasokat valtottak ki, mely e perzisztens szerves

vegyiiletek proliferativ hatdsaval hozhat6 6sszefiiggésbe.
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9. Osszefoglalas

A biologiai rendszerek determinalt kdrnyezeti feltételek mellet képesek miikddni. E
rendszerek a kornyezetiikbol (pl. extracellularis kornyezetiikbdl) a belsé homeosztatikus
halozatok fenntartdsaért inputokat vesznek fel, melyek a rendszer alkalmazkodasi
halozatait indukaljak. Az ¢él6 rendszer és a kornyezete kozott fennallo allando
kolcsonhatas, illetve energia- és anyagaramlas konfidencidlisan értelmezett egyensulya
pl. a neuro-endokrin kommunikacié altal valésul meg. Az emberi tarsadalom
sziikségletei és igényei kielégitése érdekében viszont a kiils6 kornyezeti feltételeket
tudatosan atalakitotta. Ezen tevékenységekbdl fakado kornyezeti feltétel modosulasok
szlikségszerlien megvaltoztatjdk az ¢él6 rendszerek belsé egyensulyi alkalmazkodasi
mintazatait. Az endokrin diszruptor vegyiiletek (EDC) a kemizacid soran létrehozott
olyan xenobiotikumok, amelyek strukturalis rendszerzavart okoznak a neuroendokrin
kommunikaciéo aktivalasaval. Az organizmus szintjén a teljes homeosztatikus
vertikumot érint6 hatasok az anyagcserehalozatok mitkodésén at értelmezettek, igy ezen
hatasokért felel6s vegyiileteket jelen munkaban homeosztatikus diszruptor (HD)
agensként értelmezziik.

A neuro-endokrin rendszer a belsé egyensulyt szamos szteroid tipusu vegytilettel is
modulalhatja. llyenek lehetnek az Gsztrogén tipusu vegyiiletek is, amelyek szerepe a
modern tdrsadalmakban kiemelt jelentdségli, hiszen pl. HD tipusu vegyiiletek
bomlassorozatai soran melléktermékként keletkezhetnek, illetve az antikoncipiens
szerek hatoanyagat is képezhetik. Nemzetkozi kutatasok adataibol megallapithatd, hogy
az Osztrogén ERoa, ERP receptorokon keresztiil stimuldlja a PRL szintézisét és
expresszidjat, ezzel prolaktinomat (PRLoma) is indukalhat endokrin reguldcios zavar
kivéltassal.

A sejt, mely extracellularis kornyezetével egyensulytartasra képes nyilt rendszer, endo-,
¢és exocitotikus mechanizmusait az extracellularis ion milieu-re jellemzden hatarozza
meg. A citozisokat, mint makrodllapotokat jellemzden a dominans mikroallapotok

valdsitjak meg, mint pl. a toltésvandorlasbol fakadé membran polaritasvaltozasok.
Jelen munkaban a célkitlizéseinket két problémakdrbe csoportositottuk:

1. Az extracellularis ionmilieu-ben bekovetkezd hipoionia altal indukalt reguldcios
sejt valaszok szamos élettani folyamatban igen jelentés homeosztatikus egyensuly

eltolodast inicialnak. Az extracellularis ionmilieu (mint kornyezeti feltétel)
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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 PRL és

crer

egyensuly eltolasaval kivaltott transzformalt endokrin funkcidk esetében.

b. Vizsgalatainkban az egészséges, primer monolayer adenohipofizis
sejtkultarak, hipokalémia altal kivaltott sejtszintli alkalmazkodasi

mintazatainak értelmezése és megismerése.

Cc. Tanulményozni kivantuk, hogy az extrém alacsonytdl az fizioldgiai
egyenstlyi koncentracioig valtozo extracelluldris K'-milieu, miképpen
befolyasolja az exocitdzis mechanizmusat adenohipofizis €s prolaktindmas

adenohipofizis sejtkultirdkban.

d. Kiemelt figyelmet forditottunk annak tanulmanyozasara is, hogy a
megvaltozott ~ szabdlyozassal  bird6  transzformalt  sejtpopulaciok
valaszmechanizmusait miként modosithatja a hipokalémiés extracelluléris

kornyezet.

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

szamolni kell, ezért vizsgalatainkban célul tiztiik ki a kovetkezoket:

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

crer

vizsgélatat.
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c. A HD vegyiiletek altal sejtszinten értelmezett, diszkrét energiatranszfer
valtozdsok nyomon kévetését Mg**-dependens ATPaz aktivitasanak

tanulmanyozasaval.

indukalé  hatdsaival morfologiai ¢és  biokémiai  detektildsat az

adenohipofizisben.

A célkitlizésekben megfogalmazottak alapjan el6szor az extracellularis ionmilieu
valtozasaval nyomonkdvetett  hormonkinetikdk  eredményeinek  prezentalasat
valositottuk meg. Megvizsgaltuk az ACTH, mint stresszhormon release kinetikajat
kiilonbozé  extracellularis K*  koncentraciok —fliggvényében, egészséges AdH
sejtpopulaciok esetén. Az id6 fiiggvényében a feliiliszo médium hormonkoncentracioja
szignifikansan csokkent a kontroll csoporttal Osszehasonlitva. Ezt kovetden az
alkalmazott [K"] expoziciok hatasara bekovetkezé hormonelvélasztist tanulmanyoztuk
PRLoma sejtpopulacioban. A stresszhormon elvalasztasaban kezdetben magasabb, majd
az id6 mulasaval a 1,5 és 2,0 mM-0s K* kezelést kovetéen csokkent ACTH szintet
detektaltunk. 1, 0,5 és 0 mM-0s K" kezelést kdvetéen a kontroll csoporthoz viszonyitva
a feliilisz6 médium emelkedett hormonszintjét detekaltunk.

extracellularis ionmilieu hatasara az id6 fiiggvényében a PRL hormonelvalasztas
csokkenését detektaltuk normal AdH esetében, mely a sejtek adaptiv képességével fiigg
0ssze. Az alkalmazkodds a membran hiperpolarizaciojaval allhat kolcsonhatasban,
amely mint inhibitoros potenciadl realizalodik. Hasonlo 0sszefiiggéseket tartunk fel
eredményeként az id6 fiiggvényében PRLoma sejtpopulaciok PRL elvalasztasanal.

A kovetkezokben az egészséges és kezeletlen AdH és prolaktinomas adenohipofizis
sejtkultirak hipokalémias kozeg hatasara bekovetkezé PRL elvalasztasi kinetikajat
hasonlitottuk ossze. Az id6 fiiggvényében (0-90 min) a feliilusz6 médiumban magasabb
hormonszintet detektaltunk, a kontroll csoporttal dsszehasonlitva. Az alkalmazkodas
jelen esetben az apoptdzissal, mint 1) allapotciklus megjelenésével értelmezhetd

(kaszpaz emészté enzimek kovetkeztében felbomldo membran struktarak).
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Megvizsgaltuk a monolayer sejtkultirak anti-apoptotikus Bel-2 protein produkciojat is
normdl ¢és hipokalémias kozegben, mely soran megallapitottuk, hogy a kezelt
sejtkulturak Bcl-2 produkciodja alacsonyabb volt a kontroll csoporttal sszehasonlitva.

A tanulményozott HD 4gensek az extracellularis ionmilieu modositasaval kozvetlen
hatast valthatnak ki az érintett sejtekben, szovetekben, ugyanakkor magasabb
rendszerszinteken (pl. organizmus szintjén) azonban a visszacsatolasi mechanizmusok
kovetkeztében a vegyiiletek kozvetett hatast okozhatnak. A maésodik {6 célkitiizési
témateriiletben a kémiai kornyezetterheld agensek hatasaira bekovetkezd diszkrét
egyensulyeltolodasok vizsgalatat kivantuk megvalositani. Az alkalmazott CIB kezelés
(0,1; 1,0 és 10,0 pg/ ts. kg dozis) a kezelési id6tartam fiiggvényében (0, 30, 60, 90 nap)
mind a szérum, mind a monolayer sejtkultirak ACTH elvalasztasdt modulalta. A
kontroll csoporthoz viszonyitva az alkalmazott szubtoxikus dézisu CIB expoziciok az
ACTH elvalasztasat fokoztdk a kisérleti allatokban. Hasonldan a vizsgalt dozisok a
Mg?*-dependens ATP4z aktivitasat is szignifikansan emelték a kezeletlen csoporttal
Osszehasonlitva. A szovettani vizsgalatok eredményei szerint a 10 pg/ts. kg dozisu
kombindlt CIB expozicios kezelés utan az ACTH specifikus immunreakci6
eredményeképpen, Iényegesen intenzivebb ~ACTH  immunpozitivitds  volt

megfigyelhetd, a kezeletlen, kontroll csoporttal szemben.

Jelen munka konkludalt kovetkeztetéseit a kovetkezOkben foglaltuk dssze.
1. Hipokalémia 4&ltal el6idézett sejtszintli valtozasok vizsgéalataval végzett
kutatdsaink 0j informéacioval szolgalnak.

a. Eredményeink alapjan a kutatasainkhoz jelen munkaban kialakitott
standardizalt in vivo és in vitro vizsgalatokkal jol lathatd, hogy a sejt és
kornyezete funkciondlis egységként determinisztikus rendszerszabalyokkal
jellemezhetd. Igazoltuk, hogy amennyiben a sejt bekeriil egy adott
allapotciklusba abbdl nem szabadul, ahhoz adaptalodik (apoptozis, membran
hiperpolarizacio).

b. Az extracellularis ionmilieu biztositjia a kornyezetbdl érkezo jel-, és
fenntartd inputokat, melyek az altalunk feltart mechanizmusokkal valdsitjak
meg a sejt alkalmazkodéasat, mind normal, egészséges, valamint belsd
egyensulyeltolassal kivaltott transzformalt endokrin funkcidk esetében is.

c. lIrodalmi adatok szerint kiilonb6zé tumorok kornyezetében (az esszencialis

monovalens kationok vonatkozisaban) jelentds hipoionia detektalhato. A
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bemutatott kisérleti protokoll alapjan megallapithatjuk, hogy a hipokalémia
altal indukalt apoptotikus mechanizmus kaszkdd a rendszer belséd
homeosztatikus védelmi funkcidjat képviseli.

d. Alapkutatasaink eredményeivel bemutatott valaszmechanizmusok és a
kialakitott modellrendszer 1j terdpids lehetdségek tervezéséhez jarulhat

hozza.

2. A HD vegyiiletek k6zé sorolhatd CIB fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagaik,
valamint a tdrsadalmi vonatkozéasaik kovetkeztében igen széles korben
elterjedtek, igy vizsgalatukra alkalmas standardizalt hatdsmodellt alakitottunk ki,
melyben e vegyiiletek expozitor szerepét igazoltuk.

a. Az extrém alacsony, szubtoxikus dozist kombinalt CIB kezelések (a
leggyakoribb expoziciés utvonalat /taplalékon keresztiili kontaktus/
reprezentald modon) a kémiai stresszorok hatasara felszabadulo ACTH
szintjét in vivo és in vitro modositottak, amely kovetkezményesen
homeosztatikus egyensulyeltolédast indukélhat.

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

c. A HD vegyiletek a diszkrét energiatranszfert a Mg2+-dependens ATPaz
miikodésének fokozasaval is modositjak.

d. Kronikus, szubtoxikus CIB kezelések eredményeként az adenohipofizis
szOvettanaban strukturalis valtozasokat detektaltunk, amely e perzisztens

szerves vegyiiletek proliferativ hatdsaval hozhato 6sszefliggésbe.
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10.Summary

Biological objects exist in determined environmental condition. These objects take
inputs from their environment to maintain their inner homeostatic balance, which can
induce the system accommodation processes. Persistent interaction evolves among
living creatures and their environment. This connection among the biotic and abiotic
systems can materialize e.g. with the neuro-endocrine communication. Nowadays the
most complex evolutionary scene is the society, in which the human performers to
maintain their existence can modify their environment.

The endocrine disruptor compounds (EDC) are xenobiotics produced by the
chemization. However the society to supply its wants and needs can alter its
environment. These condition alterations can modify the accommodation patterns of
living organisms. Various benzene derivates such as alkylbenzenes and chlorobenzenes
(CIB), however, continue to be used as chemical intermediates, solvents, pesticides in
spite of incomplete knowledge of their chronic toxicity. Several chlorinated benzenes
are known to be porphyrogenic, carcinogenic, mutagenic in animals and humans. In this
context the EDC are homeostatic disruptor (HD) agents.

Steroid hormones, mainly estrogen, are known to modify the neuro-endocrine system. A
rapid increase in the rate of prolactin (PRL) synthesis was detected both in vivo and in
vitro with estradiol treatment. Recent papers have revealed that estrogen may induce
prolactinoma (PRLoma) by stimulating cell signaling mechanisms such as protein
kinase activity, thus potentiating hormone exocytosis.

The cell and its external milieu comprise an operational unit as a persistent and dynamic
contact evolves among the living structure and its environment. The extracellular ion

milieu determines the endo- and exocytosis mechanisms.

Our aims were:

1. We wanted to investigate the cellular mechanisms under hypokalaemic effects,
because the effect of extracellular hypoionic conditions on cellular functions is
intriguing and likely important factor in a number of pathologies.
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To investigate cellular phenomena, we wanted to develop in vitro model
systems, namely primary monolayer adenohypophysis (AdH) and PRLoma
cell cultures and their cellular function were wanted to standardize.

. We intended to investigate response mechanisms in the function of normal,
monolayer, primary AdH cell cultures at low extracellular [K].

We also wanted to investigate the hormone release of PRLoma at different
extracellular K* milieu, ranging from low to normal K* levels.

. We also examined the mechanisms for the extracellular hypokalaemic effects
on hormone exocytosis by the altered regulated, transformed cell

populations.

The environmental pollution by HD agents may have chronic and/or acute

effects on the living organisms.

a. We aimed to develop a standardized in vivo and in vitro research model to

study the subtoxic concentration and the expositor role of CIB.

This paper focus on the central adrenocorticotropic hormone (ACTH) release
in the pituitary by the effects of combined, extremely low-dose, long-term,
pre-standardized CIB treatment.

We wanted to draw attention the effects of subtoxic exposition of CIB on the
Mg?®*-dependent ATPase activity.

. We endeavoured to examine the morphology and structure of AdH tissues by
the effects of combined exposure of CIB treatment.

Differences between the effects of hypokalaemia on normal adenohypophysis cultures

and prolactinoma cell populations were investigated. Significant alteration (p<0.001,

n=10) in hormone exocytosis was detected in K* treated adenohypophyseal and

prolactinoma cell cultures compared to untreated groups. According to our results under

higher, but still hypokalaemic conditions the PRL release was reduced depending on

duration of exposure in AdH. The PRL release was reduced in PRLoma cell populations

compared with the control groups. In these processes the accommodation was played a

key role. The decrease in hormone exocytosis was tightly correlated to the extracellular

K" in both cell types, leading to the conclusion that external K* may be the major factor

for the inhibition of hormone release.
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We next examined the kinetics of ACTH release under different [K*]. The hormone
concentration in the supernatant media was reduced significantly in AdH compared with
control groups. The ACTH release in PRLoma was also presented under different [K*]
exposition. The ACTH release of PRLoma was increased significantly depending upon
the duration of experiment. In the 1.5 and 2.0 mM [K"] manipulated groups the ACTH
secretion was decreased depending upon the duration of exposure. The hormone levels
in the PRLoma group treated with 1.0, 0.5 and 0 mM [K'] were elevated significantly
compared to control groups.

We examined the correlation between the normal and the altered endocrine regulation
modified by hypokalaemia. Under hypokalaemia the ACTH release of PRLoma was
increased significantly, in contrast to control AdH. A similar interaction is depicted in
the PRL release because the PRL content of supernatant media increased significantly
(p<0.001) in PRLoma compared with control AdH. According to our hypothesis the cell
aging machinery may play role in this phenomenon.

The Bcl-2 production was investigated and immunocytochemistry showed that Bcl-2
expression was reduced under hypokalaemic conditions.

We also wanted to investigate the discrete balance alteration by the effects of HD
agents. The applied doses of CIB (0.1, 1.0 and 10.0 pg/ b.w. kg) modified the ACTH
release of serum and the monolayer cell cultures depending on the duration of exposure.
The subtoxic exposure of CIB enhanced significantly the ACTH levels compared with
the control groups. Notable enhancement was observed in the Mg? “dependent ATPase
enzyme activity compared with the control. According to immunohistochemistry, the
pituitary tissue in control groups revealed a normal histological structure. In contrast, in
the CIB treated groups intense immunoreaction was observed for ACTH.

Based on the findings, we grouped our results and conclusions around the topics defined

in the objectives of this research. Our conclusions are summarized:

1. Our investigations on the cellular alterations caused by hypokaleamia are given
new information.

a. The cell and its environment can be characterized by determinative system
roles. Changes in the system structure are mediated by the control and the
regulation. The regulation exerts to conserve the system in its current stage
while the control leads it through the stages of development. The control in

the alteration of extracellular ion milieu forces immediate response
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mechanisms that can be detected in the level of regulation by the
modification of hormone release. Since the extracellular environment is
under persistent fluctuation, thus, the cell has to adapt to it
(hyperpolarization and apoptosis). To investigate these mechanisms in vitro
and in vivo research protocols were made.

b. The extracellular ion milieu ensures the sign and maintaining inputs, which
realize the accommodation of normal and transformed cell populations.

c. According to the literature around the environment of different tumours
hypoionic conditions can be detected related to essential monovalent cations.
In our research protocol it is postulated that the induced apoptosis by
hypokaleamia deputizes the system’s defensive function.

d. Our preliminary studies may give possibilities to design therapeutic

protocols to treat diseases and cancers that that affect endocrine tissues.

2. The CIB are HD agents however, continue to be used as chemical intermediates,
solvents, and pesticides in spite of incomplete knowledge of their chronic
toxicity, thus in vivo and in vitro model systems were developed and
standardized for the investigation of these agents.

a. The extreme low, subtoxic dose of CIB, as chemical stressors modified the
ACTH release in vivo and in vitro via the simulation of the most common
exposition pathway (food chain).

b. Our results showed that the applied doses of CIB have direct and indirect
effect on the biological systems.

c. The HD agents altered the discrete energy transfer via the modification of
Mg®*-dependent ATPase activity.

d. The chronic and subtoxic doses of CIB treatments structural alterations were
detected in the histology of AdH, which were caused by the proliferative

manner of these persistent organic compounds.
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