AZ ENDOKRIN DISZRUPTOR HATASOK VIZSGALATA NEUROENDOKRIN
RENDSZEREKBEN, IN VIVO ES IN VITRO

dr. Sepp Krisztian

Ph.D. értekezés tézisei

Temavezeto: Dr. Valkusz Zsuzsanna, Ph.D.

Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem

2019



A téziseket megalapozd publikéaciok
2.1. 3,

l. K. Sepp, M. Nagy oh., E. Csajbok, S. Magony, Zs. Valkusz, T. Wittmann: Incidence of
second primary tumors in patients with differentiated thyroid carcinoma. / Masodik primer
tumor el6fordulasa differencidlt pajzsmirigy karcindmas betegekben. Magyar belorvosi
Archivum 66. évf. 2: 87-93. (2013)

I. K. Sepp, A. Serester, Zs. Molnar, M. Radacs, Zs. Valkusz, M. Galfi: Environmental
effect on thyroid dysfunction. In: Tiinde, Alapi; Istvan, Ilisz (szerk.) Proceedings of the 24th
International Symposium on Analytical and Environmental Problems. Szeged, Magyarorszag:
Szegedi Tudomanyegyetem, pp. 397-401. 5 p. (2018)

2.1.b,

II. K. Sepp, A. Laszlo; M. Radacs; A. Serester; Zs. Valkusz; M. Galfi; Zs. Molnar: The
Hormone Exocytosis in Prolactinoma and Normal Adenohypophysis Cell Cultures by the
Effects of Hypocalcaemia. Cell and developmental biology 6: 1 paper: 1000182, 7 p. (2017)

2.2.a,

V. Zs. Molnar; R. Palfoldi; A. Laszlo; M. Radacs; K. Sepp; P. Hausinger; L. Tiszlavicz;
Zs. Valkusz; M. Galfi: Effects of chronic and subtoxic chlorobenzenes on adrenocorticotrophic
hormone release. Journal of Environmental Sciences 34 pp. 165-170. 6 p. (2015)

(1. Sepp, K; Laszlo, A; Radacs, M; Serester, A; Valkusz, Z; Galfi, M; Molnar, Z: The
Hormone Exocytosis in Prolactinoma and Normal Adenohypophysis Cell Cultures by the
Effects of Hypocalcaemia. Cell and Developmental Biology 6: 1 Paper: 1000182, 7 p. (2017)

V. Sepp K, Laszlo AM, Molnar Z, Serester A, Alapi T, Galfi M, Valkusz Z, Radacs M:
The Role of Uron and Chlorobenzene Derivatives, as Potential Endocrine Disrupting
Compounds, in the Secretion of ACTH and PRL. International Journal of Endocrinology 2018
Paper: 7493418. (2018)

VI. K. Sepp; Zs. Molnar; A.M. Laszl6; T. Alapi; L. Toth; A. Serester; Zs. Valkusz; M.
Radacs: Study of the Potential Endocrine-Disrupting Effects of Phenylurea Compounds on
Neurohypophysis Cells In Vitro. International Journal of Endocrinology 2019 Paper: 1546131,
9 p. (2019)

2.2.b,

VIlI.  AM. Laszlo; M. Ladanyi; K. Boda; J. Csicsman; F. Bari; A. Serester; Z. Molnar; K.
Sepp; M. Galfi; M. Radacs: Effects of extremely low frequency electromagnetic fields on
turkeys. Poultry Science 97: 2 pp. 634-642. 9 p. (2018)



Roviditések jegyzéke:

A: adrenalin EMF: elektromagneses tér

ACTH: adrenokortikotrop hormon ETA: European Thyroid Association
(Eurdpai Pajzsmirigy Tarsasag)
AdH: adenohypophysis
HA: hisztamin
anti-TG: anti-thyreoglobulin antitest
5-HT: szerotonin
anti-TPO: anti-thyreoidea peroxidaz
antitest LIA: luminescens immunoassay

AVP: 8-arginin vazopresszin mCIB: klorbenzol mix
(hexaklorbenzol+1,2,4-triklorbenzol=1:1)
ATA: American Thyroid Association

(Amerikai Pajzsmirigy Tarsasag) MU: monuron
ATP-4z: adenozin-trifoszfataz enzim NA: noradrenalin

B: kortikoszteron NH: neurohypophysis
cAMP: 3°-5’-ciklikus- adenozin- OT: oxitocin
monofoszfat PU: fenuron

CIB: klorbenzol PRL: prolaktin

dCIB: 1,4-diklorbenzol PRLOMA: prolaktinomas

DA: dopamin adenohypophysis

DU: diuron RIA: radioimmonoassay

ED: endokrin diszruptorok TSH: thyreoidea-stimulalé hormon
EDC: endokrin diszruptor vegyiiletek tts. kg: testsuly kilogramm

ELF-EMF: extrém alacsony frekvenciaju
¢s dozisu elektromagneses tér



Endokrin diszruptor hatasok vizsgalata neuroendokrin rendszerekben in vivo és in vitro

A kornyezeti terhelések (fizikai, kémiai, biologiai) hatasai zavarjak a huméan homeosztatikus
pszicho-neuroendokrin-immun mechanizmusokat. A kivaltott hatasok ¢és hatdtényezdik
szerepének tisztazdsa a 21. szazadra akut feladattd valt. Jelen munkdban célként a kémiai
(aromas/halogénezett szénhidrogének) és fizikai (extrém alacsony frekvencidju és dozisu
elektromagneses tér: ELF-EMF) kornyezet-terhelések hatasainak vizsgalatait, azok endokrin
diszruptor (ED) szerepének meghatarozasat jeloltiik meg. Tovabba vizsgaltuk a nevezett
hatétényezOk szerepét a sejt- és egyedszintii expozicidkban, a kivaltott mechanizmusok
tisztazasanak érdekében. Kiilonosen fontosnak tartottuk a kozvetett €s kozvetlen hatasok
kapcsolatainak  tanulmanyozasdt az endokrin  szabdlyozasi zavarokhoz  kothetd
sejttranszformacios eseményekben.

Munkank soran in vivo (Wistar patkanyok klorbenzol kezelései gyomorszondan at; Wistar 9
patkanyok kezelése subcutan dsztrogén implantacioval; pulykak ELF-EMF kezelése) és in vitro
(neurohypophysis, adenohypophysis egyrétegii sejtkulttira) expoziciés modelleket alakitottunk
ki és standardizaltunk altalanos viabilitasi és/vagy specifikus funkcionalis attraktorok
(mechanizmus ciklusok) szerint.

A vizsgélt kémiai hatotényezok: klorbenzol mix (mCIB): hexaklorbenzol: 1,2,4-
triklorbenzol=1:1; 1,4-diklorbenzol (dCIB); fenuron (PU), monuron (MU) valamint diuron
(DU) voltak. Ezek ED hatasait vizsgaltuk dozis és id6fliggésben. Megallapitottuk, hogy az
emlitett agensek ED hatasiak az OT, AVP, ACTH és PRL release vonatkozasaban.
Kutatasainkkal meghataroztuk tovabba a vizsgalt kémiai expoziciokban a dCIB-ra
vonatkoztatott Humantoxicitasi Potencial (HTP) értékeket. Igazoltuk, hogy az ELF-EMF
sejtszintti ED hatast fejt ki, a szabalyozasi mechanizmusokban érintett sejtmembran receptorok
(G-proteinek) funkcidinak modositasa révén. ED-hatds szimuladlasaval, pozitiv feed-back
endokrin szabalyozéasi zavart hoztunk létre ¢és ezzel prolaktinomas adenohypophysis
(PRLOMA) modellt alakitottunk ki. Kisérletesen igazoltuk, hogy az igy transzformalt
adenohypophysis funkcionalis zavarasa ED agensekkel a normal adenohypophysis sejtekhez
viszonyitva sokszor kompenzalhatatlan eseménysorozatot indit el. In vitro Kkutatasi
eredményeink alapjan az orvosi gyakorlatban Kimutatott pajzsmirigy sejttranszformacios
zavarok hétterében is vizsgaltuk ezutédn az ED hatéasok szerepét. Osszefliggést tapasztaltunk az
ED expoziciok, az anti-TG és anti-TPO markerelt pajzsmirigy malignus tumorok kozott.
Kutatasi eredményeink szerint ED tényezOnek tekintheté a mCIB, a PU, MU, DU és az ELF-
EMF. Tovabb4a bizonyitottuk, hogy kronikus endokrin szabdlyozasi zavarral
sejttranszformaciot idézhetiink eld, amelynek célsejtjei eltéréen viselkednek regulaciojukban
az egészséges sejtekhez képest. Kapcsolatot talaltunk a valos pajzsmirigy sejttranszformaciok
(malignus tumorok) és az anti-TG, anti-TPO markerek jelenlétében igazolt malignitas, valamint
az ED tényezok anamnesztikus jelenléte kozott.



1. Bevezetés

Azon tényezdket, amelyek az endokrinium zavarasat keltik, endokrin diszruptoroknak (ED)
nevezziik. [lyen ED tényezdk lehetnek a kdrnyezeti terhelések: a talaj, levegd, viz, élelmiszerek,
stb. Az ED hataselemzések soran vizsgaljuk azok hato-idejét, -mennyiségét, kumulativ
kockazatat a szocialis, gazdasagi, foldrajzi, foglalkozasi, genetikai és egészségiigyi faktorok
vonatkozéaséban.

A sejtszintli ED hatasok szerteagazoak, pl. a specifikus receptor és hormon kapcsolodasanak
fiziologiai alapjait, mint kiilsé kornyezeti tényez6(k) zavarjak. A nevezett zavard hatdsokat
tipizalva, a kovetkez6 mechanizmus utakat kiilonithetjiik el, mint az ED hatdsok medidldsaban
szerepet jatszo tényezoket:

- az ED agens kapcsolodhat a receptorhoz, ami zavarja a normal szignal transzdukciot
(pl. térben, iddben), ezaltal atipusos valaszreakciot valt ki. Hasonld eredményeket
okozhat az elektromagneses tér (EMF), mint hatotényez6 is.

- a hatotényezOk (kemikalia, EMF) a receptorral kooperalva aktivitdst nem valtanak ki,
viszont gatoljak a fiziologias hormonkapcsolodast, ami kdvetkezményesen a regulalt
endokrin vélaszt akadalyozza;

- a transzportfehérjék funkcidjat (ED, EMF hatédsokkal) zavarva a specifikus hormonok
transzportjat modositjak.

- a hormonszintézis enzimkészletét - strukturalisan és funkcionalisan - zavarhatjak az ED
tényezok (pl. specifikus hormonok kotddését és/vagy biokémiai atalakitasat).

- az ED hatasok megzavarhatjak a hormonok specifikus receptorainak expresszalodasat.

A vazolt mechanizmusok koroki szerepet jatszhatnak az obesitas, diabetes mellitus,
cardiovascularis betegségek, a férfi és ndi reprodukcios eltérések, a hormonérzékeny daganatok
(nék: emld, ovarium, endometrium; férfiak: prostata), pajzsmirigy betegségek, idegrendszeri
fejlodési eltérések kialakuldsaban, valamint még nem tisztazott egyéb ED hatéasként.

2. Célkitiizés

Az endokrin rendszer zavarasa, amely valojaban a pszicho-neuro-endokrin-immunrendszer
komplex egységét érinti, sok betegség kialakulasaban jatszhat szerepet. Igy a tarsadalom altal
biztositott életterekben a megvaltozott kdrnyezeti feltételek tanulmanyozésa és az adott
expoziciokra kovetkezményesen megjelend egészségiigyi problémak kozotti dsszefliggések
feltdarasa  hozzésegithet benniinket bizonyos szisztémas betegségek  korokainak,
patomechanizmusainak feltarasahoz, amelyek a preventiv megoldasok kialakitasat is
sugalmazhatjak.

2.1.

Az utobbi fél évszazad endokrinologiai betegségeinél igen nagy gyakorisaggal jelentek meg
azok a sejttranszformacioés zavarok, amelyek az endokrin mirigyekben, kiilondsen a
pajzsmirigyben és a hypophysisben okoztak funkciondlis eltéréseket. A pajzsmirigy ¢és



hypophysis sejtszaporulataval jar6 betegségek esetén tehat, jelentds egészségiigyi €s terapias
kérdés, hogy a koroki tényezdkkel dsszefiiggésben is érdemes-e vizsgalni ebbdl a szempontbdl
a benignus és malignus hypophysis és pajzsmirigy betegségeket.

a, - Jelen munkaban egyik f6 kérdéskoriink volt, hogy lehet-e ED kivaltotta ok a pajzsmirigy
szOvet transzformacios zavarai, folyamatai? Ehhez a betegség felismerése, diagnosztikai
tipizalasa, és az anamnesztikus kapcsolatok feltarasa valt sziikségessé.

b, - Az ED hatasok endokrin szabalyozasi zavarokat generalva eldidézhetnek-e hypophysis
sejttranszformacids zavart?

2.2.

A neuroendokrin szabalyozdsban szerepet jatszo aktiv hormonok exocitotikus uton torténd
véraramba jutasa alapvetd feltétele az egészséges homeosztdzis fenntartasanak, amelynek
zavara jelentds koroki tényezo.

Felmeriil a kérdés, hogy az adenohypophysisben és annak sejttranszformacios zavaraban a
hormonelvalasztasok ED hatasokra megvaltoznak-e? Amennyiben ED hatdsokat detektalunk,
azok milyen neuroendokrin betegségekben jatszhatnak szerepet? Kornyezet-egészségligyi
szempontbdl jelentds lehet-e, a patomechanizmusok ilyen jellegli ok-okozati tényezdinek
feltarasa?

a, - Az agrariumban alkalmazott uron (fenuron: PU), és halogénezett szénhidrogén
/klérbenzolok (CIB); monuron: MU, diuron: DU/ vegyiiletek szerepének tisztazasa ED hatasok
szempontjabol keriilt vizsgalataink fokuszaba. Az emlitett vegyiiletek folyamatos kornyezeti
expoziciot képviselnek, melyek nemcsak az ipari - és agrartevékenységek, hanem a taplaléklanc
terhelés révén is fontos kdrnyezet-egészségiigyi szerepiiek lehetnek, amennyiben érinthetik pl.
az adrenokortikotrop hormon (ACTH), prolaktin (PRL), oxitocin (OT), 8- arginin vazopresszin
(AVP) release funkciokat.

b, - Az EMF sejtmembrant érint6 hatasaiban az ED hat6tényez6ként valo EMF szerep kutatasat
a membran-receptorokon kifejtett hatas alapjan kivantuk vizsgalni. Kérdéses volt szamunkra,
hogy a neuroendokrin szabalyozasban jelent6s monoamin-receptorok funkcioit képes-e az EMF
modositani? Ezaltal az adott receptor-funkciohoz kapcsolt hormon-elvalasztasi regulacios kort
(attraktor) vizsgalva uj kutatasi modell kialakitasat is céloztuk.



3. Mddszerek
A, Human vizsgalatok
Betegcsoportok kivalasztasa

Pajzsmirigy carcinoma vizsgalatot 341 betegen végeztiink, ebbdl 78% né /atlagéletkor: 58 év
(20-87 év)/és 22% férfi /atlagéletkor: 56 év (26-89 év)/ volt. A hisztologiai leletek szerint a
pajzsmirigy carcinomak 188 papillaris (55%; @, & esetén is: 56 év); 58 follikularis (17%; 9
esetén: 62 év, & esetén: 69 év ); 35 papillo-follikularis (10%); 27 medullaris (8%; Q@ esetén: 54
év, & esetén: 52 év); 18 ismeretlen szdvettani besorolast (5%); 9 Hiirthle sejtes (3%); 6
anaplasztikus (2%; Q@ esetén: 74 év, & esetén: 64 év) megoszlast mutattak. A nevezett
pajzsmirigy carcinomak besorolasat az Europai Pajzsmirigy Tarsasag (ETA) és az Amerikai
Pajzsmirigy Tarsasag (ATA) ajanlasa szerint tettiik meg. Az ED experimentalis kisérletek
eredményei ismeretében a fentiekbdl bevontunk 35 pacienst (pilot study-ként), akiknél a
thyreoidea-stimulald6 hormon (TSH) érték mellett az anti-thyreoidea peroxidaz antitest (anti-
TPO) és/vagy anti-thyreoglobulin antitest (anti-TG) faktorok adatai is rendelkezésre alltak. A
vizsgalati protokollt itt kiegészitettiik a kornyezeti ED expoziciok (foglalkozasi, munkahelyi,
lakokornyezeti, elektromos késziilékek lakason beliili és kiviili, mtianyagok ¢és egyéb kémiai
agensek —agrariumbol iparbol, hdztartasi, stb.- hatasokat illetden) feltarasaval.

A hormonlaboratériumi mérésekben az anti-TPO-nal poliklonalis antitest tesztet (Elecsys Anti-
TPO assay), az anti-TG esetén monoklonalis antitest tesztet (Elecsys Anti-Tg assay), a TSH-
nal monoklonalis antitest tesztet (Elecsys TSH assay) alkalmaztunk, az
electrochemiluminescens immunoassay mérési eljarasokhoz. Az eredmények statisztikai
elemzésekor SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA, version 22.0) és Statisztikai szoftvert
(Statistica 9.0, Statsoft, Tulsa, OK) hasznaltunk.

B, In vitro és in vivo kisérleti médszerek

l. Kisérleti modellek:

1. Adenohypophysis (AdH) és prolaktinomas adenohypophysis (PRLOMA) vizsgdlatok

Leletezett Wistar @ patkanyok (Charles River, Isaszeg, Magyarorszag, testsuly: 120-2509)
keriiltek felhasznalasra az AdH és prolaktinomas adenohypophysis sejtkultura modellek
eloallitasahoz. Az allatok az Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE) allattartasi protokolljanak
megfelelden voltak kezelve és tartva a kutatas sordn (55-65% légtéri nedvességtartalom mellett,
2242°C homérséklet és 12 oras sotét/vilagos periddusokban), vizsgalati csoportonként 10 allat.
Standard pellet taplalékon és vizellatason (kontroll és kezelt csoportokban) tartottuk az
allatokat.

2. Adenohypohysis (AdH) sejtkultira

Pentobarbital anesztéziat kovetden (4,5 mg/testsuly kilogramm (tts. kg) Nembutal, Abbott,
USA) az allatokat (Wistar @) dekapitaltuk és preparaldo mikroszkop alatt, sterilen eltavolitottuk



az AdH-eket. A primer monolayer sejtkulturakhoz a disszocialtatast enzimatikusan (trypsin: 0,2
% /Sigma, Germany/, t: 30 min; collagenase /Sigma, Germany/: 30 pg/ml, t: 40 min; dispase
/Sigma, Germany/: 50 pg/ml, t: 40 min foszfait /PBS-A/ pufferben;, T: 37°C-on) és
mechanikusan (nylon blutex filter: @: 83 és 48 um) végeztiik. A sejtszuszpenziok viabilitasat
Trypan-kék teszttel ellendriztiik, majd a magas viabilitasu (>95%) sejtszuszpenziét 2x10°
sejt/cm® koncentracioban 5% kollagénnel feliiletkezelt 24 lyukt tenyésztd edényekbe /Nunc.,
Germany/ tettiik, DMEM (Dulbecco's Modified Essential Medium /DMEM/ + 20% Fetal Calf
Serum /FCS/ + antibiotikum /Penicillin+Streptomycin (PenStrep): 1,0 ug/ml/) tapoldatban. A
kultarékat T: 37 °C-on, CO2 termosztatban (95% levegd és 5% COg) tartottuk és 3 naponta
mostuk. Az AdH tenyészeteket funkciondlisan is standardizaltuk, a feliilisz6 médiumbol
torténd PRL és ACTH (luminescens immunoassay (LIA) és radioimmonoassay (RIA)
metodikak) meghatarozasaval, alap hormoniiritési kinetika kovetésével, valamint kis6zéasos
kovetéssel.

3. Prolaktinomas AdH és sejtkultira (PRLOMA) kialakitasa

A prolaktinomas AdH indukalasa 6 hoénapon at hetente Szubkutan Osztron-acetat (CAS
bejegyzési szam: 901-93-9, Sigma, Germany; 150 ug/tts. kg/hét) beiiltetéssel tortént.
Pentobarbital anesztézidt kovetden (4,5 mg/tts. kg Nembutal, Abbott, USA) az &llatokat
dekapitaltuk és preparaldé mikroszkop alatt, sterilen eltavolitottuk az AdH-eket. A primer
monolayer sejtkulturakhoz a disszocialtatast enzimatikusan (trypsin: 0,2 % /Sigma, Germany/,
t: 30 min; collagenase /Sigma, Germany/: 30 pug/ml, t: 40 min; dispase /Sigma, Germany/: 50
ug/ml, t: 40 min foszfat /PBS-A/ pufferben; T: 37°C-on) és mechanikusan (nylon blutex filter:
@: 83 és 48 um) végeztiik. A sejtszuszpenziok viabilitasat Trypan-kék teszttel ellendriztiik,
majd a magas viabilitasi (>95%) sejtszuszpenziot 2x10° sejt/cm® koncentracioban 5%
kollagénnel feliiletkezelt 24 lyukt tenyészté edényekbe /Nunc., Germany/ tettiik, DMEM
(Dulbecco's Modified Essential Medium /DMEM/ + 20% Fetal Calf Serum /FCS/ +
antibiotikum /Penicillin+Streptomycin (PenStrep): 1,0 ug/ml/) tapoldatban. A kultarakat T:
37 °C-on, CO2 termosztatban (95% levegd és 5% CO») tartottuk és 3 naponta mostuk. A
PRLOMA tenyészeteket funkcionalisan is standardizaltuk, a feliiliszé médiumbol térténé PRL
¢s ACTH (LIA és RIA metodikak) meghatarozasaval, alap hormoniiritési kinetika kovetésével,
valamint kis6zasos kdvetéssel.

4. Neurohypophysis (NH) sejtkultura modell

A 3.B.1.1. és 3.B.1.2. pontban leirt médon leletezett, tartott és dekapitalt, him Wistar patkdnyok
neurohypophysisébdl steril koriilmények kdzott enzimatikus (0,2% trypsin /Sigma, Germany/
PBS B-ben ¢és 0,05% collagenase /Sigma, Germany/), majd mechanikus (nylon blutex filteren
: 100, 80, 48 um) disszocialtatas utan tortént, az ellendrzott viabilitast NH sejtek (2x10°/ml
koncentracioban) kiiiltetése az 5% kollagénnel feliiletkezelt tenyésztd edényekbe /DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma, Germany) + 20% FCS (Fetal Calf Serum -
Gibco, USA) + 0,1 pg/ml PenStrep (Sigma, Germany) szupplementalt tipoldatban/. A
kultarakat 37 °C-on, 5% CO. tenzion tartottuk €s 3 naponként mostuk friss szupplementalt
DMEM-mel. A kulturékat funkcionalisan immunhisztokémiai eljarassal standardizaltuk OT és
AVP tartalom és release szerint (RIA eljaréassal).



1. ED kezelések

5. Az extracellularis ionmilieu valtozdasainak vizsgdlati protokollja AdH és PRLOMA
sejtkulturdkon

A standardizalt AdH és PRLOMA kulturédkat Tyrode médiumban kondicionéltuk, majd a
hypocalcémias kisérletekhez ([Ca2+]: 0; 0,5; 1,0; 1,5 mM; n=12 csoportonként és 10 fliggetlen
esetben ismételve) idokinetikai vizsgalatokat végeztiink a 10, 20, 30, 60 és 90. percben az
extracellularis feliiliszé médiumbol tortént mintavételekkel. Ezekbdl LIA €s RIA metodikakkal
ACTH-t és PRL-t hataroztunk meg. A hormont kibocsajté sejtek fehérjetartalmat modositott
Lowry modszerrel és Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA) alkalmazasaval mértiik. A statisztikai analizishez SAS (Version 9.3 SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) programcsomagot hasznaltunk.

6. ED hatasok vizsgalata AdH és PRLOMA sejtkultiura modelleken

A 3.B.1.2. és 3.B.1.3. pontokban leirtak szerint kialakitott AdH és PRLOMA sejtkulturak
funkciondlis és viabilitdsi standardizalasa utan ED hatdsokat uron szarmazékokkal (PU
[10© M], MU [10® M], DU [10® M]) és CIB-kal valtottunk ki (dCIB: [0,1 ng/ml] és mCIB [0,1
ng/ml]). Az ACTH hormonelvalasztas szabalyozott allapotciklusit AVP [10° M] és
kortikoszteron (B, [ 1pug/ml]) 6nallo és kombinalt alkalmazaséaval allitottuk be. Az ED agenseket
onmagukban és AVP jelenlétében adtuk a kisérleti rendszerhez, amelybdl 60 perces kezelések
utan feliilisz6 médium mintdkat vettiink. Ezekb6l ACTH és PRL meghatarozast végeztiink LIA
¢s RIA eljarasokkal. A hormont kibocsajto sejtek fehérjetartalmat modositott Lowry mdodszerrel
¢és Pierce BCA Protein Assay Kit—tel (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA)
detektaltuk. A Mg?*-fliggé adenozin-trifoszfat (ATP)-4z aktivitast modositott Martin és Dotty
modszerével hataroztuk meg. A statisztikai analizishez SAS (Version 9.3 SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) programcsomagot hasznaltunk.

1. Invivo Wistar patkanyok ED dagensekkel valo kezelése

In vivo Wistar him patkanyok mCIB kezelését (d6zisok: 0,1; 1,0; és 10 pg/tts. kg, n=10/csoport;
kezelési iddtartamok: 0 nap kontroll, kezelés: 30, 60, 90 nap) gyomorszonda segitségével
végeztik el, max. 1 ml végtérfogatban. A kontroll rendszernél az abszolit kontrolloknél
semmilyen kezelést nem alkalmaztunk, a stressz-kontrolloknal iires gyomorszonda alkalmazasa
tortént, a negativ kontrolloknal 1 ml végtérfogata ivoviz keriilt beadésra, a pozitiv kontrolloknal
a CIB oldoszere (0,015 % etanol/desztillalt viz) keriilt azonos térfogatban bejuttatasra. A
kisérleti protokoll idésavjaiban vett szérum mintakbol ACTH-t hataroztunk meg (Immulite
2000 ACTH test kit, Siemens Healthcare Diagnostic, Deerfield, IL, USA); majd az 3.B.1.2.
szerint AdH sejtkultiira modelleket készitettiink, és azoknal is kovettilk az ACTH elvalasztast.
A kontroll csoportok eredményei kozott nem észleltiink szignifikans eltérést az ACTH mért
értékeinek elemzésekor, igy eredményeinknél csak az abszolit kontroll adatait tiintettiik fel. A
statisztikai analizishez IBM SPSS Statistics, Version 21 programcsomagot hasznaltunk.
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8. ED hatdsok vizsgalata NH kulturakon

A standardizalt, monolayer NH sejttenyészeteket (3.B.1.4.) in vitro kezeltik 10° M
koncentracioban fenuron (PU, CAS bejegyzési szam: 101-42-8), diuron (DU, CAS bejegyzési
szam: 330-54-1) és monuron (MU, CAS bejegyzési szam: 150-68-5) Sigma, Germany)
agensekkel, mint ED tényezokkel. Az eldzetesen standardizalt monoamin receptorkapcsolt OT
és AVP exocitozisok allapotciklusait alkalmaztuk kisérleti modellként. Ehhez 10° M
koncentracioban adrenalin (A), noradrenalin (NA), szerotonin (5-HT), hisztamin (HA),
dopamin (DA) (Sigma, Germany) monoaminokat hasznaltunk. A kombinalt monoamin + ED
hatas kovetéséhez a kovetkezo kisérleti elrendezéseket alakitottuk Ki: 1. A+PU, NA+PU, 5-
HT+PU, HA+PU, DA+PU; 2. A+MU, NA+MU, 5-HT+MU, HA+MU, DA+MU; 3. A+DU,
NA+DU, 5-HT+DU, HA+DU, DA+DU; melyekben azonos dézisban (10° M) keriiltek a
monoaminok és az ureaherbicidek felhaszndldsra. A kisérleti kezelések utan a feliiluszo
médiumokbol mintakat vettiink. Ezekb6l OT és AVP meghatarozast végeztiink LIA és RIA
eljarasokkal. A hormont kibocsajtd sejtek fehérjetartalmat modositott Lowry modszerrel és
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) hasznalataval
detektaltuk. A statisztikai analizishez SAS (Version 9.3 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
programcsomagot hasznaltunk.

9. Az extrém alacsony frekvencidju és dozisu elektromdagneses tér (ELF-EMF) ED
hatasvizsgalata in vivo expozicioval

Pulyka- (Meleagris gallopavo) modellt alakitottunk ki, melyben az ELF-EMF in vivo
expozicios hatasok monitorozasara magvas vorosvérsejtjeiket (vvs) alkalmaztuk. A pulykak
allatorvosi ellendrzése, leletezése, tartasa az SZTE allatvédelmi kovetelményeinek megfeleléen
tortént. A Kisérleti rendszer kialakitasakor a néstény pulykakbdl csoportokat képeztiink a
kezelési sémaknak megfelel6en (abszolut kontroll /semmi beavatkozast nem kapnak/, negativ
kontroll /megtorténik a kezelési poziciok végigvitele/, pozitiv kontroll /kezelési protokoll
végigvitele bekapcsolt, de 0 allapott expozicioban/, és a kezelt (kezelési protokoll szerint v=50
Hz, B=10 uT intermittdlo ELF-EMF kezelés, naponta haromszor /8 6ranként/ 20 percig, 3 héten
at, majd 5 héten at kezelés mentesen). A kezelési protokollnak megfeleléen a Klavikularis
vénakbol vett vérmintdkbol vvs szeparalds tortént, majd standardizalt sejtszdm mellett a béta-
adrenerg receptor funkcidkat kovettiik a NA aktivalt (antagonista: propranolol jelenlétében is)
intracellularis 3’-5’-ciklikus-adenozin-monofoszfat (CAMP) tartalom (Amersham cAMP
Biotrak EIA system, GE Healthcare) meghatarozasaval. A kezelt és a kezeletlen csoportokbol
szarmazé adatok feldolgozasa SAS (Version 9.3 SAS Institute Inc. Cary, NC, USA)
programcsomaggal tortént.
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4. Eredmények

Az 2.1.a. célmegjeldlés szerint vizsgaltuk, hogy az ED hatas koroki tényezé lehet-e pajzsmirigy
szoveti transzformacios folyamatoknal? A 341 pajzsmirigy tumoros beteg diagnosztizalasa
sordn az amerikai és eurdpai diagnosztikai ajanladsok és mindsitések szerint keriiltek besorolasra
az adott pajzsmirigy transzformacios zavarok. Az altalunk tovabbvizsgalt betegcsoport
kivalasztasanal (35 beteg) a diagnézis felallitasakor meghatarozott TSH, anti-TG és/vagy anti-
TPO paraméterek ismerete volt meghatarozo. A pajzsmirigy autoimmun eredményei 10 beteg
esetén mutattak szignifikans emelkedést ¢s ezek koherens kapcsolatban voltak az ED
hatasokkal. Igy Gsszefiiggés mutatkozott a pajzsmirigy tumor malignitisa és ezen biokémiai
markerek emelkedettsége, valamint az ED hatasok megléte kozott.

A 2.1b. célmegfogalmazas vizsgalataban azt tanulmanyoztuk, hogy hypophysealis szintii
endokrin regulacios zavart hormon-mimetikus ED hatasokkal indukalhatunk-e? Amennyiben
igen, akkor ez sejttranszformacids zavart gerjeszthet-e? Osztradiol vegyiilettel, Wistar (Q)
patkanyok in vivo kronikus kezelésével benignus adenohypophysis sejttranszformacios zavart
indukaltunk, prolaktinomas adenohypophysis (PRLOMA) formaban. Ezekbd] viabilitasra, és
funkcionalitasra (aspecifikus, specifikus) standardizalt monolayer sejtkultirakat, mint in vitro
modelleket allitottunk ¢l6. Az egészséges patkany AdH PRL hormonelvalasztasahoz
viszonyitottan a PRLOMA PRL release szignifikansan megemelkedett. Az ACTH elvalasztas
az AVP altal aktivalt szabdlyozasi korben szintén erételjesen fokozodott a PRLOMA
kultardkban az AdH tenyészetek hasonld kezelési mintaihoz képest. A hormontermeld sejtek
differencialt és generalis sejtfunkcidja a homeosztazis altal fenntartott extracellularis ionmilieu
szabalyozottsaga mellett biztositott. Az extracellularis tér hypoioniaja, konkrétan a
hypokalcémia a normal AdH és PRLOMA sejtek miikodésében egyértelmiien valtozasokat
mutatott. Az idében kovetett ACTH és PRL release kinetikak AdH tenyészeteknél karbantartott
karakterisztikat prezentaltak a fiziologias szinthez kozelebbi hypokalcémidkban. Viszont a
PRLOMA esetén az ACTH ¢és a PRL elvélasztasi kinetikak lefutasa erdsen divergdlo és
szignifikdnsan eltérd volt a kontrolltél és az AdH mintdzatoktol.

A 2.2. a, célkitlizési pont vizsgalata soran az agrariumban alkalmazott fenilurea (PU) és tovabbi
halogénezett szénhidrogén (dCIB, mCIB, MU, DU) vegyiiletek ED szerepét kivantuk tisztazni
sejtkultira (NH, AdH és PRLOMA) modelljeinkkel a hormonrelease funkciok (OT, AVP,
ACTH, PRL) kovetésével. Eredményeink szerint az AdH modellek AVP altal aktivalt ACTH
kibocsajtasat szignifikdnsan megvaltoztattdk az uronok és a CIB szdrmazékok. PRLOMA
esetén ugyanezen szabalyozasi kor alaprelease, aktivalt és gatolt elvalasztasi paraméterei is
megvaltoztak. Az AdH modell PRL alaprelease értékelhetd modosuldst nem mutatott az uron
¢és CIB szdrmazékok jelenlétében; azonban szignifikans eltérést valtottak ki ugyanezen dgensek
a PRLOMA PRL elvalasztasaban.

A NH sejtkultira modellek esetén az OT és VP elvalasztds szabalyozasanak vizsgalatara
(monoamin aktivalt) regulacidos neuroendokrin ciklusokat alakitottunk ki és standardizaltunk.
Ebben a rendszerben az uron szarmazékok OT hormonrelease valtozasokat okoztak, melyek a
noradrenalin esetén erds, a hisztamin, adrenalin és dopamin esetén mérsékeltebb, a szerotonin
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esetén gyenge hatasokban nyilvanultak meg. Ugyanezen vizsgalati modellben az AVP release-
t a nevezett expozitorok médositottak az 6sszes monoamin aktivalt allapotciklusban (DA, NA:
erds; A, 5-HT: mérsékelt; HA: gyenge hatés).

A mCIB dozis (0,1; 1,0; 10 pg/ts kg) és idofliggésének (0. nap: kontroll, kezelés idétartamok:
30, 60, 90 nap) vizsgalatat in vivo kezelésben végeztiik el. Kisérleteink eredményei szerint a
szérum ACTH szint a mCIB kezelésekkel id6 és dozisfiiggd modon szignifikansan emelkedett.
Az in vivo kisérleti mCIB expoziciokbol szarmazo AdH kultirak ACTH elvalasztasa is id6 és
dozisfiiggden és szignifikansan emelkedett. Ebben a protokollban kovettiik az AdH kulturak
magnézium-fiiggd ATP-4z altal kozvetitett energiatranszferét is, melyet szignifikansan
moddositottak a kontroll értékekhez képest a mCIB kezelések 1d6 és dozisfliggés szerint.

A 2.2.b. célmegjeldlési pont vizsgalata soran tanulmanyoztuk, hogy az ED hatasok nemcsak
dozisu elektromagneses erétér (ELF-EMF) ilyen szempontbdl kérdéses tényezd. Ennek a
hatasnak a vizsgalatara in vivo pulyka expozicios modellt dolgoztunk ki, amelyben a kezelési
iddtartamok fliggvényében kovettik a sejtmembran noradrenalin 4ltal aktivalt béta-
receptorfunkcidjat az intracellularisan szintetizalt cAMP szintek mérésével. Eredményeink
szerint az ELF EMF expoziciot kovetd cAMP szintézis Szignifikansan csokkent a kezeletlen
allapothoz képest. Ugyanakkor azt is igazoltuk, hogy ez a folyamat a mi modelliinkben
reverzibilis volt, mert a kezelést kovetd 5 héten at tartd kezelés nélkiili kisérleti allapot utan a
cAMP paraméterek a kontroll szintre visszajavultak.

5. Osszegzés
1.

Az ED tényezok expozicidira kovetkezményesen megjelend egészségiigyi problémak, és azok
patomechanizmusainak feltarasa a diagnosztikus folyamat ¢és a terapias gyakorlat
szempontjabdl is jelentds. Ezért a betegvizsgalatokban az anamnézis felvétele soran az ED
hatotényezOk feltarasa (munkahelyi és foglalkozasi, lakokornyezetben, életvitel soran,
elektromos késziilékek/eszkozok a lakasban és a lakokdrnyezetben, munkahelyen és
kornyezetében) indokolt, amivel az Endokrin Tarsasigok (ATA, ETA) betegvizsgalati
ajanlésait célszerii volna kiegésziteni. A biokémiai paraméterek kozott, ha az ED tényezdknek
valo kitettség nagy, érdemes lehet meghatarozni az anti-TG és/vagy anti-TPO titerét a
vérszérumban. Az ATA és ETA eredményekkel Osszevetve figyelemre méltd, hogy minden
malignus pajzsmirigy tumoros beteg, akiket vizsgaltam és ED hatast szenvedett el, emelkedett
anti-TG és/vagy anti-TPO értékekkel rendelkezett. Ezek szerint, a kronikus ED kitettség
gyulladasos folyamatokon keresztiil malignus események kivaltdsaban érintett lehet.

Amennyiben az ED tényezok karakterizalasa, osztalyozasa egy big-data rendszerben kezelve
elérhetdvé valik, ugy a preventiv megoldasokkal mar az endokrin betegségek kialakulési és
progredialasi kockazatainak csokkentése is lehetségessé valhat. (2.1.a cél szerint)
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2.

A hypophysis benignus szoveti proliferacios betegsége a prolactinoma, amelynek koroki
tényezdjeként endokrin szabdlyozdsi zavart kisérletesen generdltunk. Azon ED tényezok,
amelyek elsédleges, vagy masodlagos hatasukkal szimulaljak az in vitro prolaktinomas
adenohypophysis (PRLOMA) modelliink szerinti strukturalis elvaltozasokat, mind
sejttranszformacios zavart okoznak (pl. 6sztrogén mimetikumok). A kivalté ED hatasok mellett
a kronikus ED hatdsok benignus endokrin zavarok esetén torténd kutatasara is alkalmas modellt
sikeriilt igy standardizalnunk, amely a BOOLE halozati algoritmusok kovetelményeinek
megfelelden vizsgalhato (2.1. b cél szerint).

3.

Igazoltta valt, hogy az AVP altal indukalt ACTH release AdH és PRLOMA esetén is eltolodik,
ami a regulaciés zavart PRLOMA esetén fokozza. Amennyiben ezt a két modellt tovabb
terheljiik ED expoziciokkal, amelyeket elsdédleges (kozvetlen) €s/vagy masodlagos (kdzvetett)
ED tényez6kként sorolunk be, akkor a PRLOMA egyre instabilabba valik, mert az egészséges
ciklusra jellemzd kompenzéaciés mechanizmusokat nem tudja prezentdlni. A PRLOMA tehat
pl. ED tényezék szubtoxikus dozisu jelenlétében - regulacios instabilitasanak kovetkeztében -
atbillenhet egy mindségileg 11j rendszerciklusba.

Megallapitottuk, hogy mind egészséges adenohypophysis, mind prolaktinomas
adenohypophysis ACTH, PRL elvalasztasa tekintetében els6dleges ED hatdsunak
mindsithettiik az uron vegyiileteket (fenuron, monuron, diuron), valamint a klorbenzolokat
(1,2,4,-triklor-benzol+hexaklorbenzol=1:1; 1,4-diklor-benzol). A neurohypophysis sejtek
monoamin (DA, NA, A, 5-HT, HA) altal aktivalt OT, AVP eclvalasztasanak kovetésével is
igazoltuk az uron agensek elsédleges ED hatasait.

Masodlagos ED hatasuként kezelhetjiik azokat az ED hatdsokat, amelyek nem kozvetleniil
zavarjak az endokriniumot, hanem, az ,ES” fiiggvények valamelyikének (esetiinkben az
ionmilieu — Ca?*) zavaran keresztiil. A PRLOMA reguldcios viselkedése masodlagos ED
hatasokra is nagyfoku instabilitast mutat az egészséges AdH sejtekéhez viszonyitottan. (2.2. a
cél szerint)

4.

Az ED tényezok kivaltotta biologiai hatasokat az ISO 14040 szabvanycsomag (- amely az
¢letciklus szerinti vizsgalatokat preferalja -), az Okotoxikologiai potencial (ETP) és a
humantoxicitasi potencial (HTP) vonatkozasaban is a dCIB hatasaira standardizalja. Ennek
megfeleléen vezettilk be mi is a nevezett standard hatas vizsgalatat munkankba, és tartjuk
fontosnak ezutan minden endokrin betegség kivaltasaban jelentés EDC besorolasahoz ezen
hatas(ok) mérését és adatbazisban valo rogzitését. (2.2. a cél szerint)

5.

A kémiai agensek kivaltotta ED hatdsok mellett a fizikai hatotényezék ED szerepének
tisztazasat is megkezdtiik. Expozitorként ELF-EMF hatasokat in vivo tanulmanyoztunk.
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Megallapitottuk, hogy a sejtmembran funkcionalis aktivitasat az ELF-EMF kronikus kezelési
séma szerinti alkalmazasaval szignifikdnsan modosithattuk. Kutatasi rendszeriinkben receptor
- agonista/antagonista attraktort (allapotciklust) allitottunk be vizsgalati modellként, hasonléan
a korabbi hypophysis-release modellekhez. Az EMF hatast ED tényezoként jelolhetjiik meg,
barmely béta-receptorhoz kapcsolt hormonrelease tekintetében.

Az ELF-EMF hatas reverzibilitasi vizsgalati modelljét is kialakitottuk, amely a hataserésségek
¢s hatasperiodusok meghatarozasaval jelentdés informaciokat szolgaltathat a tervezett
adatrendszer kialakitasahoz. (2.2. b cél szerint)
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