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Roviditések jegyzéke

+B: kortikoszteron

+C: pozitiv kontroll

-C: negativ kontroll

3,4-DCA: 3,4-dikloranilin

5-HT: szerotonin

ACh: acetilkolin

AChE: acetilkolin észteraz enzim
ACTH: adrenokortikotrop hormon
ADA: aszimmetrikus dimetil-L-arginin
AdH: adenohipofizis sejtkultira

AGII: angiotenzinogén 11

AhR: aril-szénidrogén receptor

AO: aorta gyok

Arg transzporter: arginin transzporter
AVP: arginin-vazopresszin

Bcl-2: B-sejt limfoma protein-2

BH4: tetrahidrobiopterin

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat
CAT1: kationos-aminosav-transzport 1
transzporter

c¢GMP: ciklikus guanin monofoszfat
CIB: klérbenzol

COX-1: ciklooxigenaz-1

CRH: kortikotrop-releasing hormon
CRP: C-reaktiv protein

CYP450: citokrém P450 mono-oxigenaz
CSF: cerebrospinalis folyadék

D: diagonalis ag

D1: 0,1 pg/testtomeg kg dozisu mCIB
D2: 1,0 pg/testtomeg kg dozisu mCIB
DAG: diacil-glicerol

dCIB: 1,4-diklorbenzol

DMT1: divalens metal transzporter 1
DU: diuron

Earg-az: arginaz enzim

EC matrix: extracellularis matrix

ED: endokrin diszruptor

EDHEF: endotél eredetii hiperpolarizacios
faktorok

Em: membran potencial

eNOS: endotelialis nitrogén-monoxid szintaz
EPM: elevated plus maze teszt

ER: 0sztrogén receptor

ERoa: nuklearis 0sztrogén receptor alfa
ERP: nukledris 6sztrogén receptor béta
f(R)Ca?*: receptor fiiggd Ca®* csatorna
F(U)Ca?*: fesziiltség fiiggd Ca* csatorna
F: fisztula

FAD: flavin-adenin dinukleotid

FFR: frakcionalis flow rezerv

FMN: flavin-adenin mononukleotid

FPN1: ferroportin 1

FTHI: ferritin nehéz lanc 1

fU: fenilurea

GGT: gamma-glutamil-transzpeptidaz
GPX4: glutation peroxidaz

GSH: glutation

HCIB: hexaklorbenzol

HD: homeosztatikus diszruptorok

HMt: hipofizis-mellékvesekéreg tengely
hsCRP: magas szenzitivitasu C-reaktiv protein
HTP: human toxicitasi potencial

IARC: International Agency for Research on
Cancer

ICAM-1: intercellularis adhézios molekula-1
IFN-y: interferon-y

IL: interleukinok

IP3: inozitol-3-foszfat

IP3-R: inzitol-3-foszfat receptor

IPCS: International Programme on Chemical
Safety

IR: immunoreaktiv

KvD: Kardiovaszkularis Diszruptor

KvDV: Kardiovaszkularis Diszruptor Vegyiilet
LAD: ramus descendens anterior

L-arg: L-arginin

LCX: ramus circumflexus

LIA: immunokemilumineszcencia

LIP: ideiglenes vas raktar

LMCA: bal koszortér fétorzs

LSVA: bal Valsalva tasak aneurizma

LV: bal kamra NADPH: nikotinamid-adenin-
dinukleotid foszfat redukalt formaja

mCIB: TCIB+HCIB

MC-R: melanokortin receptor

MLC: miozin kénnyii lanc

MLCK: miozin kdnnytilanc kinaz
MLC-kinaz: miozin konnytilanc kinaz
MMP: matrix-metalloproteaz

MSH: melanocita stimulalé hormon

MU: monuron

NADP*: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
oxidalt formaja

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid
fosztat redukalt formaja

nED: neuroendokrin diszruptor

NH: neurohipofizis

nNOS: neuralis nitrogén monoxid-szintaz
NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintaz



Nrf2: eritroid 2 eredetti nuklearis faktor
NSTEMI: non-ST elevacids miokardialis
infarktus

0O": szuperoxid gyok

OCT: optikai koherencia tomografia

OF: open field teszt

OH': hidroxil gyok

ONOO': peroxinitrit gyok

OT: oxitocin

OT-R: oxitocin receptor

OTP: 6kotoxikoldgiai potencial

p38 MAPK: p38 mitogén aktivalt protein kindz
PAP/DAB: 3,3-diaminobenzidin tetra-
hidroklorid

PCBT: penta-kloro-benzén-tiol

PCP hidroxilaz: penta-kloro-fenol hidroxilaz
PCP: penta-kloro-fenol

PCP-NAC: penta-kloro-n-acetil-cisztein
PGI2: prosztaciklin

p-MLC: foszforilalt miozin kdnnyiilanc
POP: perzisztens szerves szennyezo

PRL.: prolaktin

PRLOMA: prolaktinomas adenohipofizis
sejtkultira

PU: fenuron

PV: mibillentyti

PVN: nucleus paraventricularis

R: 7 transzmembran proteinnel rendelkez6é G
fehérjéhez kapcsolt monoamin receptor

RDA: ramus descendens anterior

RI: resident intruder teszt

RIA: radioimmunoassay

ROCK: RhoA/Rho-kinaz itvonal

ROS: reaktiv oxigén gyok

SC: stressz kontroll

SGOT: glutamat-oxalacetat-transzaminaz
SGPT: glutamat-piruvat-transzaminaz
SON: nucleus supraopticus

SR: szarkoplazmas retikulum

STAT-1: szignal transzducer és transzkripciod
aktivator-1

SV: véna saphena graft

SVA: szinusz Valsalva aneurizma

TCBQ reduktaz: tetra-kloro-benzo-kinon
reduktaz

TCBQ: tetrakloro-benzo-kinon

TCHQ: tetrakloro-hidro-kinon

TCIB: 1,2,4-triklorbenzol

TF: transzferrin

TFR1: transzferrin 1 receptor

TGF-B: transzformald ndvekedési faktor-f3
TNF-0: tumornekrézis faktor a.

ttg kg: testtomeg kilogramm

VCAM-1: vaszkularis adhéziés molekula-1
VEGE: vaszkularis endotelialis novekedési
faktor



1 Bevezetés

A XX. szézad utols6 két évtizedében mar erdteljes és igen széles spektrumu
kornyezeti terhelések [1] jelentek meg a Fold szinte minden régiojaban, azaz minden
kornyezeti elem vonatkozasaban (viz, levego, talaj), amelyek sziikségszerlien generaltak
a szupra- ¢s infraorganizmus szinti ¢l0 rendszerekben kornyezettoxikoldgiai
folyamatokat [2]. Napjainkra ez a tendencia annyira fokozodott, hogy a kialakult
expoziciokat mar koroki hatotényezokként [3] sem hagyhatjuk figyelmen kiviil. A human
betegségek sikeres diagnosztikajahoz és hatékony gyogyitasahoz fontos, hogy az adott
kornyezeti hatotényezOk kivaltotta bioldgiai mechanizmusokat megismerjiik. Ezért
napjaink siirget6 kihivasava valt a klinikai gyakorlatban a kérnyezeti hatotényez6k okozta
altalanos biologiai mechanizmusok feltarasa. Mindehhez nagy segitséget jelenthetnek az
experimentalis  allatkisérletes  kutatasok. A koOnyezettoxikologiai események
mechanizmus szint( feltarasaval a hatotényezok (expozitorok) egyes csoportjain (fizikai,
kémiai, biologiai) beliil azokat az altalanos ok-okozati folyamatokat kell megtalalnunk,
a kiilonboz6 szervezddési szinteken zajlo kisérletes munkék eredményei ravilagithatnak
a polietioldgias betegségek megjelenésének kornyezeti kockazataira €s azok kezeléséhez
adhatnak tovabbi tampontokat.

A tarsadalmak jelenlétével a bioldgiai organizmusok és igy az ember szamara is a
sziikséges életfeltétel megvaltozott, ami az €16 rendszerek fiziologiai folyamatainak
allando iteralo atalakitasat igényli a permanensen valtozoé konyezeti feltételekhez. Ez az
organizmusok folyamatos életfeltétel valtozasokra adott valasza: az alkalmazkodas
folyamata. Kovetkezményesen, az ember esetén megjelend alkalmazkodasi mintazatok
fiiggenek az expoziciok mértékétél, azok kombinaciditol és hatasidejétél is, ami
hozzajarulhat az egészségparaméterek romlasahoz. Ezért sziikségszer(i napjainkban a
kornyezettoxikologai kozelitések megjelenitése a gyogyitas gyakorlataban (pl.
diagnosztikus és/vagy kezelési protokollok), amihez szamos adatot szolgaltatnak az
experimentalis tapasztalatok.

Ismert, hogy az emberi szervezet strukturalis felépitése egy komplex, parhuzamos
miikédésti, dinamikus, nyilt rendszerként értelmezhetd, amely a kornyezetével
kotelezden anyag, energia €s informacios kapcsolatot tart fenn, annak érdekében, hogy
optimalizalt ¢letjelenségei miikodjenek [4,5]. Ehhez az egészséges emberben, komplex

homeosztatikus mitkodéseket generdlnak a konyezetbdl szarmazéd bementi jelek.



Tudott, hogy az életjelenségek fenntartasa szamos Osszetett, rendszermitkodési
(taplalkozas, anyagszallitas, kivalasztas stb.) aktivitassal valosul meg [6,7,8], amelyeket
egyértelmilen a feltételekbdl (kOrnyezet) szarmazo bemeneti jelek determinalnak.
Egyszeriien fogalmazva: egészséges életmiikodésiink alapja a természetes evoliicios
adaptacioval ,,megismert” kornyezetben optimalizaltan miikodni képes egészséges
emberi szervezet. Mivel a kornyezeti feltételek megvaltozasa a bemeneti jelek
modosulasat eredményezi, ezért ez a valtozds az emberi szervezetben -eltérd
rendszerhalozati valaszokat, SOKSzor zavarokat general. A morfologiai eltéréseket még
nem mutat6 (funkciondlis) zavarokat a kornyezettudomany ,kiszavar’-ként definialja,
melyek kezdetben reverzibilis tartomannyal indulnak, a folyamat eldrehaladtaval
azonban irreverzibilissé valnak. Amennyiben a zavar hatterében morfoldgiai eltérés is
kimutathat6, ugy az kornyezettudomanyos szempontbol ,strukturdlis zavar”-ként
definialt, mely mindig irreverzibilisnek tekinthetd. Az emlitett zavarok az emberi
szervezetben olyan valtozasokat eredményezhetnek, amelyek akut [9,10] és/vagy
kronikus [11,12] betegségekhez vezetnek. Az ovostudomany minden tevékenységével az
emberi szervezet rendszerhaldzatanak optimalis mitkodésfenntartasat célozza. Ennek
megvaldsitdsaban dontd szerepe van a kornyezeti feltételek megismerésének, amelyek
rendszerzavarok (betegségek) esetén még inkdbb meghatarozzak az orvosi
beavatkozasokat, pl. a terapias lehetdségeket. Ilyen Osszefliggésben a korel6zmények
kiilonosen hangsulyossa valnak a klinikumban, ugyanis a beavatkozasok mindségét mar
ezek is determinalhatjak.

Az emberi szervezet komplex biologiai rendszer, amely a bemeneti jelfogd és
tovabbito elemeivel (pl. kiiltakard, gasztrointesztinalis rendszer egyes részei, stb.),
valamint az anyag/energia/informacio atalakitd (pl. a mozgas szervrendszer) és
transzportald (pl. sziv-érrendszer, 1égzési szervrendszer, kivalasztd szervrendszer, stb.)
alrendszereivel, tovabba az optimalizalo funkciokért felelds strukturak (pszicho-
neuroendokrin-immunrendszer) kooperativ miikodésével biztositia a homeosztazist

[13,14].

2 Homeosztatikus Diszruptorok

A kornyezeti kapcsolatokkal miikodésben tartott emberi szervezet expozicidba
keriilhet olyan hatotényezokkel, amelyek a szervezet alrendszereit megzavarhatjak,
ezeket diszruptor hatasoknak nevezziik, amelyeken beliil megkiilonboztetiink kdzvetlen

¢és kozvetett diszruptor hatasokat [15,16,17].



A fizikai (pl. elektromagneses tér -, akut er6hatdsok-, nyomads-, aramlasi tényezok
valtozasa stb.), és/vagy kémiai (pl. halogénezett szénhidrogének stb.), és/vagy biologiai
hatotényezok azonositasakor, azok hatdseredményeit a nemzetkozi
szabvanykovetelmények szerint [18], de az orvosi gyakorlatnak is megfeleléen, a human
toxicitasi potencial (HTP) megjelenitésével is jellemzik. Ennek bevezetése azért is fontos,
mert szabvanyos megkozelitésben a vilagon észlelheté kornyezeti hatasok
Osszehasonlithatosaga vagy a kovetkezmények elharitasat célzd beavatkozasok
eredményessége, valamint a terapias megoldasok javitasa standardizalhatova valik.

A kémiai kornyezeti hatdtényezok koziil a figyelem fokuszdban vannak a
halogénezett/aromas/heteroatomos szénhidrogének, mert a tarsadalmi tevékenységek
altal globalis elterjedéstick a Foldon [15,19]. Lipofilitasuk és perzisztenciajuk révén
napjainkra a teljes taplaléklancban eléfordulnak, ami stlyos kovetkezményekkel jar. Az
organizmusok lipid fézisaiban feldusuld perzisztens szerves szennyezok (POP) az
utodgeneraciokban is jelen vannak, amelyek az embriogenezis, az ontogenezis [20]
folyamatait megzavarjak. Ismert, hogy pl. klorbenzolok (CIB) taplalékaink (sajtok,
hasok, stb.) lipofil fazisaiban jelen vannak [21], (pl. Kanadaban a kereskedelmi
forgalomban kaphato tojasban: 0,17 pg/kg nedves tomeg, a 2 %-0s tejben: 0,16 ug/kg
nedves tomeg; a hamburgerben: 0,39 pg/kg nedves tomeg atlagos kloérbenzol tartalmat
detektaltak [22]). De alacsony hidrofil oldékonysaguk ellenére az ivovizbol [23] is
kimutathatok. Mindez igazolja, hogy a tarsadalomban ¢16 human populaciok biztosan
érintettek a halogénezett/aromas szénhidrogén expoziciokban, amelyek kozil a
klorbenzolok expozicids Utvonalai a taplalkozéssal, aspiracioval és a boron keresztiil

valosulnak meg elsésorban [24,25,26].

2.1 Halogénezett aromds szénhidrogének tulajdonsagai és el6fordulasuk

2.1.1 Klérbenzolok

1. abra 1,2,4-Triklérbenzol (TCIB), Hexaklérbenzol (HCIB), 1,4-Diklérbenzol (dCIB)



A POP vegyiiletek kozé sorolt klorbenzolok tobb klorszubsztitualt vegyiiletet
képviselnek. Igen sok szempont6l kutatott a hexaklorbenzol (HCIB) (1. abra), amely
fehér, kristdlyos anyag. Mar 1933 ota fungicidként, késdbb az aluminium- ¢&s
festékiparban, a pirotechnikdban, épitd- ¢és butoripari konzervalasban alkalmaztak.
Napjainkban a fejlodé allamokban még haszndljak segédanyagként a klortartalmu
oldoszerek és peszticidek gyartasdhoz [27,28]. A vazolt széleskorii hasznalat az oka a
globalis elterjedésének és expozicids szerepének. A triklorbenzol (TCIB) (1. abra) stabil,
nem reaktiv, jellegzetes szagu, szerves oldoszerekben oldddo, szintelen folyadék vagy
szilard halmazallapotu vegyiilet. A TCIB izomerek koziil az 1,2,4-triklorbenzol egyes
kémiai folyamatok intermedierje ¢és inszekticidként, fafeliiletkonzervaloként,
festékadalékként, hdcseréloként, szintetikus olajokban ¢és szigeteldanyagként
széleskorben hasznalt [29,30,31]. A diklor-benzolok klorszubsztiticidjuk szerint meta-
(1,2-diklor), orto- (1,3-diklor) és para— (1,4-diklor) helyzetii izoméreket jelentenek.
Lipofil, alacsony vizoldékonysagu, szintelen vagy fehér kristalyos szerkezetiiek, amely
oxidalo szerekkel reagal. Inszekticidekben, dezodorokban, festékekben hasznalt, toxikus
anyag. Az dkotoxikologiai potencial (OTP) és a HTP nemzetkozi standard vegyiilete az
1,4-para-diklorbenzol.

2.1.2 Fenilkarbamidok

0 Cl cl
O
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NN NJLN,CHJ N’JL‘N’GH”

Cl
H o .
CHJ GHQ H GHQ
Fenuron Monuron Diuron
(1,1-dimetil-3-fenilurea) (3-(4-klorofenil)-1,1-dimetilurea) (3-(3.4-diklorofenil)-1,1 dimetilurea)
2. abra

Jol ismert gyomirtok a fenilkarbamid vegytiletek koziil a fenuron (PU), monuron
(MU) és diuron (DU). Nehezen bomlo agensek, ezért a talaj- és felszin alatti vizekben
megjelennek. Aromas gytirtth6z kapcsolodo karbamid oldallancuk van, klératomszamuk
szerint homolog sort képeznek (2. abra). A PU (amely nem halogénezett) az emlitett

harom fenilkarbamid vegyiilet koziil a leginkabb perzisztens [32].

2.2 HatotényezOk expozicios szerepének modellezése

A nevezett hatdtényezok expozicidinak tanulméanyozéasaban a standardizalasnal a

domindns expozicios utvonalat, a gasztrointesztinalis bejuttatast, mint realis expoziciot



érdemes modellezni. Ehhez experimentalis modellvizsgalatokkal standardizaltta kell
tenni az expozicidos utvonalat; a hatds értelmezés biztonsaga és a szabvanyos
kovetelményeknek valé megfelelés [33] teljesiilése okan. Kornyezettoxikologiai
munkacsoportunk tobb mint 20 éve tematikus vizsgalatokkal tanulmanyozza biologiai
rendszerekben a CIB-ok halozati hatésait.

Igazoltta valt, hogy a hatétényezok altal a kivaltott endokrin diszruptor (ED)
hatasokkal a homeosztatikus szabalyozas is tanulmanyozhatd, az integralt halozati
kapcsolatok révén, ugyanis ilyen moédon a neuro-endokrin-immuno-pszicho folyamatok
kovetésére nyilik lehetdség [34,35]. Ennek megfeleléen az endokrin és neuronalis
rendszerkapcsolatok kozos szabalyozasi ciklusmiikodésben tanulmanyozhatok.
Indikéatorként cellularis funkcidt, pl. az aktiv hormon exocitézist (pl. arginin-
vazopresszin /AVP/), oxitocin /OT/, adrenokortikotrop hormon /ACTH/, prolaktin
/PRLY/) vélasztva, jol kdvethetdk a szabalyozasi ciklusok [36,37,38], amelyeknél fontos
szempont, hogy azonosithatova valjanak a human vonatkozasokkal 0Osszefiiggd
parhuzamossagok is. Ilyen kapcsolati lehetéségeket kinal a komplex homeosztatikus
szabalyozasban, a monoaminerg palyarendszerek vegetativ funkciokkal, pl. a
kardiovaszkularis regulacioval képzett halozati kapcsolata. Amennyiben a hatotényez6
rendszerzavart general, ez kozvetetten hat a periférias fizioldgai folyamatokra.
Ugyanakkor a hatotényezd jellegétol fiiggden kozvetleniil is befolyasolhatja a periférian
a vegetativ funkciokat. Ezek a kozvetlen hatasok, a szervezet effektorialis rendszerében,
a cellularis mechanizmusokban is realizalodnak. Ilyen kontextusban a kiilonféle
betegségeket okozo expozicidok altal megzavart generalis mechanizmusok konkrét
szervrendszerek miikodészavaraban jelentkeznek [39]. Jelen munkaban a
kardiovaszkularis zavarok ¢és kornyezeti hatotényezOk kapcsolatat keressiik, olyan
mechanizmus  szintli parhuzamossagok feltarasaval, amelyeket allatkisérletes

experimentalis munkainkkal alapozunk meg.

3 A Kkardiovaszkularis Kkorképek és diszruptor hatasok
vizsgalatanak jelent6ségét alatamaszto egészségiigyi adatok

A Kkardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte a vezetdé halalokok kozé tartoznak.

Becslések szerint 2017-ben bekdvetkezett 55 millio halaleset koziil mintegy 17,8 millid

volt visszavezethetd sziv és érrendszeri okokra [40,41]. Magyarorszagon 2012-ben

100.000 lakosra vetitve 779 kardiovaszkularis halalozas jutott, amellyel sajnos hazank a

kardiovaszkularis mortalitast vezetd orszagok kozé tartozik [42,43].
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3.1 Vazospasztikus angina és epidemiolégiaja

A Kklinikai gyakorlatban, mind differencial diagnosztikai, mind pedig terapias
szempontbol kiilonds jelentdséget kap a vazospasztikus angina, amely az epikardialis
koronarias erek tranziens €s visszatérd vazospazmusaval jar. Ez dtmeneti transzmuralis
miokardialis iszkémiahoz, sulyos esetben miokardialis infarktushoz vezethet [44,45]. A
vazospasztikus angina felismerése, megfeleld kezelése és a megelozése tehat, nagy
klinikai jelentdséggel bir. A korképet el6szor Prinzmetal és mtsai irak le 1959-ben, mely
miatt a szakirodalom a Klinikai jelenséget Prinzmetal anginanak is emliti [46]. A
vazospasztikus anginaban szenveddk nagy részében az elérhetd orvosi képalkoto
eljarasokkal (angiografia, intravaszkularis képalkotok) nem igazolhato strukturalis eltérés
(ateroszkeloriktus sziikiilet) [47]. Ez is az oka, hogy a koronaria spazmus intenziven
kutatott teriilet, de napjainkra komplex cellularis folyamatai csak részben tisztazottak.
Igazolt, hogy a fiziologias vazomotor reakciokat a neuralis és humoralis (endokrin és
parakrin) tényezOk biztositjak, amelynek feltétele az ép endotélfunkcid [48]. Ezen
tényezOk komplex Osszhangjanak sériilése a vazodilatitor ¢és vazokonstriktor
mechanizmusok egyensulyanak megbomlasdhoz vezet, amelynek kovetkeztében

vazokonstriktor hatasok jutnak dominalo szerephez (3. abra).

hiperkontrakcie  9isZfunkcio hiany gyulladas aktivitas stressz polimorfizmus

Rizikofaktorok:

« dohanyzas
* migrén

3. abra A koszoruér spazmus patofizioldgidja, riziko faktorai és kivalto tényez6i [49]
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A kardiovaszkuladris mortalitas tobb mint 50%-4ért a koszoruér betegségek
feleldsek [50]. A koszortérbeteségek csoportjaba sorolt vazospasztikus angina jelentdsen
alul diagnosztizalt, ezért pontos incidencidja nem ismert. Koszoraérspazmus
prevalenciajat vizsgaldo tanulmany szerint az angiografiasan ép koszoruerekkel
rendelkezd, de anginazd betegek 62%-aban mutathatd ki koszorGérspazmus [51]. A
vazospasztikus angina haromszor gyakrabban fordul el6 az azsiai populaciéban, mint a
kaukazusiakban [52,53]. Koszortér elzarodassal nem jaré miokardialis infarktusban
szenvedd olasz betegek 45%-ban [54], francia betegek 16%-ban [55], német betegek
49%-aban [56], mig a japan betegek 78%-ban volt kimutathat6 koszoraér spazmus [57].
A populécios kiilonbségek ellenére az eurdpai adatok szerint a kaukdzusi mortalitasi
statisztikak az 4zsiai populacidhoz viszonyitva rosszabbak. Amig Koredban és Japanban
a vazospasztikus angina 3-éves szivinfarktus mortalitasa 2-3% [58,59], addig a nyugati

civilizacioban ugyanez 11% [60,61].

3.2 Szinusz Valsalva aneurizmak (SVA) jelent6sége és epidemioldgiaja

Az 1téerek falanak velesziiletett (kotdszoveti betegségek) vagy szerzett
gyengesége (gyulladas, trauma, ateroszkelorzis) az artériak fokalis tagulataval jard
betegségekhez, aneurizmak  kialakulasdhoz  vezethetnek. Ezek megjelenése
polietiologias, de ma még a pontos patomechanizmusa az intenziv kutatas ellenére sem
tisztazott. Ismert, hogy a dohanyzas egyes anatomiai lokalizacioban kialakuld (aorta,
cerebralis titéerek) aneurizmak elsészamu rizikofaktoranak tekinthetd [62,63], egyéb
lokalizacioban (visceralis erek, koronariak) pedig potencialis rizikofaktorként szerepel
[64].

A szervezetben az aneurizmdk barhol eléfordulhatnak, de leggyakrabban az
aortat, a cerebralis artériakat, Koronariakat és a visceralis artériakat érintik. Az esetek egy
részében tiinetmentesek és véletlen, egyéb céllal végzett vizsgalatok soran keriilnek
felismerésre. Gyakran azonban életet veszélyeztetdé ruptaraval vagy altaluk okozott
kompresszios tlinetekkel hivjak fel magukra a figyelmet.

Az USA-ban évente 13.000 ember hal meg aorta aneurizmaban, mellyel az aorta
aneurizma (hasi + mellkasi) a 15.-19. leggyakoribb halélok [65]. Evente 10 mellkasi aorta
aneurizmas esetet diagnosztizalnak 100.000 lakosra vetitve, de az incidencia
folyamatosan emelkedik a populécio eloregedésének €s a fejlodo diagnosztikai képalkoto
eszk6zoknek koszonhetben [66]. A mellkasi aorta aneurizma tébbnyire az aortagy6kot és

az aorta felszallo szakaszat érinti [67]. A Valsalva tasakokbol kiinduld aneurizmak az
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aorta gyoki aneurizmak ritka formai, melyek pontos incidenciaja és prevalenciaja nem
ismert. Post mortem vizsgalatok alapjan a populacié 0,09%-at érinti [68]. A betegek 80%-
a férfi és barmely életkorban eléfordulhat. Az azsiai populacidban 6tszor gyakrabban
fordul el6, mint a kaukazusiakban [69]. Ruptaralt kezeletlen SVA atlagos talélése 1-3,9
év [70]. Non-infect esetben a miitéti mortalitas 1%, ami 97%-ban 5-10-éves talélést jelent
[69] azonban megel6z6 szepszis esetén a mortalitas akar 80%-ot is elérheti [71].

Mivel a polietiologias kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz vezetd
mechanizmusok csak részben ismertek, a kialakuldsukban szerepet jatszo kornyezeti
hatasok sem kell6en feltartak. Ugyan a kardiovaszkularis betegségek (vazospasztikus
angina, torakalis aorta aneurizmak) ellatasanal a klinikai gyakorlatot timogatd europai
ajanlas megemliti a konyezeti hatdsok koziil a leveg6terhelést, de tovabbi kontextusokra
nem tér ki. A szakirodalom sem dolgozza fel a kardiovaszkularis eseményekre
fokuszaltan a nagy expozicios hatdtényez6 csoportokat. Noha, az eurdpai ajanlas a
diagnosztizalasnal figyelemmel van a dohdnyzésra, mint kdrnyezeti kémiai terhelésre. Az
amerikai ajanlas nem tér ki a kornyezeti kémiai expozicidkra, noha a dohanyzast,
droghasznalatot stb. érinti, mint a kardiovaszkularis célteriilet hatotényezoit [44,45].

A vazoltak alatdmasztjdk a kardovaszkularis betegségekkel kapcsolatos,

kornyezettoxikologiai 6sszefliggések tanulmanyozéasanak indokoltsagat.

4 Endokrin diszruptorok lehetséges kardiovaszkularis
tamadaspontjai

A kardiovaszkularis  folyamatok  homeosztatikus  diszruptor  hatasok

kovetkeztében szamos funkcionalis (pl. vazodilatacios és vazokonstrikcios eltérésekkel)

és strukturalis (pl. aneurizmakat generalo) zavarral jelenhetnek meg, amelynek hatterében

neuralis/humoralis/endotél funkciot/érfalstukturat érintd valamely szervezeten beliili,

endogén (pl. kozvetett ED hatas) vagy szervezeten kiviili, exogén (pl. halogénezett

szénhidrogén) stresszor modosito hatasa oki tényezdoként feltételezhetd.

4.1  Kémiai expozicidk és hormonalis mediatorok - a homeosztazisban és a
kardiovaszkularis szabalyozasban

A kornyezeti hatotényezok a kozponti idegrendszer mediatoraival szabalyozott
(stressz) hormonokkal, (pl. AVP, OT) és/vagy monoaminokkal kozvetlen és kozvetett

hatasokat valtanak ki a sziv-érrendszer miikodésében [72].
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4.1.1 Monoamin mediatorok

Az idegrendszeri monoamin mediatorok kardiovaszkularis szerepe dominans,
amelyet a katekolamin pl. noradrenalin (NA) neurotranszmitterként és hormonként is
kozvetit. A szintén monoamin szerotonin (5-HT), altalanos agyi neurotranszmitter és
jelentds szerepe van a vegetativ funkciok szabalyozasaban (cirkadian ritmus, alvas-
¢ébrenlét, taplalkozas, testsuly, kardiovaszkularis szabalyozas, hdszabalyozas) [38].
Ugyanakkor, a hangulati élet fenntartasaban: szorongas, depresszid, és a viselkedés
mintazatok (szocialis, szexualis, taplalkozasi viselkedés) kialakuldsaban, tovabba az
impulzus kontrollban (agresszio) is dontd szerepti [73]. llyen mdédon az 5-HT medialt
szabalyozasok komplex haldzati csomopontokként értelmezhetdk az emberi szervezetben
[74]. Az 5-HT periféridsan a trombocitakban, az erek falaban, a szivben, a
gasztrointesztinalis rendszer enterokromaffin sejtjeiben, a Simaizomsejtekben és a
tid6ében is regulator [75] szereppel bir. Az intravazalis trombusbdl parakrin tton
felszabaduld 5-HT kozvetleniil endotél vagy kozvetett vaszkularis simaizomsejt hatas
révén medialhat vazokonstriktiv mechanizmusokat [76,77]. Anatomiai lokalizaciotol
fiiggéen az 5-HT-ra adott kontraktilis valasz szerint az erek simaizomsejtjeinek 5-HT
szenzitivitasa jelentds kiilonbségeket mutat (legérzékenyebbek a cerebralis- valamint a
sziv koszoruerei) [78].

A homeosztatikus komplexitas részeként neuroendokrin elemnek is tekinthet6 az
5-HT, mert receptorainak jelenléte igazolt a nucleus paraventricularis (PVN)-ban és a
nucleus supraopticus (SON)-ban, amely magok az AVP és OT szintézis kdzpontjai. Ez
megmagyarazza a PVN-ban a centralis 5-HT kezelés AVP felszabadulast eredményezd
hatasat [75].

A NA a szimpatikus idegrendszer elsddleges neurotranszmittere, ugyanakkor a
periférian is jelen van. A neuroendokrin hatast a hipotalamusz SON és PVN neuronjain
talalhato noradrenerg receptorokon keresztiil érvényesiti, ahol serkentik az OT és az AVP
szekréciot [79,80]. A NA AVP altal kozvetitett hatasai a Via, Vib (V3) és V2 receptorok
altal medialtak [81]. Jelentés a NA szerepe az alvas-ébrenléti ciklusban, az arousal
szintjének meghatarozasaban, az éberségben, a menekiilési ¢s megkiizdési reakciokban,
az izgatottsagban, a szorongasban, a depresszidban, az agressziv viselkedésben
[73,82,83]. A periférias NA a szimpatikus innervacionak megfeleléen fejti ki hatasat a
szimpatikus ganglionokban, a kardiovaszkularis, a respiratorikus, a gasztrointestinalis, az

urogenitalis rendszer simaizom elemein és a pupillomotoros rostokon [84].
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A kardiovaszkularis rendszerben a legtobb adrenoceptor tipus jelenlétét igazoltak:
eléfordulnak a szivizomsejteken, az érfal simaizom-, endotél- s6t adventicialis sejtjein
[85]. Az artériak és véndk simaizomsejtein az oy receptorokon keresztiil a NA mar
alacsony dozisban generalizalt vazokonstrikciot eredményez. Ugyan a koszortereken a
B2 receptorok - amelyek a vazodilatacioért felelnek -, vannak tobbségben, de a NA
alacsony receptor affinitasa révén csak nagy dozisban okoz koronaria dilataciot. Az erek
endotélsejtjein igazolt az oz, P1, P2 és B3 receptorok jelenléte, amelyek stimulacioja
nitrogén-monoxid (NO) szintézisén keresztiil csokkenti az erek o receptor stimulaciora
adott vazokonstriktiv valaszat [86,87].

A NA nagy affinitassal kotodik az a-receptorokhoz, valamint a 1 receptorhoz és
gyenge affinitassal a 32 receptorokhoz [88,89]. Igazolt tovabba, hogy kardiomiocitakban
a P1 receptorok stimulédcioja apoptotikus, a P2 receptorok stimulécioja antiapoptotikus

hatasu [90].

4.1.2 AVP és halézati kapcsolatai

Az AVP esszencialis szerepli a periférias homeosztatikus funkciok pl.
ozmoregulacio, térfogatszabalyozas, testhdmérséklet, kardiovaszkularis szabalyozasban
[91]. Az AVP felszabadulas dominans kivalto ingere a hiperozmolaritas, a hipovolémia
és a stressz [92].

Az AVP periférias, antidiuretikus hatésat a vese gylijtdcsatornainak V2 receptora
[93], kardiovaszkularis hatasat a szivizomsejteken, simaizom- és endotél sejteken
talalhato V1 és OT receptorok kozvetitik [91]. Ismert, hogy a periférias AVP szintézis a
szivizomban is jelen van, amely igy parakrin aton hozzajarul a Kkardiovaszkularis
hatasahoz [94]. Fiziologias korilmények kozott termelddé AVP kardiovaszkularis hatasa
nem szamottevo, patologias viszonyok kozott (sulyos vérvesztés, szeptikus sokk) viszont
érvérnyre juthat [95]. Az AVP ereken Kkifejtett vazokonstrikcios hatasa négy
mechanizmuson keresztiil szabalyozott: (1) a Vi receptoron keresztil, (2) a
K*-ATP-dependens csatorna gatldsan és a koOvetkezményes simaizomsejt
depolarizacioval; (3) a NOS gatlasaval, valamint (4) egyéb G-fehérjéhez kapcsolt
receptorral rendelkezé vazokonstriktorok (noradrenalin, angiotenzin II) hatasanak
potencirozasaval [96]. Paradox modon az AVP vazodilatacios hatast is medial, amelyet
az endotelialis OT receptorok NOS aktivaciojan keresztiil hoz 1étre [97]. Az erek AVP-re

adott vazomotor valasza (vazokonstrikcid/vazodilatacio) faj és szovettipus, valamint
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koncentracié ¢és idofliggd. Az AVP normoxias patkany kisérletben a koszoruerek
vazokonstrikciojat, mig hipoxias esetben azok vazodilataciojat valtotta ki [98].

Az AVP szivizomra kifejtett hatasa is kett6s (bifazisos), alacsony koncentraciod
fokozza, magas koncentracido csokkenti a sziv kontraktilitasat, ezaltal a perctérfogatot

[95,99].
4.1.2.1 AVP szerepe agresszidban és szorongdsban

Az AVP a szomatikus hatasain tal jelentds szerept a viselkedési mintdzatokban
iS. Irodalmi adatok szerint a stresszre adott valaszban, a szorongasos viselkedésben,
depresszidban, a tanuldsban, az elkeriild magatartdsban, a memoridban és a szocialis
magatartdsformakban (paterndlis viselkedés, szocidlis felismerés, agresszio, affiliacio,
kot6édés) [100] igazolt a szerepe. Szorongasban foként Via és Vip receptorok aktivaltak.
In vivo kutatasok alapjan ismert, hogy a Vi receptor antagonistdk patkanyokban
csokkentették a szorongést, amit elevated plus maze (EPM) teszteredmények
tamasztottak ala. [101]. Igazolt az is, hogy megnovekedett a detektalhatdé AVP szint a
plazmaban és/vagy a cerebrospinalis folyadékban (CSF) a szorongasos korképekben
[100]. V1b-R knock-out egerekben csokkent agressziot és memoriavesztést irtak le [102].
Tovabba a CSF AVP koncentracidja €s személyiségzavaros korképet mutatd betegek
agressziv cselekményei kozott is kapcsolatot mutattak ki, ami dsszefiiggésben volt az 5-
HT-erg aktivitds emelkedésével [103]. Megnovekedett AVP-erg neuronszam volt az
anterior hipotalamuszban azoknal a kisérleti allatoknal, amelyek ismeretlen fajtarsakkal
fokozott agressziot prezentaltak [104]. Ugyanakkor Vip-R knock-out egerek ilyen
agressziot nem mutattak [105].

A pszichoszocialis faktorok koszoruér betegséget provokald szerepérdl egyre tobb adat
ismert. Epidemiologiai vizsgalatok bizonyitjak, hogy a mentalis stresszallapotokban
(depresszid, szorongas) szenvedd betegeknél magasabb a koszoruér betegség
kialakulasanak rizikoja [106]. Ennek hatterében a koros viselkedésbdl (dohanyzas, rossz
egészségtudat) adodo, valamint a stressz indukalta direkt patofiziologiai mechanizmusok
(fokozott szimpatikotonia, neuroendokrin rendszer aktivacioja) allhatnak (4. abra).
Depressziodban szenvedd betegekben megfigyelheté a szimpatikus idegrendszer [107] és
a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg-tengely fokozott miikodése [108]. Igazolt a
mentalis stressz ateroszklerézis-indukald hatasa [109], de a kronikus stresszallapotok
rontjak az endotél-dependens vazomotor valaszt az ateroszklerézistol fiiggetlentil is.

Allatkisérletes tanulmanyok, valamint human eredmények alapjan az akut és a kronikus
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stressz endotél diszfunkcidhoz [110], valamint trombocita aktivacidhoz [111] vezet,
amelyeken keresztiil vazokonstriktiv mechanizmusokat indukal. Tanulméanyok
beszamolnak depresszids és szorongasos stresszallapotokban koronaria Spazmusrol,
illetve vazospasztikus anginar6l [112], amely miatt a stressz a vazospasztikus angina
egyik provokald tényezdjeként ismert [60]. Egyes tanulmanyok alapjan a depresszio

noveli az aorta aneurizmak eléfordulasi gyakorisagat is [113,114].

szivfrekvenciat
vérnyomas 1

vazokonstrikcid 1

endotél sérilés 1

trombocita aktivacioé
hemosztazis valtozas 1
hemokoncentracio 1

4. abra Pszichoszocialis stressz kardiovaszkularis hatasai [106]

4.1.3 Az OT szerepe és hal6zati kapcsolatai

Az OT a kozponti idegrendszerben foleg a SON-ban és a PVN-ban termel6dik.
OT-erg palyak haladnak a PVN-bol az agytorzs és a gerincveld felé. Az OT rendszer
els6dlegesen megismert célteriilete a néi reprodukcios rendszer (uterusz, laktacio) [115].
Ugyanakkor dominans szerepet jatszik az autokrin/parakrin OT, a megtermékenyités,
valamint a korai embrionalis fejlédés soran is [116]. Nonhipertenziv natriuretikus hatasu
a vesékben, ami ozmoregulacios szerepét magyarazza [117]. Megtalalhato még az emberi
timuszban és a zsirsejteken, ahol inzulinszer(i hatast okoz [118]. Kimutatott a jelenléte a
mellékvese kéreg- és veldallomanyaban is [119]. A human OT receptor (OT-R)
transzmembran szerkezetii és GTP kot6 fehérjékhez kapcsolodik [120,121]. A centralis
OT a tanulas és memoria gatlasban, a materndlis viselkedésben, a lordézis kivaltasban, a
taplalkozasi viselkedésben, a stressz altal kivaltott viselkedésben, valamint a

szorongassal, agresszioval jard allapotokban kimutatott szerepti [122,123]. Ismert, hogy
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az OT csokkenti a szorongast, ezt - EPM tesztben — az intracerebro-ventrikularis OT
kezelésben részesiilt ndstény patkanyokkal igazoltak [124]. Tovabbi egér és patkany
kisérletek szerint az akut és kronikus OT kezelés anxiolitikus hatasu [125]. Emberben
intranazalis OT szorongast csokkent [126]. Tovabbi human vonatkozasban az OT
csokkent amigdala aktivitast okoz, tehat az OT hidny ellenségességhez, félelemhez,
affektiv allapotok kibillentéséhez, bizalmatlansaghoz vezet, ami az agresszio felszinre
jutasat tamogathatja [127].

Az OT a kozponti idegrendszeren kiviil, a periférian, pl. a szivben és az erekben
is elvalasztasara keriil. A kardiovaszkularis rendszerben keletkez6 OT a vaszkularis tonus
parakrin regulatoranak tekinthet6 [128]. A vaszkularis simaizomsejteken bizonyitottak a
G-fehérjéhez kapcsolt OT receptorok jelenlétét [129], amelyeken keresztil az OT
vazokonstriktiv hatasat fejti ki, amit a Via receptorok is medialnak. Az OT az AVP-nél
IS hatasosabb vazokonstriktornak bizonyult a méhlepény és a koldokzsinor ereiben [130].
Ugyanakkor, ismert, hogy az endotél sejtek is képesek OT receptorok expresszidjara,
melyen keresztiil az OT - épp ellenkezé - vazodilatativ mechanizmusok generalasaval van
jelen, amiben szerepet jatszhat a NO szintézist fokoz6 hatasa [97]. Ez utobbi miatt

egyesek felvetik az OT kardioprotektiv szerepét [131].

4.1.4 Az ACTH szerepe és halézati kapcsolatai

Az AVP részt vesz a hipotalamo-hipofizis-mellékvesekéreg tengely szabalyozasi
ciklusaban, fokozza a kortikotrop-releasing hormon (CRH) triggerelte ACTH szekréciot
a hipofizis eliilsé lebenyében (adenohipofizisben) [132]. In vitro kisérleti adatok szerint
adenohipofizis monolayer sejtkultirak kontakt AVP kezelésre emelkedett ACTH
elvalasztassal valaszolnak [133].

Az ACTH hatasait melanokortin receptorok (MC-R) medialjak (5 MC-R izoforma
ismert, amelyek G fehérje-kapcsolt transzmembran proteinek). Ligandjai a
melanokortinok csaladjaba tartoz6 ACTH, melanocita stimulalé hormonok (MSH):
a-MSH, B-MSH ¢és y-MSH, melyek eltérd affinitassal kotddnek receptoraikhoz. MC-R-t
a koOzponti idegrendszeren kiviil a periférias szervekben (mellékvesekéreg, bér,
gasztrointestinum, pankreasz, vese, sziv, tesztisz, ovariumok) is azonositottak. Az ACTH
az endokrin miikodések szabalyozasaban az esszencialis szteroid hormon elvélasztasat a
mellékvesekéreg MC> receptorain at, a melanocita stimulalé hatasat a boér
pigmentsejtjeinek MCy receptorain keresztiil kozvetiti [134]. Bar az ACTH direkt

(periférias) kardiovaszkularis hatasa mindez idaig nem ismert, érdekes tény, hogy a
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szivben jelen vannak MCs; receptorok [135], melyek kozel azonos affinitassal kotik az
Osszes melanoKortint, igy az ACTH-t is. A fentiek miatt, az ACTH periférias
kardialis/kardiovaszkularis hatasa nem kizart, ennek tisztdzdsa azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel. A kozponti idegrendszerben az MC> receptoron kiviil az 6sszes
MC receptor tipus képviselteti magat [136]. Ismert, hogy a MCz és MCs receptor
agonistak patkanyban vérnyomas és szivfrekvencia emeld hatastiak [137]. Ugyan a
kozponti idegrendszer MC receptorai az egyéb melanokortinokhoz képest az ACTH-t
alacsonyabb affinitassal kotik, de patologiasan magas hormonszintek esetén az ACTH
centralis kardiovaszkularis hatasa szerephez juthat. Jobban ismert az ACTH
glitkokortikoidokkal kozvetitett kardiovaszkularis hatasa, amelyet direkt az érfalra
kifejtett mechanizmussal és indirekt mineralokortikoid-szerii hatasaval valt ki. Az ACTH
a gliikokortikoidokkal befolyasolja a sziv kontraktilitasat ezaltal a perctérfogatot. A
gliikokortikoidok a katekolaminok hatasanak potencirozasaval szintén hozzajarulnak az

ACTH kardiovaszkularis regulalé szerepéhez [138].

4.1.5 A prolaktin szerepe és halézati kapcsolatai

A PRL peptidhormon, az adenohipofizis laktotrop sejtjei termelik. Igazolt a PRL
fundamentalis szerepe a laktacioban, ami Osszefiiggésbe hozhat6 tovabbi OT funkciokkal
(tejcsatorna simaizomkontrakcio). A PRL hatast fejt ki a vaszkularis simaizomsejteken
is, a 16 kDa N-terminalis fragmentje bizonyitottan gatolja a koszoruerek relaxaciojat
[139]. Ugyanakkor, a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) és [2-adrenerg mechanizmus
gatlasan keresztiil vazokonstrikciot okoz [140]. A PRL vazotonust szabalyoz6 hatasa
endotél-dependens [141]. A PRL az agyalapi mirigyen kiviil a hipotalamusz egyes
magcsoportjaiban is expresszalodik, ez a centralis eredeti PRL valdszintisithetéen

neurotranszmitterként, neuromodulatorként, centralis citokinként, szabalyozo vaszkularis

novekedési faktorként funkcional [142].

4.2 Az endokrin diszruptorok hatasa az endotél- és wvaszkularis
simaizomsejt funkciora

A szervezet érhalozataban az endotél funkcionalis egységet képez az érfal
szomszédos simaizomsejtjeivel, vazokonstriktor és vazodilatator parakrin mediatoraival.
Ezen lokalis regulaciés mechanizmus teszi lehetdvé az érrendszer kiilonb6zo

szakaszainak differencialt vazomotor szabalyozasat.
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4.2.1 Hipokalémia szerepe a vazospazmusban

A homeosztatikus diszruptor (HD) ezen beliil az ED tulajdonsagt vegyiiletek akar
kozvetlen, vagy kozvetett hatasuk révén endotél diszfunkcidhoz vezethetnek. A kozvetett
hatasok esetén az izoionia lokalis zavara jellemzden megjelenhet (pl. toxikologiai
folyamatok kapcsan kialakuld hanyas, hasmenés okan) [143]. Amennyiben a kozvetett
kornyezeti hatasok az extracellularis ionmillieu-t érintik [144], ott vazokonstriktiv
valaszok kivaltasaban jatszhatnak szerepet, pl. a membranpotencial meghatarozasaban
esszencialis szerepli [K'] valtozas kapcsan. A patologids mértéki és idStartamu
vazokonstrikcios események életet veszélyeztetd cerebralis vagy miokardialis
iszkémiahoz vezethetnek [145], ezért is lehet jelentds a kozvetett kdrnyezeti tényezok
vazokonstriktiv hatasanak tanulmanyozasa. Irodalombol ismert, hogy a vaszkularis
simaizomsejtek hiperpolarizacioja relaxaciot, depolarizacidja vazokonstrikciot okoz
[146]. Tovabba a simaizomsejtekkel funkcionalis egységet képz6 endotél sejtek parakrin
vazokonstriktor ~ (endotelin,  angiotenzin-1l) vagy vazodilatator = mediatorok
(prosztaciklinek, NO) expresszidinak modositasaval reagalnak a membranpotencial
valtozasra. Az endotél eredetli vazodilatator mediatorok egyik csoportja pl. az endotél
eredeti  hiperpolarizaciés  faktorok  (EDHF), amelyek a  simaizomsejt
hiperpolarizaciojaval szabalyozzak a vazotonust. Az emlitett mechanizmusokban az
extracellularis [K*]-nak, valamint az endotél és simizomsejt membran K*-csatorndinak
bizonyitott szerepe van [147]. A XX. szdzadban ismerték fel, hogy a lokalis [K']
csokkenés vazokonstrikciot, az emelkedés pedig vazodilataciot [148] eredményez.
Igazolt tovabba, hogy a cerebralis erekben az alacsony [K*] tranziens vazokonstrikcidt,
majd kompenzatorikus vazodilataciot valt ki, mig az extracellularis [Mg?*] csdkkenés
vazokonstrikciét, a novekedés pedig vazodilataciot okoz [149]. Allatkisérletes
megfigyelések alapjan az emelkedett extracellularis [K*] a befeléiranyuld egyeniranyitd
K¥-csatornak és Na/K-ATPaz stimulaciojan  keresztiil hiperpolarizaciot és
kovetkezményesen koszoraér relaxaciot okoz [150]. A kornyezeti hatdtényezOként
emlitett dohanyzas csokkenti a koszoruerek emelkedett [K*]-ra adott relaxacios valaszat

[151].
4.2.2 Reaktiv oxigén gyokok (ROS) és a vazomotor diszfunkciok kapcsolata

A diszruptor agensek kivaltotta reaktiv oxigén gyokok (ROS) megjelenése
kozponti szerepli @ vazomotor diszfunkcidk kialakuldsdban. Bizonyitott, hogy a ROS

csokkenti a NO biologiai hozzaférhetdségét (aktivitasat) az endotéliumban, mely

20



vazokonstriktiv zavarokban nyilvanulhat meg [152]. A NO L-argininbdl szintetizalodik,
a folyamatot az endotelialis-nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) katalizialja [153]. Ezen
enzimkomplex egy oxidoreduktaz, melynek oxidald6 domainjében kofaktorként
tethrahidro-biopterin (BH4) és HEM, redukalé domainjében flavin-adenin dinukleotid
(FAD), flavin-adenin-mononukleotid (FMN) és Ca?*-kalmodulin van jelen, mely utobbi
a redukalod egységben gyorsitja az elektroncsorgast. Ismert, hogy az oxidativ stressz az
L-arginin metabolizmus modulalasaval hozzajarul a NO biologiai hozzaférhetdségének
csOkkenéséhez, azaltal, hogy a RhoA/Rho-kinaz utvonalon keresztiil indukalja az
L-arginin intracellularis lebontasasaért felelds arginaz enzimet valamint direkt modon
gatolja az L-arginin cellularis felvételéért felelés kationos-aminosav-transzport-1 (CAT1)
transzportert [154]. Tovabba bizonyitott, hogy a ROS a BH4 oxidaciojaval és
hozzéjarul az eNOS ,,un-coupling” jelenséghez, mely soran az enzim a NO produkcio
helyett szuperoxid gyok keletkezéséért lesz felelds [152]. Ismert, hogy a ROS fokozza az
eNOS endogén inhibitoranak, az aszimmetrikus dimetil-L-arginin (ADMA) expresszidjat
¢és gatolja az eNOS aktivaciojahoz sziikséges poszt-transzkripcios enzim foszforilaciot
[156]. A NO biologiai hozzaférhetdségének rapid csokkenéséhez vezet a szintetizalt NO
oxidativ inaktivacioja, mely soran az NO-bdl szuperoxid gyok hatasara ugyancsak reaktiv
peroxinitrit-gyok (*ONOO- ) keletkezik [152]. Ez a peroxinitrit és ADMA a CAT1
transzporter gatlasaval csokkenti a NO bioszintéziséhez esszencialis L-arginin cellularis
felvételét [157] (5. abra).
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5. abra A reaktiv oxigén gyokdk hatasa a nitrogén-monoxid szintézisére
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Az endotél sejtekben L-argininb6l eNOS katalizissel NO szintetizalodik. Az eNOS enzim két monomer
alegységbdl felépiild6 homodimer, melynek C-terminalis része reduktdz, N-terminalis része oxidaz
funkcioju. Az elektronokat a NADPH szolgaltatja, az eNOS reduktaz domainje FAD és FMN kofaktorain
at az oxidaz domain Hem Fe-ionjara a BH4 kofaktor jelenlétében. A végsd elektron akceptor a molekularis
oxigén. BH4 hianyaban a monomerek ,,szétkapcsolt”, (un-coupled) allapotot vesznek fel, igy a redukalt
oxigén ¢és az L-arginin reakcio gatolt. Ekkor a NO helyett szuperoxid gyok keletkezik. A reduktaz
domainben (FAD, FMN) az optimalis elektron transzfert a Ca?*-kalmodulin komplex biztositja. Az endotél
bazalis NO szintézishez sziikséges L-arginint képes maga eléallitani, de megndvekedett igény esetén a sejt
az L-arginint transzporteren keresztiil kiviilrl veszi fel. A ROS gatolja a NO szintézisét: (1) A BH4 gatlasa
révén fokozza az eNOs ,,un-coupled” allapotat, igy a NO helyett szuperoxid gyok keletkezik, amely NO-
dal tovabbi reaktiv gyokoket (pl. peroxinitrit gyok) képez tovabb csokkentve a [NO]. (2) Az L-arginin
transzporter gatlasa valamint (3) az arginaz enzim expresszié fokozasa révén csokkenti a NO szintézisé¢hez
a szubsztrat mennyiségét. (4) Noveli az eNOS endogén inhibitoranak (ADMA) szintjét, mely egyben az
arginin transzporter kompetitiv inhibitora. NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt
formaja, NADP*: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat oxidalt formaja, FAD: flavin-adenin-
dinukleotid, FMN: flavin-adenin-mononukleotid, BHA4: tetrahidrobiopterin, eNOS: endotelialis nitrogén
oxid szintaz, O2": szuperoxid gyok, ONOO": peroxinitrit gyok, Arg transzporter: arginin transzporter,
L-arg: L-arginin, ADMA: aszimmetrikus-dimetil-L-arginin, Earg-az: arginaz enzim, ROS: reaktiv oxigén
gyokok

4.2.3 Gyulladasos folyamatok a vazospazmusban

A diszruptor agensek kivaltotta érfal gyulladasnak szerepe van a vazospazmus
kialakulasaban. Szamos tanulmany igazolja a gyulladas ateroszkler6zist és endotél
diszfunkciot provokalo szerepét [158,159]. Bizonyitott, hogy a magas szenzitivitast C-
reaktiv protein (hsCRP) szérumszintje még egészséges egyénkben is jo korrelaciot mutat
kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval [160]. Ismert, hogy a C-reaktiv protein
(CRP) az endotél sejtekben alulszabalyozza az eNOS transzkripciojat, valamint
destabilizalja az eNOS mRNS-t, mely a NO felszabaduldsdnak csokkenéséhez vezet
[161]. In vivo és in vitro tanulmanyok bizonyitottak a tumornekrozis faktor-o. (TNF-a)
pro-inflammatorikus citokin endotél diszfunkciot erdsité hatasat [162]. A szakirodalom
felveti az érfal enyhe kronikus gyulladasanak koronaria spazmusban betoltott szerepét
[163]. Vazospasztikus anginaban szenvedé betegek koszoruereinek falaban gyulladasos
sejtek megjelenését [164] valamint gyulladasos markerek (CRP, ICAM1, foszfolipaz A2,
szolubilis P-szelektin) emelkedett plazmaszintjét igazoltak [165,166]. Bizonyitott, hogy
a koszoruér spazmus patogenezisében szerepet jatszik az endotél diszfunkcid és az
endotél csokkent NO generalo aktivitasa [167]. Human patologiai vizsgalatok a
spasztikus koronaridk adventicialis gyulladasarél, valamint perivaszkularis ideg-
1€zigjarol szamolnak be [168]. Az adeventicia gyulladasanak koszoruérspazmusban
betoltott szerepét ép endotél mellett in vivo sertés modellen végzett experimentalis
vizsgalatok is bizonyitjak. Tanulmanyok felvetik a gyulladas okozta vaszkularis
simaizomsejtek hiperreaktivitasanak szerepét a vazospazmus kialakulasaban [163,169].

Igazolt, hogy az interleukinok (IL) koziil az IL-f és TNF-a pro-inflammatoérikus citokinek
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a RhoA/Rho-kindz 1tvonal aktivalasaval fokozzdk a miozin filamentumok
Ca?* érzékenységét, mely a vaszkularis simaizomsejt hiperkontrakcidjahoz vezet

[170,171].

4.3  Endokrin Diszruptorok hatasa az érfal kéros strukturalis elvaltozasaira

Az érfal szovettani rétegei: intima, media és adventicia. Az érfal mechanikai
stabilitasaban a mediat és az adventiciat alkotd simaizomsejteknek tovabba az
extracellularis matrixnak jelentds szerepe van. A médiat €s adventiciat alkoto sejtes €s
kotészovetes elemek degeneralodasa érfalgyengeséghez vezet. A strukturalisan
meggyengiilt és funkciojaban karosodott érfal a megnovekedett aramlasi viszonyokra,
nyir6 erdkre adott maladaptiv mechanizmus révén kitagul [172], mely kompresszios

tiinetekhez, sulyos esetben életet veszélyeztetd vérzéssel jard ruptirdhoz vezethet.

4.3.1 Reaktiv oxigén gyokok (ROS) szerepe az érfal strukturalis zavaraban

A diszruptor agensek kivaltotta ROS-nak kozponti szerepe lehet az aneurizmak
patomechanizmusdban. Human- és allatkisérletes vizsgalatok bizonyitottdk a NADPH
oxidazok, ,,uncoupled” (nem konjugalt) eNOS, a mieloperoxidazok és xantin-oxidazok
aorta aneurizmak keletkezésében betoltott szerepét [173,174].

Human kornyezettoxikologiai vonatkozasokat csak a dohanyzas kapcsan targyalja
a szakirodalom ebben a témakdrben. Kutatasi eredmények igazoljak, hogy a dohanyfiist
gaz- és korpuszkularis komponenseinek szabadgyok tartalma a szervezetben tovabbi
ROS generalasaval hozzéjarul az oxidativ stressz kialakuldséhoz. Ez a hatas gyulladésos
[175]. Ismereteink szerint a dohanyzas nemcsak az aterogenikus, hanem direkt érfal
gyengitd mechanizmusok révén is kivaltja aneurizmak megjelenését. Ismert tény, hogy
aktiv dohanyosokban szignifikansan csokkent az artéridk faldban az I-es tipusu
kollagének valamint a kollagén fibrillum képzddéséhez sziikséges proteoglikan, a decorin
keresztiil fokozza az érfalak extracellularis matrixanak elbontasaért felelés matrix-
metalloproteazok (MMP) koziil a MMP-2 enzim expressziojat [177]. A dohanyzas az
ferroptozisaval is hozzajarul az érfalak gyengitéséhez [178]. Ismert, hogy a ferroptozis a
programozott sejthalal egy non-apoptotikus formaja, amelynek mechanizmuséaban a vas

¢és a ROS kozponti szerepével bir [179].
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4.3.2 Gyulladasos folyamatok szerepe az aneurizmak kialakulasaban

Az aneurizmék kialakuldsban az inflammatorikus mechanizmusoknak
vitathatatlan szerepe van [180]. Szamos szovettani vizsgalat talalt gyulladasos eredetii
sejteket, makrofagokat és leukocitakat az aneurizmak falaban, melyek MMP és citokin
termelésiik révén eldsegitik azok kialakulasat [173]. Allatkisérletes modelleken végzett
tanulmany alapjan az érfalat infiltral6é gyulladdsos sejtek altal termelt MMP-1, MMP-2,
MMP-3, és MMP-9 [181,182], valamint a citokinek koziil a TNF-a, interleukinok: IL-1,
IL-4, IL-5, IL-6, IL- 23 ¢és interferon-y (IFN-y) direkt Gsszefliggésbe hozhatd egyes
aneurizmak kialakulasaval, mig az IL-10 és transzformalo novekedési faktor B (TGF-p)
protektiv szerepilinek bizonyultak [183].

Kornyezeti expozitorként a dohanyzas érfal gyulladast kivalto szerepe bizonyitott
human vonatkozasban. Kisérletes tanulmanyok igazoljék, hogy a dohdnyzas (nikotin és
tovabbi komponensei) hatasara aktivalt endotél sejtek fokozzak a leukocitak érfelszini
kitapadasat el6idézé proteinek pl. intercellularis adhézios molekula-1 (ICAM-1) és
vaszkularis adhézios molekula-1 (VCAM-1) kivalasztasat, ezzel elésegitve a keringd

crcr

infiltralo makrofagok IL-1B és TNF-o produkciojat [185].

5 Kornyezeti expozitorok diszrupcios és Kkardiovaszkularis
hatasai

5.1 Klérbenzol expozicidk

Ismert, hogy a human populacio klorbenzol expozicidja elsésorban a
gasztrointesztindlis rendszeren keresztiil (szennyezett élelmiszer /pl. halak, vadhus/
illetve viz fogyasztdsa), a tiidon (inhaldcioval) és a boron at (transzporttal) valosul meg a
leggyakrabban [24,25,26], melyek koziil a legjelendsebb expozicidos tutvonalat a
taplaléklanc jelenti. Noha a HCIB vizoldékonysaga rendkiviil alacsony, eléfordulasa a
felszini vizekben Kanadaban 0,018-2,2 ng/dm®, Németorszaghan 3-62 ng/dm3, USA
Texas allamaban 0,01- 0,61 ng/dm® Hollandiaban 0,1-100 ng/dm?® koncentracidban
igazolt. Ezaltal a vizi életk6zosségek folyamatos expozicionak vannak kitéve €s rajtuk
keresztiil a taplaléklanc is. A taplaléklanc résztvevdiben depondlddo, illetve feldusuld
HCIB végiil jelentés human expoziciohoz vezethet. A CIB vegyiiletek az International
Programme on Chemical Safety (IPCS) (186) adatkozlései szerint igen gyakori

eléfordulastiak a taplalékaink zsiros fazisaiban pl. az USA kereskedelmi forgalmaban
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atlagosan kovetkezd dézisokban van jelen, a tojasban: 0,2 pg/kg nedves tomeg; a
marhahtsban: 0,3 pg/kg nedves tomeg; a vajban: 0,6 pg/kg nedves tomeg. A lengyel
lakosok 1996-ban becsiilt fejenkénti éves atlagos HCIB expozicidja 518 pug
(1,4 ng/fé/nap) volt [187]. A kiragadott adatok jol prezentaljak, hogy a human populaciot
folyamatosan éri CIB expozicio a taplalkozasi ttvonalon at [188].

Mivel a CIB-ok lipofilitasuk révén atjutnak a placentan és koncentralodnak az
anyatejben is, amelynek CIB koncentracidja korrelal az anyai szérum CIB tartalmaval
[189]. A HCIB-t az International Agency for Research on Cancer (IARC) 2B (human
karcinogenitasa lehetséges) és 3A (bizonyitottan allati karcinogén) csoportba tartozo
karcinogénként sorolta be. De ismert pajzsmirigy-, maj-, vese-, csont-, borfunkcidok
dozistol fiiggd zavaré hatisa is [190]. Allatkisérletek igazoltdk a HCIB tremort,
hiperaktivitast, hiperexcitabilitast kivaltd, tanulast és memoriat zavar6 hatasait is [191].
Human esetben a prenatalis, placentalis HCIB expoziciok a spanyolorszagi Menorca-ban
¢s Flix teriiletén szignifikans Osszefliggést mutattak a koldokzsindr vér magasabb HCIB
tartalma ¢és a tarsas kapcsolatok csokkenése, tovabba a figyelemhianyos hiperaktiv
viselkedészavar kialakulasa k6zott [192].

A CIB-ok 0Osztrogénszerli hatasai is igazoltak [193,194], amelyen keresztiil
feltételezheten az adenohipofizisben prolaktinomak kialakulasahoz [195], de a
periférian vazokonstrikciohoz is [196] vezethetnek. A CIB-ok jelentds ROS képzok [197].

A HCIB metabolizmusa soran igen reaktiv intermedierek - pl. tetrakloro-benzo-
kinon (TCBQ) és tetrakloro-hidro-kinon (TCHQ) keletkezhetnek, amelyek vizes
kozegben nagy mennyiségli OH-szabad gyokot generalnak [198] (6. abra).

HCIB
CYP450 ~
Glutation \ R 0 S
transzferaz
PCP-NAC / PCP
(PCP-n-acetil-cisztein) (Penta-kloro-fenol) ——
PCP
J» hidmxila’aﬁ\
PCBT TCBQ
Penta-kloro-benzén-tiol Tetrakloro-benzo-kinon
+ H;0
TCBO L .
reduktaz - szemi-kinen + (QH
exkrécid m—

Tetrakloro-hidro-kinon

6. abra HCIB intraorganikus metabolizmusa, valamint ROS képz6 potencialja
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A HCIB primer metabolitia a PCP, amely transzformacios folyamatatot a CYP450 mono-oxigenaz
enzimrendszer katalizalja. A metabolizmus masodik, konjugacios fazisaban a PCP glutation transzferaz
enzim hatasara glutationnal konjugalodik, ennek eredménye vizoldékony PCP-NAC és PCBT. A
keletkezett metabolitok a vizelettel kivalasztasra keriilnek. A biotranszformacio elsé 1épésében PCP-bol
erdsen reaktiv TCBQ és TCHQ metabolitok keletkeznek a PCP hidroxilaz és TCBQ reduktaz enzimek
révén, a keletkezett metabolitok a vizes k6zegben jelentés mennyiségii hidroxil- és szemi-kinon gyokot
képeznek. A HCIB ¢és metabolitjai koziil a kinonok rendelkeznek a legjelentdsebb ROS képzd
tulajdonsaggal. HCIB: hexaklorbenzol, PCP: penta-kloro-fenol, TCBQ: tetra-kloro-benzo-kinon, TCHQ:
tetra-kloro-hidro-kinon, PCP-NAC: penta-kloro-n-acetil-cisztein, PCBT: penta-kloro-benzén-tiol,
CYP450: citokroém P450 mono-oxigenaz, PCP hidroxilaz: penta-kloro-fenol hidroxilaz, TCBQ reduktaz:
tetra-kloro-benzo-kinon reduktaz, OH": hidroxil gyok, ROS: reaktiv oxigén gyok

A CIB-ok a Kkeletkezett ROS-on keresztiil gyulladasos, apoptotikus és
ferroptotikus folyamatokat is generalhatnak, amely szervi diszfunkciokhoz vezet (7.

abra).

T TCBQ

A Fe?*, .
B - Ferroptozis
A= /)

Q-r.t‘..‘.m:r.\'t.syn.‘x:m:')nwt‘. Fed+
7. abra Klorbenzol metabolitok ferroptozist indukald intracellularis mechanizmusai
[199]

A ferroptozis megjelenése vas ionok intracellularis akkumulacjat és ROS képz6dést igényel. A CIB-ok
metabolitjaikon (pl: TCBQ) keresztiil mindkét feltételhez hozzajarulnak. A TCBQ egyrészt a TF és TRF1
génexpressziojanak fokozasaval eldsegiti a Fe®* felvételét a sejtbe, amely az endocitotikus vakuélumboél a
DTMI1 segitségével a citoplazmaba keriil és Fe?* formdaban ideiglenesen raktarozodik, masrészt csdkkenti
a felhalmozodott Fe?* exportjat a FPN1 expressziojanak gatlasaval. A TCBQ tovabba gatolja az antioxidans
GPX4 enzim expresszidjat, hozzajarulva a ROS intracelluléris képzddéséhez. A sejtek ferroptozisra adott
véddmechanizmusanak kozponti regulatora az Nrf2, amely a GSH biologiai aktivitasanak fokozasaval
javitja a GPX4 funkciot. Ez csokkent ROS képzddéshez vezet, valamint a FTHI1 expressziojanak
fokozasahoz, amellyel hozzajarul az ideiglenes vas raktarak csokkentéséhez. TCBQ: tetra-kloro-benzo-
kinon, TF: transzferrin, TFR1: transzferrin 1 receptor, DMT1: divalens metal transzporter 1, LIP:
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ideiglenes vas raktar, FPN1: ferroportin 1, Nrf2: eritroid 2 eredetii nuklearis faktor, GSH: glutation, GPX4:
glutation peroxidaz, FTH1: ferritin nehéz lanc 1, ROS: reaktiv oxigén gydk

5.2  Fenilkarbamid expozicidk

Toxicitasuk elsésorban a methemoglobinémia kialakuldsaval hozhato
Osszefliggésbe, ami gyengeséget, Szinkopét, tahikardiat, kardiorespiratorikus zavarokat
general [200]. A DU egyik metabolitja a 3,4—dikloranilin (3,4-DCA), amely toxikusabb
a kiindulasi anyagnal. Human- és 6kotoxikolodgiai hatasai kozott ismert a karcinogenitasa
[201]. A peszticidek er6s expozicioi acetilkolin észteraz enzim (AChE) gatlast
eredményeznek, amelynek kovetkezménye az agy, valamint az érintett idegrendszeri
elemek idegvégzddésein, tovabba a vérben az acetilkolin (ACh) koncentracio fokozodas
[202]. A fenilurea vegyiiletek és diuron toxikoldgiai szerepét az aril-szénhidrogén
receptor (AhR) ligandfiiggd transzkripcids faktor kozvetiti. A DU CYP1A1 mRNS-
szintet indukalt egér hepatoma (Hepalclc7) sejtekben ¢és AhR-fiiggd luciferaz
riportergén expressziot stabilan transzfektalta egér, patkany, tengerimalac ¢s human
sejtvonalakban [203]. Longitudinalis vizsgalattal igazoltak, hogy a vegyszermentes
gazdalkodok és a herbicideket alkalmazok (pl. DU) pajzsmirigyhormon szintje k6zott
szignifikans eltérés mutatkozik (DU /TSH emeld/), ami az anyagcsere paraméterek
(triglicerid, a koleszterin: a HDL/LDL, sth.) zavaraval is tarsul [204]. Tanulmanyok
igazoltak a diuron ROS general6 potencialjat z61d algakban [205], osztrigafélékben [206],
halakban [207] és human tumoros sejtekben [208] is. Valamint ismert, hogy a sorafenib,
mely egy tumorellenes szerként torzskonyvezett vaszkularis endotelidlis ndvekedési
hormon (VEGF) inhibitor tulajdonsagt fenilurea szarmazek, az eNOS gétlasan keresztiil
endotél diszfunkciot okozhat [209,210] valamint RhoA/Rho kinaz utvonal aktivalasan
keresztiil simaizomsejtek hiperkontrakciojahoz és életet veszélyeztetd koszoruérgdreshdz
vezethet [211,212]. A fenilureak kozvetett toxikoldgiai mechanizmus (hasmenés, hanyas)

kapcsan jelentds hipokalémiat okozhatnak.
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6 Célkitiizés

Jelen munkaban a kornyezeti expoziciok vizsgalatat céloztam in vivo és in vitro
biologiai rendszermodellekben azzal a céllal, hogy a vizsgalatokban alkalmazott
halogénezett és/vagy aromas szénhidrogén hatotényezOkrél megallapithassam esetleges
ED hatasaikat, valamint az igy triggerelt hattérmechanizmusokat. Tovabbi, stratégiai
célom volt, hogy experimentalisan az alkalmazott hatétényezok ED hatéasait kutatva
talaljak kapcsolatot a human vonatkozasokkal és kovetkezményesen egyes, a periférian
kialakulo patologias eseményekkel. A kornyezettoxikologiai kisérletes vizsgalatok
eredményeinek és ezek lehetséges biologiai hattérmechanizmusainak ismeretében, a
feltart informaciodkat az orvosi diagnosztikaban, a preventiv medicinaban és az esetleges
terapiatervezések soran kivantam hasznositani az érspazmussal, vagy aneurizma
képzddéssel jaro kardiovaszkuldris megbetegedéseknél.

Vazolt céljaimat megalapozta az a tény IS, hogy a kardiovaszkularis
megbetegedések nemzetkozi szakmai ajanlasai nem fogalmazzak meg karakterisztikus
kockazati tényezOkként a kornyezeti expozitorok szerepét a nevezett érspazmus, vagy
aneurizma betegségcsoportok kialakulasaban. Noha a kardiovaszkularis betegségek
gyakorisaga vildgszerte igen magas €s a vezetd haladlokok kozé sorolhatd hazankban is.
Nagy jelentéségii lehet ebben a kontextusban a napi életvitel soran jelentkez6 expozicios
utvonalak azonositdsa és a hatdsok tematikus vizsgélata, ami csak experimentalis
modellek alkalmazasaval lehetséges. A human vonatkozéasokat viszont a hatdtényezok
kisérletes hatasvizsgalataival feltart biologiai mechanizmusokkal, mint csomdpontokkal
kapcsolatba hozhatjuk, tamogatva ezzel a klinikai gyakorlatot.

Dolgozatomban az allatkisérletes kutatasi munkak a homeosztatikus szabalyozasi
elemek tanulmanyozasara és azok hattérmechanizmusainak feltarasara iranyulnak, igy
ezek vizsgalatdhoz eldszor a kisérletek, mint modellvizsgalatok tervezése, kidolgozasa és
standardizalasa volt a cél. fgy feladatnak tekintettem a kisérleti modell olyan hatétényezé
¢s hatds rendszerének kialakitasat, amely valoban biztositja a lehetdséget az
experimentalis munka eredményeinek az orvosi gyakorlatba torténd extrapolalasahoz.

Ph.D. disszertdciomban eldszor a homeosztatikus diszrupcidés eseményeket
meghatarozo6 kémiai expozicios vizsgalatok elvégzését céloztam, majd a detektalt hatasok
érspazmus ¢és aneurizma rendszereket érintd, az orvosi gyakorlat szdmara kapcsolt

jelentdségét kivantam vizsgalni.
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A fent vazoltak kutatdsadhoz a kdvetkezd problémakorok megoldasara kerestem a
valaszt, illetve probaltam ezekkel a vizsgalatokkal a tovabbi kutatdsaimhoz feltarando
témateriileteket meghatarozni.

1. A munka soran elsé igénypont a standardizalt in vivo és in vitro allatkisérletes
(Wistar patkany) vizsgalati modellek kialakitasa, amelyekben a(z)
a, taplalkozasi expozicids ttvonal beallitasa volt az elsédleges cél.
b, adenohipofizis altalunk indukalt prolaktinomas transzformacidja igazoltan
megvalosul, ezaltal olyan kutatdsi modell kialakitdsa, amellyel patologias
allapotokban is tanulmanyozhatok az expozicios események.
C, kémiai terhelést jelenté hatotényezok (mCIB: TCIB+HCIB) in vivo
expozicioinak szubtoxikus dozisai és a kezelési idétartamok meghatarozasra
keriilnek.
2. A neuroendokrin regulacido kornyezeti hatotényezokre bekodvetkezd esetleges
valtozasainak a tanulmanyozasa azt a célt is szolgalta, hogy az endokrin hatdsok mellett
feltarasra keriiljenek azok a kapcsolt celluldris mechanizmusok is, amelyek a
vazospasztikus angina vagy az aneurizmak kialakulasaban szerepet jatszhatnak. Tovabba
vizsgalandoé volt, hogy az organizmus szinten detektalhatok-e az in vivo mCIB kezelések
hatésai (szérum hormonszintekben és viselkedési elemek modosulasaiban). Valamint a
kapott eredmények Osszefiiggésbe hozhatok-e a vazospasztikus angina vagy az
aneurizmak kialakulésaval?
a, A 2. celkitlizési pont tanulmanyozasahoz el6szor az adenohipofizis esszencialis
ACTH hormonelvalasztasdnak vizsgdlata, majd a reguldcidos mechanizmusok
kovetéséhez a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely mikodésének in
vitro adenohipofizis sejtkultura (AdH) és prolaktinomas adenohipofizis primer
sejtkultira (PRLOMA) szabalyozasi ciklusmodell kialakitasa volt a cél.
2aa, A beallitott, standardizalt kisérleti rendszerben tanulmanyozni kivantam
tovabba, hogy a CIB-ok és fenilurea kezelések mennyire érintik az ACTH és
a PRL release-t?
2ab, Az in vivo CIB kezelés megvaltoztatta-e a vérplazma ACTH tartalmat?
2ac, Tovabba vizsgaltam, hogy a CIB expoziciok a Mg?*-ATPaz aktivitisara
milyen hatdssal vannak?
b, A cellularis és organizmus szintli kutatasi protokollok &sszekapcsolasaval
kivantam tanulmanyozni a neurohipofizis monoamin (NA /noradrenalin/, 5-HT

[szerotonin/) aktivalt in vitro (neurohipofizis sejtkultira: NH) ciklusmodelljében
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3.

az in vivo CIB (mCIB: TCIB+HCIB) kezelések hatasait az AVP és OT
elvalasztasara.
2ba, Tovabba, vizsgalni kivantam még, hogy az in vivo mCIB kezelések
miként hatnak a plazma AVP és OT tartalmara? Fontos volt a stratégiai célom
(az extrapolalas) szempontjabdl, hogy az esetlegesen detektalhatd valtozas
Osszefliggésbe hozhato-e az in vitro CIB hataseredményekkel?
c, Jelentds kérdéskort képviselt az organizmus szinten zajlo kutatdsok soran, hogy
az AVP és/vagy OT altal is medialt viselkedésmintazatok a CIB-ok jelenlétében
mutatnak-e értékelheté valtozasokat? Tovabba, milyen altalanos cellularis
mechanizmusokkal hozhatok kapcsolatba az észlelt hatasok?

A gyakran bekovetkezd kozvetett ED hatés vizsgélatdhoz a lokalis, extracellularis

ionmillieu (pl. [K']) valtozdsok modell vizsgalataival az is célom volt, hogy

tanulmanyozasra keriiljon, miként valésul meg az egészséges és transzformalt sejtek

crer

kialakult hatotényezd/hatdseredmények milyen alapmechanizmussal zajlanak? Ezen

kérdéskor megvalaszolasahoz az alabbi részcélokat kivantam tanulmanyozni:

4.

a, Els6 1épésben a kutatasi kovetelményeket kielégitd in vitro vizsgalati protokoll
kialakitasa volt a cél.
b, Majd a kitiizott cél szerinti kérdés megvalaszolasahoz vizsgaltuk, hogy az in
vitro AdH és PRLOMA sejtek lokalis hipokalémiaban miként valtoztatjak meg az
esszencialis (ACTH) ¢s nem esszencidlis (PRL) hormon release funkciokat €s
ezek a két modellben mennyire eltéréek?
3ba, Tovabba, milyen mechanizmussal hozhatok Osszefiiggésbe a
hipokalémidban észlelt hormonelvalasztasi kinetik4k?

Az experimentalis tapasztalatok alapjan meriilt fel a kérdés, miszerint az ED

vegyliletek kivalthatnak-e olyan kardiovaszkularis hatdsokat, amelyek funkciondlisan a

vazospazmushoz, vagy strukturalisan aneurizma megjelenéséhez vezetnek?

a, Jelen kérdéskor tanulméanyozédsdhoz eldszor a nevezett betegségek invaziv
diagnosztikus ¢és terapias megoldasait kell vizsgélni:

1. vazospasztikus angina esetén

2. aneurizma esetén.
b, Ezutan vizsgalandd, hogy a tanulmanyozni kivant betegségek kialakulasaban
milyen lehetséges szereppel birhatnak a kornyezettoxikologiai szempontbol

jelentds ED vegyiiletek?
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7 Modszerek, anyagok

7.1  Invivo kutatasi protokollok
7.1.1 Alkalmazott expoziciék és kisérleti csoportok

A kisérletek soran a him Wistar torzsti patkanyokat (Charles River, Isaszeg,
Magyarorszag, a kisérletek kezdetén 120-150 g tomegii, 4-6 hetes) HCIB és TCIB 1:1
aranyu keverékével (mCIB) kezeltiikk, megel6zd expozicios dozisbedllitasok utan. A
vizsgalatainkban taplalkozasi utvonalon keresztiili expozicios utvonalat alkalmaztuk. A
kisérleti allatokba gyomorszondaval (csecsemd gasztrikus szonda) a mCIB bejuttatas:
napi 10,0 pg/testtomeg kg (ttg kg) / vagy 1,0 (D2) nug/ttg kg, vagy 0,1 (D1) pg/ttg kg
dozisban; 1 ml végtérfogatban; 0, 30, 60 és 90 napon keresztiil tortént.

A kezelési protokoll standardizalasakor vizsgalatainkhoz a kovetkezd csoportokat
képeztiik:

Kontroll csoportok:

-Abszolut kontroll csoportok: (kontroll) kezeletlen/nem stresszelt allatok (n=10).

-Stressz kontroll csoportok: (SC) 0, 30 (n=10, SC-30 csoport), 60 (n=10, SC-60
csoport) és 90 (n=10, SC-90 csoport) napon 4t lires gyomorszonda kezelésben
részesiiltek.

-Pozitiv  kontroll csoport: (+C) az allatok a kezelési protokoll sordn, a
gyomorszondan 0, 30, 60 és 90 napon at a CIB szolvensét (0,001 ezrelékes etanol oldat)
kaptak 1 ml-es végtérfogatban (n=10).

-Negativ  kontroll csoport: (-C) a kisérleti allatok a kezelési sémaban
gyomorszondan at, ismert anyagtartalmu ivovizet kaptak 1 ml végtérfogatban; 0, 30, 60,
¢és 90 napig (n=10).

CIB kezelési csoportok:

- CIB kezelt csoportok: 30, 60 és 90 napos kombinalt klorbenzol expozicids csoport

(10 éallat/csoport/kisérletsorozat, 5 kisérletsorozatban), melyeket gasztrikus szondan

keresztiili taplalkozasi séma szerinti expozicids uton kezeltiik.
7.1.1.1 Kisérleti protokoll

A mar bemutatott kisérleti csoportokban 0, 30, 60 és 90 napon &t torténtek a
modellallatok kezelései. A CIB kezelések megfeleld idopontjaiban végeztiink

viselkedésvizsgalatokat (a himek k6zotti agresszivitast modositott resident-intruder (RI)
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[213]; a szorongast open field (OF) [214] és elevated plus maze (EPM) [215] tesztekkel
mértiik) (8. abra).

In vivo mCIB kezelt Wistar patkanyok ED hatasvizsgalatai

Kontroll

p s ) ‘ ) :
O:nap 30map 60:nap S'I]inap 1.
E i i in vivo ”
‘ ‘ ‘ i CIB kezelés
; ; ; 2
; ] i viselkedés
Vér és Vér & egyéb Vér és Viér & egyéb vizsgalatok
egyéb mintavételek mintavételek egyéb mintavételek mintavételek
Mg**ATP-iz, ACTH, PRL , AVP, OT meghatirozisok 3.
_____ E____________:T____________}____________?___eﬁﬂiﬂirfn’:
' . : : szévet-
‘ ‘ ‘ % mintavételek
: 'SPSS, ANOVA, SAS | : 4.
_____ e T e

Fehérjemeéres: Pierce BCA Protein Assay Kit-tel; Hormonmeghatarozas: RIA, LIA modszerrel; Mg* -az aktivitas:
madositott hMartin-Dotty modszerrel; Statisztika: kétutas ANOVA modszer és SAS program;

8. abra In vivo kisérleti protokoll a mix-klorbenzol (mCIB) kezelések hatasanak
vizsgalataban
(1. Kezelési idtartam és az expoziciés médok megjelenitése. 2. A viselkedés vizsgalatok (open-
field teszt (OF), az elevated plus maze teszt (EMP), resident-intruder (RI) teszt). 3. Kezelések
szerinti mintavételek (vér: majenzimek; vérplazma hormon meghatarozasok; szovetmintdk:
toxikologiai vizsgadlatok, in vitro modellekhez szovetmintak). 4. Statisztikai analizis, kiértékelés.)

A viselkedés-vizsgalatok utan a kisérleti allatokbol alvadasgatolt és nativ vérmintakat
nyertiink, melyek plazmajabol az OT, AVP és PRL hormonokat radioimmunoassay
(RIA), az ACTH hormont immunokemilumineszcencia (LIA) modszerrel detektaltuk. A
szérumbol a majfunkciokat jelzé majtranszferaz enzim volumeneket (szérum glutamat-
oxalacetat-transzaminaz (SGOT) [216], szérum glutamat-piruvat-transzaminaz (SGPT)
[217] és gamma-glutamil-transzpeptidaz (GGT) [218]) mértiik, melyekkel a CIB
expozicidk toxicitasi értékeit kovettiik (8. dbra).

A kezelések soran és/vagy a kezeléseket kovetéen az adott kezelési sémahoz
tartozo allatok testtomegét mértiik, valamint a kezelési id0sav lejartdval a fontosabb
szervek tomegét (maj, 1ép, vese, mellékvese, stb.) is detekaltuk. A testtomeg-
valtozasokbol és a majenzimek szérum szintjeibdl szdrmazd adatokkal igazoltuk a

kisérleteinkben alkalmazott klorbenzol dgensek szubtoxikussagat.
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A kezelt patkanyok hipofizisébdl primer, monolayer neurohipofizis (NH) és
adenohipofizis (AdH) sejtkultirakat készitettiink. A megfeleld kora in vitro monolayer
kultardk ACTH, AVP, OT elvalasztasanak idokinetikajat kovettiik, igy hataroztuk meg
az in vitro kisérletekben alkalmazandd kezelési id6savokat. A hormon release
szabalyozasaban jelentés monoaminok koziil a NH kultardk 5-HT és NA receptorainak
jelenlétét igazoltuk a kisérleti protokoll standardizalasahoz, valamint meghataroztuk a

NH kulturak 5-HT és/vagy NA medialt AVP és OT elvalasztasat RIA modszerrel [37,38].
7.1.1.2  Viselkedés vizsgdlatok

A viselkedés-teszteknél a vizsgalatainkhoz minden allatot egyszer hasznaltunk. A
teszteket azonos koriilmények mellett (stressz szegény: pl. gyengén megvilagitott
helyiségben) végeztiik. A teszteket 1 Ords, habitualodasi id6t kovetden inditottuk. A
kisérleti protokoll szerinti csoportbeosztasu allatokat (véletlenszer(i sorrendben) vontuk
be a vizsgalatokba. A kisérleti apparatust minden proba elétt 70%-0s (v/iv %) etanollal
megtisztitottuk, hogy elimindljuk a keletkezett szagok 4llatra/viselkedésére gyakorolt
esetleges hatasait. A vizsgalatokat az arénak teljes exszikalodasa utan végeztiik. A
mutatott viselkedési elemeket a tesztapparatus felett, a mennyezetre erdsitett kameraval,
illetve egy hozza kapcsolt viselkedési szoftver: az Ethovision (v2.3, Noldus Information

Technology, Wageningen, Hollandia) [219] segitségével rogzitettiik, majd elemeztiik.
7.1.1.2.1  Open field (OF) teszt

Az OF teszt standardizalt metodika, a ragcsalokra jellemz6 lokomotoros aktivitas,
felfedez6 viselkedés, kivancsisag, szorongas és habitualddas tanulmanyozasara [214]. A
kisérleti allatot egy feliilrdl nyitott, szabvanyos méretii (45 cm magas, 80 cm atmérd;d,
kor alaku) sziirke, cstiszasmentes padloji tires aréna kozepére kell helyezni. A vizsgalat
soran a kovetkez6 paraméterek keriiltek megfigyelésre és rogzitésre Komputerizaltan és a
vizsgalatok utdlagos ellendrzését végzé személyek altal: az allat altal a centrumban és
periférias zonaban eltoltott ido; az allat mozgasanak atlagsebessége; az allat altal a
mozgassal eltoltott id6 és a megtett ut; az allat agaskodéasainak (rearing) frekvenciaja és
id6tartama; a tisztalkodasok szama; a vakarozasok szama; a freezing-ek szama, a

székletek (faeces) szama. Az allatok viselkedése 5 perces iddsavban keriilt rogzitésre.
7.1.1.2.2  Elevated plus maze (EPM) teszt

A ragcsalok szorongasanak vizsgalatara alkalmas standard eljaras az EPM teszt [215]. A

tesztapparatus szabvanyos ¢€s standardizalt rendszert (k6z0s, centralis teriiletbdl kiinduld
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4 db, egymasra mer6leges, periférias, egyenként 50 cm hosszi — két nyitott, oldalfal
nélkiili és két zart, 8 cm szélességli karbdl felépiild) aréna. A tesztmoddszertan €s az
adatkiértékelés is standardizalt. Az apparatus alatti teriilet fekete anyaggal lefedett,
csokkentve a magassag észlelésébdl szarmazd (félelemkeltd) tényezdket. A vizsgalat
kezdetén az allatot a centrumba helyezziik, egy adott nyitott karral szemben. A vizsgalat
soran, a kovetkezd paraméterek keriiltek megfigyelésre (Komputerizalt és utdlagos
ellen6rz6 emberi kiértékeléshez): a nyitott és a zart karokban to1tott id6 teljes tartama; az
eldnyben részesitett (preferalt) teriilet (a nyitott terlileten toltott 1d6 és az apparatusban
toltott id6 aranya szédzalékban megadva); a zondkba torténd belépések szadma; az
agaskodas, tisztalkodas, szimatolds, freezing frekvencija és idétartama. Az allatok

viselkedése ebben a tesztben 3 percen at volt detektalva.
7.1.1.2.3  Himek kozotti agresszivitas vizsgalata (RI teszt)

Kisérleteink soran az agresszio vizsgalatara modositott RI teszteket [213] hasznaltunk. A
bentlako (resident) allat egy forgdccsal boritott teriileten 5 percen at habitudlodott. A
tesztben rogzitésre keriiltek a resident (,bent lakd, habitualt”) allatra jellemzo
lokomotoros/explorativ és a szorongésos viselkedéselemek. A habituaciot koveten, a
kisérlet 6. percében a betolakodo (intruder) allat a resident mellé keriil. Az allatok kozott
megfigyelhetd interakcidok és azok iddtartama és/vagy frekvencidja és/vagy latencidja
keriilt rogzitésre (Komputerizaltan), majd kiértékelésre digitalizaltan és kontroll személy
altal: A, a resident éllatra jellemz0 lokomocio, felfedezd magatartas, szaglaszas, freezing,
mosakodas mellsé végtagokkal, vakardzas hatsd végtagokkal. B, szocialis viselkedési
formak: intruder allat mosdatasa, nazo-nazalis €s nazo-genitalis kapcsolatok. C, offenziv
viselkedési formak: fenyegetd testtartds (intruder allat f6lé magasodés, ramaszas,
alacsonyabb pozitiraba vald kényszerités), timadas (els6sorban a hat és nyaktdjékon a
bunda ¢€s a bor harapasa a fej gyors mozgatasaval, mells6 végtagokkal valo iités, lateralis
iranya szurkalasok, nyomasok), a menekiil¢ intruder allat gyors iildozése. D, defenziv
viselkedési formdk: védekezd testtartds (intruder allat tAmadasa ellen hatsé labra allas
vagy Osszekuporodds, tavolsagtartds lehetOségének keresése, megadasi készség,

menekiilés). Ez a tesztvizsgalat 5 percen at zajlott.
7.1.1.3  Prolaktinomds adenohipofizis in vivo indukcidja 6sztron-acetdt implantdciéval

Az invivo, 6 honapon at, szubkutan beiiltetett 6sztron-acetattal (150 pg/ttg kg/hét)
Wistar torzsti @ patkanyoknal prolaktinomas adenohipofizis megjelenését valtottunk ki.

A prolaktinomas adenohipofizis kialakuldsat a vérplazma PRL szintjének mérésével
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(emelkedés) kontrollaltuk [220]. A steril korilmények kozott eltavolitott prolaktinomas
adenohipofizisb6l PRLOMA sejttenyészeteket készitettiink, a tovabbi In vitro

vizsgalatokhoz (9. abra).

7.2 Invitro vizsgalatok
In vitro ED hatasvizsgalatok AdH, PRLOMA

szubkutdn Osztron-acetat implantacié 6 honap

o $ I Wistar @ patkdnyok
) e transzformalt
adenohipofizis
sejtek
Adenohipofizis Prolaktinémas adenohipofizis
Monolayer, primer sejtkultirdk fiziologids WV
AdH  médiumaban PRLOMA
Adrenokortikotrop hormon (ACTH) L elvalasztis
Prolaktin (PRL) | kovetése*
iy Kowvetett ED hatds: hipokalémia 0-2,0 mM [K'] PRLOMA
A kozvetlen ED hatés: szénhidrogén és halogénezett
szénhidrogén kezelések
E-magnézium-fuggd ATP-4z aktivitas /Martin-Dotty médszer/
*Fehérjemérés: Pierce BCA Protein Assay Kit-tel: ACTH | elvalasztis
PRL | kovetése*

*Hormonmeghatarozas: RIA, LIA modszerrel;
Statisztika: kétutas ANOVA modszer és SAS programmal;

9. abra In vitro ED hatasvizsgalatok AdH ¢s PLOMA modelleken

7.2.1 Adenohipofizis monolayer sejtkultirak (AdH)

A Wistar patkanyokbol steril koriilmények mellett eltavolitott hipofizisbol volt
szeparalva az adenohipofizis. Ebbdl a sejtek enzimatikus - (30 perc, trypsin [0,2 %] és 40
perc, kollagenaz [50 pg/ml] és 40 perc, diszpaz [50 pg/ml] és 20 perc, DN-4z [30 pg/ml])
-, €s mechanikus (nejlon-blutex filter 43 um @) disszocialtatassal keriiltek elvalasztasra.
Majd DMEM + 10% FCS + 10 U/ml Pen-Strep tapoldatban 2x10° sejt/ml-re beallitott
sejtszuszpenzio koncentracional meghatarozasra keriilt a sejtek viabilitasa, Trypan-blue
teszttel (= 95 %). A szuszpendalt sejteket 5% kollagénnel feliiletkezelt milanyag
tenyésztéedényekben, 3 naponként friss tapoldattal mostuk és széndioxid inkubatorban
kontrollalt koriillmények k6zott tartottuk. Az ACTH tartalom (immunoreaktiv (IR) ACTH
tartalmt sejtek relativ gyakorisag alapjan) és elvalasztas szerint: specifikus (AVP) és
aspecifikus (30 mM kalium) stimulacio szerint tortént a tenyészetek standardizalasa. Az
ACTH release vonatkozasaban, 5-7 %-nal nem nagyobb eltérését mutatd mintakbol
voltak képezve a kutatasi csoportok. A konfluens, primer, monolayer adenohipofizis
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tenyészetek (AdH)-et morfometriai, sejttranszformacios tulajdonsagok, energia transzfer,
membranfunkciok tekintetében kontrollaltuk [39], igy valt igazoltta a kisérleti protokoll
citotoxicitasi hatasoktol valo mentessége, pl. az alkalmazott CIB do6zisoknal [216, 217,
218].

A PRLOMA sejtkultira modellek kialakitasa az AdH monolayer sejtkultiurak

elodallitasi és standardizalasi metodikdjaban leirtaknak megfelelden tortént.

7.2.2 Neurohipofizis monolayer sejtkultirak (NH)

Az adott allatbol preparald mikroszkop segitségével, steril koriilmények mellett a
neurohipofizis szeparalasa tortént, melynek enzimatikus /(30 perc, tripszin [0,2%] és 60
perc, kollagenaz [50 ug/ml] és 60 perc, diszpaz [50 pg/ml] és 30 perc, DN-az [30 pg/ml])/,
majd mechanikus (nejlon-blutex filter 80 um @) frakcionalt disszocialtatasa zajlott. A
neurohipofizis sejtszuszpenzid viabilitas kontrollja Trypan-blue teszttel (> 95%) DMEM
+ 20% FCS + 30U/ml Pen-Strep tapoldatban zajlott. A 2x10° sejt/ml koncentraci6ju
sejtszuszpenziot 5% kollagénnel feliiletkezelt miianyag tenyésztéedényekben, 3
naponként friss tapoldattal mosva, széndioxid termosztatban tartottuk, amig konfluenssé
valtak. A konfluens, primer, monolayer neurohipofizis sejtkultirak (NH)-at
standardizalast kovetéen - IR OT és VP tartalmi sejtek relativ gyakorisdganak
meghatarozasa és specifikus és aspecifikus hormon elvélasztasok detektalas utan -,
kisérleti prorkollokba vontuk. A kapott eredmények 5-7%-ndl nem nagyobb eltérését
mutatd mintaibol voltak képezve a vizsgalati protokoll csoportok. A NH tenyészetek
morfometriai, sejttranszformacios viselkedés, energiatranszfer, membranfunkciok

tekintetében voltak kontrollalva [37, 38].

7.2.3 Invitro kisérletek

A monolayer AdH és NH sejtkultirdk feliilisz6 médiumait FCS mentes
fiziologias tapoldatra cseréltik (DMEM). Az in vitro kisérleti protokoll 0, 5, 10, 20, 30,
60, 120 perces iddpontjaiban mintdkat vettiink specialis miianyag-csdvekbe, melyeket
azonnal -70 °C-on taroltunk a mérésig. Az Osszegyljtott mintakbol RIA vagy LIA
modszerekkel NH kultarakbol AVP és OT, AdH kulturakbol ACTH és PRL hormonokat
mértiink. Az alap hormonfelszabadulas kinetika felvétele utdn, a tenyészeteket ismét
mostuk, majd 12 oran at fiziologias koriilmények kozott tartottuk. Ezutan 30 mM kalium
indukcidval aspecifikus hormon felszabadulasi kinetikat hataroztunk meg [37,38,39],
majd a mosast kovetd 12 éras nyugalmi fazis utan az ACTH elvalasztast AVP-nel, az NH
hormonok (AVP, OT) elvalasztasat monoaminokkal (5-HT, NA) indukaltunk. A
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hormonelvélasztds idé- ¢és doziskinetikait is detektaltuk a kisérleti protokollok

beallitasahoz.
Diszruptor hatdssal kivalthato extracellularis hipoionia modellezése

A kozvetett diszruptor hatasok vizsgalatdhoz hipokalémias kisérleti protokoll
kertilt beallitasra. In vitro modellként AdH és PRLOMA tenyészetek voltak alkalmazva.
A kontroll csoportok ACTH ¢és PRL elvalasztasat fiziolégids Tyrode oldatban
tanulmanyoztuk. A kezelési mintaknal az extracellularis izoallapotok megtartasa mellett,
a PRLOMA ¢és AdH sejtkulturakat izionias Tyrode oldatban (0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 mM; n
= 10 /csoport) vizsgaltuk és kovettiik a releaselt ACTH és PRL kinetikaikat t = 10, 20,
30, 60 and 90 percen at. A kisérleti protokoll adott iddpontjaiban mintat vettiink specialis
milanyag csovekbe és azokat mérésig -80 °C-on tartottuk. A mérések soran ACTH és PRL

keriilt meghatarozasra.
Immunhisztokémiai vizsgalatok

- A kutatasi protokollokban alkalmazott sejtkultirak standardizalasa soran sejttenyészet-
mintak fixalasat paraformaldehiddel végeztiik. A fixalt NH kultarak AVP és OT tartalm
sejtjeit, az AdH és PRLOMA kulturak ACTH és PRL tartalmu sejtjeit specifikus anti-
hormon antitesttel, PAP/DAB (3,3-diaminobenzidin tetra-hidroklorid alkalmazasaval)
modszerrel mutattuk ki.

- A hipokalémias kisérleteknél szintén PAP/DAB modszerrel vizsgaltuk 0 mM [K']
jelenlétében az AdH és PRLOMA kulturak apoptozisat Bcl-2  specifikus
immuncitokémiai festéssel. Az immuncitokémiai festések eredményeit Olympus
kameraval (Olympus C-7070) ellatott faziskontraszt invertoszkdppal (Zeiss)

tanulmanyoztuk.

Mg?* -ATP-dz meghatdrozas

A Mg?*-fiiggd ATP-4z aktivitas meghatdrozasa modositott Martin-Dotty (Martin, Dotty,
1949) modszerrel tortént. Az ATP-az aktivitas értékeit a kontroll %-aban fejeztiik ki.
7.2.4 NH monoamin induklalt exocitézis vizsgalatok

A kialakitott és standardizalt kisérleti koriilmények mellett el6szor a tenyészeteket
mostuk, majd a kultirakat 120 percig inkubaltuk. Az inkubéciot kdvetden a feliiluszokbol
mintat vettiink az alap AVP/OT szintek meghatarozasara, melyeket RIA modszerrel valo

méréséig -70°C-on taroltuk. A kisérleti (kontrollok és halogénezett és/vagy aromas
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szénhidrogén kezelt) allatokbdl nyert konfluens kultirakat in vitro 60 percig inkubaltuk
10°%M koncentracioban 5-HT-nal vagy NA-nal. A kezelési idStartamok végén a
sejtkultirak kondicionalt médiumait begytjtottiik, -70°C-on lefagyasztottuk, majd a
késobbiekben RIA modszerrel meghataroztuk a szekretalt AVP és OT koncentraciokat
[37, 38].

7.2.5 NH CIB és Uron kezelései

A NH sejtkultarak kezelésekor mCIB (0,1 vagy 1,0 ug/ml) dézisban és uronok
10% M (fenuron: /PU, CAS regisztraciés szam: 101-42-8/, diuron /DU, CAS regisztracios
szam: 330-54-1/ és monuron /MU, CAS regisztracios szam: 150-68-5;/ Sigma, Germany)
koncentracioban voltak expozitorként alkalmazva. A NH hormonregulacios folyamatokat
NA ¢és 5-HT jelenlétével modelleztiik. Az alaprelease (bazélis) hormonszintek ¢és
monoamin (10® M) aktivalt hormonvolumenek detektalasa utan, az adott kisérleti
protokoll szerint onalloan (mCIB, PU, MU, DU) és monoamin kombinacioban
(NA+mCIB; NA+PU; NA+MU, NA+DU; 5-HT+mCIB, 5-HT+PU, 5-HT+MU, 5-
HT+DU) tortént a kezelés (n=10/csoport). A protokollok szerinti kisérleti idopontokban
tortént a feliiliszé médiumokbol a mintavétel (500 pl) specialis miianyag csovekbe és a

mérésig -70°C-on taroltuk a mintakat [195].
7.2.6  Hormon mérések
7.2.6.1 AVP, OT, ACTH és PRL meghatdrozas feliiltiszé6 médiumbdl

A NH sejtkulturdk feliilisz6 médiumaibol az AVP/OT szintek meghatarozasédhoz
alkalmazott protokollokat az irodalom szerint hasznaltuk [37,38]. A médiumok a
mintavételt megeldzden, a sejtkultirak kezelési sémai szerint voltak kondicionalva. A
sejtkultarakrol a feliiluszot eltavolitottuk, majd a mérés kezdetéig -70 °C-on taroltuk. A
mintdkbol modositott RIA modszerrel tortént az AVP vagy OT meghatirozasa
[221,222,223]. Az alkalmazott assay mérési tartomanya a standard gorbék alapjan 1-128
pg/cs6 AVP; OT esetén 5-121 pg/csd. A modszer AVP/OT érzékenysége 1 pg/assay csd
volt. A mintak fehérjetartalmat modositott Lowry modszer szerint [224] hataroztuk meg.
Eredményeinket mg fehérjetartalomra vonatkoztatva adtuk meg.

Az ACTH meghatarozasa LIA médszerrel zajlott, az SZTE AOK 1. sz
Belgyogyaszati Klinika Endokrinoldgiai Osztaly mérdberendezésének alkalmazasaval
(Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostic, Deerfield, IL, USA, és DPC kit (L2KAC-
2; Euro/DPC Ltd, Glyn Rhonwy, UK) [39,195,225]). A PRL meghatarozasa RIA
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modszerrel zajlott (PRL RIA KIT /Institute of Isotopes Ltd., Budapest, Hungary/) [226].
A mintak fehérjetartalmat modositott Lowry modszer szerint [224] vagy Pierce BCA
Protein Assay Kit-tel hataroztuk meg. Eredményeinket mg fehérjetartalomra

vonatkoztatva adtuk meg.

7.2.6.2 AVP, OT, ACTH és PRL meghatdrozdsa plazmdbdl

A kisérleti allatokbol, a dekapitaciot kdvetden EDTA-t tartalmazo polisztirén
csovekbe gylijtottiikk a vérmintakat. A csoveket centrifugaltuk (4 °C, 8000 rpm, 10 perc),
majd a plazmat leszivtuk és -70 °C-on taroltuk a mérésekig. A plazma
AVP/OT/ACTH/PRL szintek RIA-al vagy LIA-val val6 meghatarozasa tortént [221, 222,
223, 225, 226].

Anyagok

Kutatasainkhoz felhasznalt anyagokat az Invitrogen Corporation-tdl (Carlsbad, CA,
USA) és a Sigma-Aldrich Corporation-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. A
sejtkulttra technikakhoz az egyszer hasznalatos tenyészté edényeket (Petri csésze, plate,
stb.) és az automata pipettahegyeket a BD-Biosciences (San Jose, CA, USA) forgalmazta
szamunkra. A sejtek tenyésztéséhez Foetal Calf Serum (FCS) szupplementalt Dulbecco’s
Modified Essential Medium-ot (DMEM) vagy Minimal Essential Medium-ot (MEM)
alkalmaztunk, amelyek GIBCO termékek voltak. Az antibiotikumok (Penicillin,
Streptomycin) és a kisérleti protokollokban alkalmazott kémiai expozitorok a Sigma-

Aldrich termékei voltak.

7.3  Kisérleti allatok

Az expozicids vizsgalatainkba him (a kisérletek kezdetén max. 120-150 g tomegii,
6-8 hetes) Wistar (Charles River, Isaszeg, Magyarorszag) patkanyokat vontunk be. A
PRLOMA indukciokhoz Wistar @ (120-150g a kezelések inditasakor) egyedeket
alkalmaztunk (melyeket fél éven at heti szubkutan kezelésnek tettiink ki). Az allatokat
kontrollalt kortilmények (hdmérséklet, relativ paratartalom, fény/sotét periodus) mellett,
32x40x18 cm méretl ketrecekben tartottuk (ketrecenként maximum 3 allat).
Az expozicios kisérleteknél az allatokbol mar bemutatott kezelési csoportokat alakitottuk
Ki.

A viselkedés-vizsgalatokba (agresszios tesztek soran intruderként) bevonando
kisebb him (a kisérletek kezdetén 200-250 g, 4-6 hetes) Wistar patkanyok elkiilonitetten,

de azonos koriilmények kozott voltak tartva.
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Az allatoknak a taplalék (CRLT/N, Charles River, Magyarorszag) és az ivoviz ad
libitum, rendelkezésre allt. A kezeléseket megel6zéen az allatokat két héten at
kondicionaltuk (kisérleti koriilményekhez és a Személyekhez vald habitualodas
biztositasa okéan). A Kisérleti munkéakba bevont allatokkal végzett kutatasokat a Szegedi
Tudoményegyetem Munkahelyi ~ Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével, a
laboratériumi allatokra, valamint a kisérleti eljarasokra vonatkoz6 jogszabalyok

tiszteletben tartasa mellett végeztik.

7.4  Statisztikai analizis

Experimentalis vizsgalataink eredményeinek elemzéséhez IBM SPSS Statistics
(Version 25, IBM Corp. Armonk, NY, USA) programcsomagot hasznaltunk. A
viselkedési tesztekbdl szarmazo6 adatok vizsgalatdhoz ANOVA modszert alkalmaztunk
és Fisher-féle LSD eljarassal hasonlitottuk 6ssze (OF, EPM esetén), vagy Kruskal-Wallis
nem-paraméteres modszerrel, valamint Mann-Whitney U-tesztet (RI) alkalmaztunk. A
plazmabdl és szérumbol, valamint a receptor vizsgalatokbol szarmazo mért adatainkat is
ANOVA modszerrel és Fisher-féle eljarassal elemeztiik. Eredményeinket mean+tstandard
error of mean (S.E.M.) formaban tiintettiik fel az eredmények fejezetben. Az alkalmazott
modszerek szignifikancia szintje p<0,05 volt. A kiilonb6z8 [K*] kezelések normal
adenohipofizisre és prolaktinomas adenohipofizisre gyakorolt hatasainak statisztikai
elemzéséhez ismételt méréses ANOV A moddszert hasznaltunk: normal AdH és PRLOMA
ACTH szekrécio, valamint normal AdH és PRLOMA PRL release vonatkozasaban
(p<0,001). A prezentalt adatokat SAS 9.2 software segitségével készitettiik (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

A kiilonb6z6é mCIB kezelési dozisok (0,1; 1,0 és 10 pg/ttg kg), €s uron dgensek (PU, MU,
DU) atlagértékeinek kontroll csoporthoz vald viszonydnak statisztikai elemzéséhez
kétszempontos ANOVA-t futtattunk le (hormon elvalasztasok: ACTH, AVP, OT
véltozokra). Mindharom valtozd (mCIB dézis, Mg?*-dependens aktivitas, idétartam)
tekintetében, a kétszempontos ANOVA maddszerrel szignifikans eredményeknél tovabbi

post hoc teszteket hasznaltunk.

7.5 Betegek és alkalmazott klinikai mddszerek
7.5.1 Esettanulmany 1
A vazospazmus in vivo human klinikai vizsgalata egy 81 éves férfi betegen tortént,

aki non-ST elevacios miokardialis infarktus (NSTEMI) diagndzisaval és vezetd
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tiineteivel silirgdsséggel jelentkezett ellatasra. Anamnézisébdl kiemelendd a
magasvernyomads betegség és az aktiv dohanyzas. A koszoruerek angiografids vizsgalata
GE Healthcare Innova 2100 1Q Cardiovascular Imaging tipusu késziilékkel tortént, jobb
a. radialis behatolasbol, lokalis anesztéziaban felvezetett 6F 3.5 JL Launcher (Medtronic
Inc, Minneapolis, MN, USA) katéterrel 10.000 NE NaHeparin arterialis adasat kovetden.
Az angiografias vizsgalathoz Iomeron 350 mg I/ml (Bracco Imaging S.p.A.)
kontrasztanyag keriilt felhasznalasra. A koszorterek funkcionalis - fractional-flow-
reserve (FFR) — vizsgalata PressureWire™ Certus™ (St. Jude Medical) drottal zajlott
200ug nitrat és 240pg adenozin ic. bolus adasaval. A koszorterek optikai koherencia
tomografias (OCT) vizsgalata Dragonfly™ katéterrel (St. Jude C7-XR konzol) tortént. A
spasztikus érszakasz 3,5x18mm Integrity Resolute (Medtronic Ireland) koronarids

sztenttel kertilt athidalasra [227].

7.5.2 Esettanulmany 2

A szinusz Valsalva aneurizma in vivo human vizsgalata 56 éves férfi betegen
tortént, aki eldészor NSTEMI, késébb instabil angina tiinetei miatt silirgdsséggel
jelentkezett ellatasra. Anamnéziséb6l kiemelendd, hogy egy honappal korabban
elszenvedett balesetb6l szarmazd bordatoréssel jaré mellkasi trauma, valamint azt
kovetden mellkasfali talyogképzodés és szepszis alakult Ki. A koszorterek és aortagyok
angiografias vizsgalata GE Healthcare Innova 2100 IQ Cardiovascular Imaging
késziilékkel, jobb a. radialis behatoldsbol, lokalis anesztézidban felvezetett SF pigtail és
6F 3.5 JL Launcher (Medtronic Inc, Minneapolis, MN, USA) katéterekkel tortént 10.000
NaHeparin ic. bolus adésat kovetden. Az angiografias vizsgalathoz lomeron 350 mg I/ml
(Bracco Imaging S.p.A.) kontrasztanyagot hasznaltunk. A koszorterek funkcionalis
(FFR) vizsgalata PressureWire™ Certus™ (St. Jude Medical) drottal zajlott
kovetéen. A koszoruerek intravaszkularis ultrahang vizsgalata Eagle Eye® Gold
katéterrel (s5™ Imaging System, Volcano Co., San Diego, CA, USA) tortént. A
komprimalt érszakasz 5 x 25 mm, Multi-Link Ultra (Abbott VVascular, Santa Clara, CA,
USA) koronarias sztent beiiltetésével volt kezelve. A szinusz Valsalva aneurizma és
koszorterek non-invaziv CT angiografias vizsgalata GE Revolution 64 szeletes és Philips
Al 256 szeletes multi detektoros spiral CT késziilékekkel zajlott [228].
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8 Eredmények

Az eredmények interpretalasa a célkitlizési strukturanak megfelelden torténik.

A disszertacio célkitlizésében (1. a, pont) megjelolt kisérleti modellkialakitasnal
az in vivo expozicids vizsgalatokhoz csecsemd gyomorszondat alkalmaztam, mely
lehetdvé tette a hatdanyag standardizalt gasztrointesztindlis bejuttatasat.

In vitro modellekként primer, egyrétegii (monolayer), konfluens sejtkulturakat
alakitottunk ki (adenohipofizis, prolaktinomas adenohipofizis, neurohipofizis
szovetmintakbol, steril, standard koriilmények kozott), amelyek viabilitasi és
funkcionalis standardizalasat a hormontartalom és elvalasztds alapjan végeztik. A
kisérleteknél alkalmazasra keriil6 kezelési id6tartamok kinetikai vizsgalatokkal keriiltek
beallitasra.

Az in vivo, féléven at szubkutan beiiltetett Osztron-acetat kezeléssel indukalt
prolaktinomas adenohipofizis jelenlétét a plazma PRL szintek meghatarozasaval

kontrollaltuk (1. tablazat).

plazma PRL szint (ng PRL/ml plazma)

n=10 KezeletlenWistar Q Kezelt Wistar Q
patkiny patkany
2,9925+0,11 7,3475+0,07*

1. tablazat In vivo észtron-acetattal kezelt Wistar Q patkanyok PRL szintjének valtozdasa
a féléves kezelés végen

(n=10/csoport, az adatok ANOVA modszerrel elemezve, szignifikancia szintek (*p<0,001, a kontrollokhoz

képest megadva, dtlag+S.E.M.)

A prolaktinomas adenohipofizisbdl késziilt sejtkultirak (PRLOMA) alap PRL

elvalasztasat is kovettiik (2. tablazat).

PRL elvalasztas (ng PRL/mg protein)

n=10
alap szintek AdH PRLOMA
7,13+0,04 17,14+0,02*

2.tablazat A normal AdH és PRLOMA sejtkulturak PRL elvalasztasa in vitro

(n=10/csoport, az adatok ANOVA médszerrel elemezve, szignifikancia szintek (*p<0,001, a kontrollokhoz
képest megadva, dtlag+S.E.M.)
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A kezelések soran alkalmazni kivant szubtoxikus dozisok beallitdsat a toxicitast
jelzod majenzimek detektalasaval kovettiik. A 3. €s 4. tdblazatban prezentalt mérési adatok
szerint a kisérleteknél hasznalt dézisok esetén az adott majenzimek a normal

tartomanyban maradtak, noha modulalciojuk megfigyelhetd.

(NE/) Kisérleti csoportok (NE/)
normal Kontroll lug/tg kg 1uglttg kg Iuglttg kg
tartomdny mCIB-30 mCIB-60 mCIB-90
SGOT 30— 250 127,88+2,83  146,46+2,03  155,16+3,98%  125,68+3,57
SGPT 50 - 200 54,55+2,09 57,86+1,94 58,30+1,57 50,82+2,26
GGT 2-20 3,44+0,07 3,91+0,09 4,37+0,584 3,67+0,07

3. tablazat A mCIB (mix-klorbenzol: 1pg/ttg kg) expoziciok hatisa 3 Wistar patkanyok
szérum majenzimeire

(n=10/csoport, az adatokat ANOVA mddszerrel a szignifikancia szinteket (A: p<0,005, B: p<0,001) a
kontrollokhoz képest adtuk meg, dtlag+S.E.M.)

(NE/) Kisérleti csoportok (NE/I)
normdal Kontroll 10ug/ttg kg 10ugAtg kg 10ug/tg kg
tartomdny mCIB-30 mCIB-60 mCIB-90
SGOT 30-250 127,88+2,83  157,21+2,03  175,17+3,98*  183,65+3,57
A
SGPT 50 — 200 54,55+2,09 67,83+1,944 79,37+1,57”  97,36+2,26"
GGT 2-20 3,44+0,07 5,94+0,09 4 9,214+0,58 A 11,60+0,07 A

4. tablazat A mCIB (mix-klorbenzol: 10ug/ttg kg) expoziciok hatdsa Wistar &
patkanyok szérum méjenzimeire

(m=10/csoport, az adatokat ANOVA modszerrel a szignifikancia szinteket (A: p<0,005) a kontrollokhoz
képest adtuk meg, atlag+S.E.M.)

A 10. dbra adataibdl lathato, hogy az AVP aktivalt ACTH elvalasztas szabalyozasban a
hormon release fokozodott. A kortikoszteron (+B) hozzdadasat kovetden csokkent
modulaciot tapasztaltunk az ACTH elvalasztisban. A kombinalt kezeléseknél a
kortikoszteron megel6zé adéasat kovetd AVP jelenlét soran nem tapasztaltunk a
kontrollhoz viszonyitottan eltérést az ACTH release-ben. Viszont az AVP jelenlétében
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kisérleti protokoll szerint hozzaadott kortikoszteron jelenlétében erésen emelkedett az
ACTH elvalasztas.
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10. abra A hipofizis-mellékvesekéreg tengely in vitro szabalyozadsi modell ACTH
release vizsgdlata egészséges patkany AdH-ban

(n=8, dtlagtS.E.M, bazdalis: kontroll csoport, AVP: 8-arginin vazopresszin, B: kortikoszteron *p<0,001 a

crer

A 11. abra az in vitro PRLOMA modell hipofizis-mellékvesekéreg tengely (HMt)
regulacios ciklusat mutatja be az ACTH elvalasztas tekintetében. A release aktivacio az

AVP, a gatlas kortikoszteron (B) jelenlétében észlelheto.
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11. abra A hipofizis-mellékvesekéreg tengely in vitro szabalyozasi modell: ACTH
release vizsgalata PRLOMA—ban

(n=8, atlag+S.E.M, bazalis: kontroll csoport, AVP: 8-arginin vazopresszin, B: kortikoszteron *:p<0,001 a

craer
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A 12. abra szerint az in vivo CIB (mix-klorbenzol) kezelések dozisainak
emelkedése szignifikansan fokozta az AdH modellekben az ACTH elvalasztasat, amely

a kezelési id6tartamok novekedésével egyre fokozddott.

1800 -

1750 | #

1700 -

1650 -

1600 [ — - =

pg ACTI/ mg protein
¥*

1550

1500

%

~ N N N Q Q Q
& D- Q- QD &L N N oy <&
N & N § Q;:“\ IS

o & S R« R
A R A SR S A A RO

12. abra Klorbenzol in vivo kezelések hatasa az ACTH elvalasztasra AdH modellben

(atlag+S.E.M, n=10/kisérleti csoport, *:p<0,001, szignifikancia érték meghatirozasa ANOVA maodszerrel,
a kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 ug/ttgkg és 1,0 ug/tg kg és 10,0 ug/tg kg dozisi mix-
klorbenzol (CIB) expozicios kezelési mintak keriiltek feltiintetésre.)
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13. abra Klorbenzol és fenilurea kezelések hatdsa ACTH elvalasztasra AdH modellben

(kortikoszteron /B]: I ug/ml; [AVP]: (8-arginin vazopresszin): 106 M, + B + AVP: a B kombindlt
kezelésben az AVP adagoldasa 20 perccel korabban tortént, [dCIB] (1,4-diklor-benzol): 0,1 ug /ml; [mCIB]
(klérbenzol keverék): 0,1 ug/ml]; [PU] (fenuron): 10° M; [MU] (monuron): 105 M; [DU] (diuron):
10% M) AdH: adenohipofizis sejtkultira; ACTH: adrenokortikotrop hormon. Az dgensek hatdseredményei
szignifikansan kiilonboznek a + AVP mintdkétol Ip <0,001/, dtlag+S.E.M)
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A 13. abra szerint, az alkalmazott hatotényezok (dCIB, mCIB, PU, MU, DU) altal
kivaltott ACTH release-nél a kontrollhoz viszonyitottan az agensek dnmagukban nem
modositjak értékelheté6 modon az ACTH felszabadulast. Az AVP aktivalt ACTH
felszabadulast viszont szignifikdnsan megemelték. A gatlasi mechanizmust szimulalo
modellelemnél (+ B majd + AVP) nem detektaltunk eltéréseket.

A 14. 4bra az expozicids hatotényezok (dCIB, mCIB, PU, MU, DU) ACTH
release-t érint6 hatasait mutatja a kontrollhoz viszonyitottan PRLOMA modellben.
Lathat6, hogy az agensek mar Oonmagukban moduldljak a PRLOMA alap ACTH
elvalasztasat. Az AVP indukalta, megemelkedett ACTH felszabadulast szignifikans
mértékben emelték a vizsgalt agensek. A kortikoszteron, majd AVP kombinalt kezelés

hataséra is megvaltozott az ACTH hormon elvalasztas.
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14. abra Klorbenzol és fenilurea kezelések hatasa ACTH elvalasztasra PRLOMA
modellben

(kortikoszteron [B]: 1 ug/ml; [AVP]: (8-arginin vazopresszin): 106 M; + B + AVP: a B kombinalt
kezelésben az AVP adagoldsa 20 perccel korabban tortént, [dCIB] (1,4-diklor-benzol): 0,1 ug /ml; [mCIB]
(klér-benzol keverék): 0,1 ug/ml]; [PU] (fenuron): 10° M; [MU] (monuron): 10 M; [DU] (diuron):
10°%M; PRLOMA: prolaktinomds-adenohipofizis sejtkultiira; ACTH: adrenokortikotrop hormon. Az
dgensek hataseredményei szignifikansan kiilonboznek a + AVP mintdkétol *Ip <0,001/, a bazal és
kombinalt kontrolltol valé eltérések ** /p <0,01/, atlag+S.E.M)

A 15. dbran az egészséges AdH ¢és PRLOMA sejtkultira modellekkel
tanulmanyozott fenilurea agensek, dCIB, valamint mix-klorbenzolok hatasainak
vizsgalati eredményei lathatok. Az AdH modellnél a PRL alap release-ben a kezeletlen
¢és kezelt csoportok kozott nem detektaltunk eltérést. A PRLOMA esetén a PRL bazalis

elvalasztasat mar erOsen zavartak a kisérleti agensek.
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ng PRL / mg protein (AdH)
ng PRL/ mg protein (PRLOMA)

[_Ekentroll@ oCiF M mClE @ PU_ @ MU B DU Gontroll@ oCi8e @ mCiI8E O PU @ MU M OU]

a, b,
15. abra Fenilurea és klorbenzol in vitro kezelések hatdsa a PRL elvdlasztdsra az AdH
(a) és PRLOMA (b) modellekben

(n=12, dtlag [PRL]+ S.E.M.; [dCIB]: 0.1 ug/ml; [mCIB] (klérobenzol mix): 0.1 ug/mi; [PU] (fenuron)
10 M; [MU] (monuron): 10 M; [DU] (diuron) 10° M. PRLOMA-ban minden kezelési csoportban az
elvdlasztott hormontartalom szignifikansan kiilonbozott (p<0.001) a kontrolltdl.)

A 16. abra bemutatja az in vivo CIB-lal kezelt Wistar torzsii patkanyok vérszérumainak
ACTH tartalmat a kezelési dozisoknak és iddtartamoknak megfelelden. Lathato, hogy a
CIB kezelések mind do6zis, mind id6fiiggd mddon emelték a szérum ACTH koncentracioit

a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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16. dbra Az in vivo klérbenzol kezelések hatdsa a & Wistar patkanyok plazma
’ ACTH mennyiségére
(Atlag+S.E.M., n=10/kisérleti csoport,*: p<0,001, szignifikancia érték meghatirozasa ANOVA médszerrel,
az adatok a kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 ug/ttg kg és 1,0 ug/htg kg és 10,0 ughtg kg dozisu
mix-klorbenzol (CIB) expozicios kezelések szérum mintainak ACTH tartalmaikeént keriiltek feltiintetésre.)
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17. abra CIB kezelések hatdsa az adenohipofizis sejtek nonmitokondridlis Mg**-fiiggé
ATP-dz aktivitasainak alakulasara.

(Atlag=S.E.M., 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/itg kg, és 1,0 uglttg kg és 10,0 uglttg
kg dézisu mix-klorbenzol (CIB) expozicios kezelési mintak vonatkozdsdaban tiintettiik fel.)

A 17. abran a Mg?*-fiiggd ATP4z aktivitds a kezeletlen kontroll csoport 4ltal
produkalt enzimaktivitassal keriilt 6sszehasonlitasra, igy azt 100%-nak tekintettiik. Az
0,1 pg/ttg kg dozisu CIB kezelés a Mg?*-fiiggé ATPAaz aktivitast novelte (109,5 + 1,55;
114,9 + 1,59; 126,9 + 2,66%, atlag+S.E.M., p<0,001). Az 1,0 ng/ttg kg dozisa CIB mix
kezelés hatdsara az id6 fiiggvényében a Mg?*-fiiggd ATPAaz aktivitdsa szignifikdnsan
tovabb fokozodott (115,3 + 1,55; 121,9 +2,63; 141,9 + 3,09%, atlag+S.E.M., p<0,001).
Az enzimaktivitas karakterisztikus emelkedését (122,2 £ 1,66; 136,6 = 1,66; 159,4 +
1,51%, atlag+S.E.M., p<0,001) detektaltuk az 10,0 pg/ttg kg dozist kezelésnél.
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18. abra In vivo mCIB kezelések hatasa a NH-bazdlis és monoamin medialt AVP
elvalasztasara

(Atlag+S.EM, n=5x10 sejtkultiira/kisérleti csoport, a sejtkultirdk elvdlasztott AVP mennyisége pg
hormon/mg fehérjében kifejezett. A bazdlis (nem monoamin aktivalt) release (zold oszlop). Az 5-HT
medidlt: 1 6rds 10° M 5-HT kezelt (kék oszlop). NA medidlt: 1 6ras 10° M NA kezelt (fehér oszlop). A
szignifikancia: A: p<0,05: az alapszintre; a B: p<0,01: az 5-HT medialt; a C: p<0,001, c: p<0,05: a NA

crer

Jelzésti vonallal; a 5-HT hozzaaddast koveto szekrécio kék, 2-es jelzésiui vonallal; a NA hozzaaddast koveto
szekrécié fekete, 3-as jelzésii vonallal jelolt. A DI dézis: 0,1 ughty ke/nap mixCIB; D2 dézis: 1,0 uglttg
kg/nap mix—klérbenzol (CIB), t= 30, 60, 90 nap.)

A 18. abra a monoamin (NA, 5-HT) aktivalt AVP elvalasztast mutatja a
klorbenzol kezelések hatasara. Lathato, hogy a szabalyozasi ciklusban a monoaminok
fokoztak az AVP elvalasztast. Az 5-HT esetében a 60. kezelési naptol talaltunk
szignifikans AVP exocitotikus aktivitasi eltéréseket mindkét alkalmazott dozis esetén.
Ugyan a D2 d6zisnal mar 30. kezelési naptol kimutatott a modulacid. A NA aktivalt AVP
hatast a CIB-k a kovetkezOk szerint valtoztattak meg: a 30. kezelési napon csokkentett,
majd a 60. kezelési napon a D2-ben emelkedett, utana a 90. kezelési napon mar mindkét
dozisban fokozott AVP release-t okoztak. Ugyanakkor, az 4brarol leolvashato a CIB
kezelések id6tartamokkal és dozisokkal jellemzett hatdsa is. A D1 dozis csak a 90 napon
mutat A: p<0.05 szignifikdns emelkedést a NA medialt AVP elvalasztasban. Viszont a
D2 dézisnal a 30. napon cs6kkent, majd a 90. napon fokozott AVP elvalasztast észleltiink.

A 19. dbra a CIB hatasat mutatja az OT elvalasztasra NH modellben, monoamin
aktivalt rendszerben. Az 5-HT aktivalt OT elvalasztast a 60. kezelési naptol

szignifikansan modositotta mindkét dozisban a C1B. A NA aktivalt vizsgalati rendszerben
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a CIB hatast a D1 dozisban csak a 90. kezelési napon, a D2 dozisban mar a 60. kezelési

naptol detektaltuk.
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19. abra Az in vivo mCIB kezelés hatasa a NH bazdlis és monoamin medialt OT
elvalasztasara

(Atlag+S.E.M, n=5x10 sejtkultira/kisérleti csoport, a sejtkultirdk OT szintjiei pg hormon/mg fehérjére
vonatkoztatva. Bazdlis (nem monoamin kezelt) release (z61d oszlop). 5-HT medidlt: 1 6ras 10° M 5-HT-
aktivalt (kék oszlop). NA medidlt: 1 6ras 10 M NA-aktivalt (fehér oszlop). A szignifikancia A: p<0.05 a:
p<0.005: az alapra; a B: p<0.001: a 5-HT medidltra, C: p<0.001: a NA medidltra megadott, a sajat
kontrolljaik relacioiban. A kontroll azaz, az alap release-t zold, 1-es jelii vonallal; a 5-HT hatast kék, 2-es
Jjelii vonallal; a NA hatdst fekete, 3-as jelii vonallal jeloltiik. A D1 dozis: 0,1 ug/ttg kg/nap mix-klérbenzol
(CIB); D2 dozis: 1,0 ug/trg kg/nap mix CIB, t= 30, 60, 90 nap.)

Az in vivo CIB kezelések hatasara jol lathatoan megvaltoztak a plazma AVP és
OT értékek a 20. dbra adatai szerint. Modulaciot mar a 30. kezelési naptdl mindkét dozis
(D1 és D2) esetén mértiink. Szignifikans eltéréseket D2 dozisnal a 60. kezelési naptol,

D1 dozisnal pedig a 90. kezelési naptol tapasztaltunk.
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20. abra In vivo CIB kezelések hatdasa a plazma AVP és OT koncentracioira

(Atlag=S.E.M., n=10/kisérleti csoport, az eredmények: pg hormon/ml plazma értékekben keriiltek
feltiintetésre. Az AVP (A: p<0.05), és az OT (B: p<0.05) szignifikancia értékeket ANOVA modszerrel a
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kontroll csoport és a 30, 60, és 90 napos, 0,1 ug/ttg kg (D1) és 1 ug/ttg kg (D2) dozisu mix-klérbenzol (CIB)
kezelt modelldllatok esetén adtuk meg. A plazma AVP (z6ld oszlopok), a plazma OT (kék oszlopok). Az AVP
és az OT értékek kozos y tengelyhez rendeltek. A kénnyebb dttekintés érdekében a kontroll csoportok alap
AVP elvalasztas koncentrdciot zold, 1-es jelzésii; a bazalis OT release koncentrdciot kék, 2-es jelzésii
vonallal jeloltek.)

A 21. abra az in vivo CIB kezelések OF rendszerli vizsgalatdit mutatja a
szorongasos ¢s a lokomotoros aktivitds vonatkozasaban. A szorongéast meghatarozo
periférian toltott idé mindkét dozisnal mar a 60. kezelési naptodl szignifikans eltérést
mutatott. Ugyanakkor a D2 doézisndl méar a 30. kezelési napon is rogzitettiink
modulaciokat. A freezing-ek tekintetében a 90. kezelési naptdl volt szignifikans az
eltérés, noha a moduldciok mar a 30. kezelési naptél megjelentek. A lokomdciot
képviseld megtett ut és atlagsebesség vizsgalatanal a 60. kezelési naptol mindkét dozisban
szignifikans eltéréseket rogzitettlink. Tovabba a D1 dézisban a lokomocidt jelzd
viselkedéselemek a 30. kezelési napon mar szignifikansan eltértek a kontrolltol, a D2

esetén a valtozas még nem volt szignifikans.
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21. dabra In vivo CIB kezelések hatasa Wistar patkanyok OF tesztekkel kévetett

szorongasos és explorativ viselkedésére

(Atlag+S.E.M., n=10/kontroll vagy n=10/expoziciénak kitett csoportok. A kontroll és az 0,1 ug/ttg kg (D1)
és 1 pg/ttg kg (D2) dézisu mix-kiérbenzol (CIB) expozicids hatdsok eltéréseit szignifikancidkkal A, B, C
vagy D (p<0,05) jeloltiik és ANOVA modszerrel, Fisher-féle eljdards segitségével elemeztiik. Az dbra A része
a szorongast jelzo viselkedési elemeket mutatja, az abra B része a lokomociot évintd valtozasokat. A rész:
periférian eltoltott ido a teljes vizsgalati ido %-dban kifejezve (fekete pontozott vonal/négyzet, a bal oldali
y tengelyhez rendelve) és a freezing (kék pontozott vonal/rombusz, a jobb oldali, kék y tengelyhez rendelve).
B rész: a mozgdssal megtett ut (fekete pontozott vonal/négyzet, a bal oldali y tengelyhez rendelve) és az
atlagsebesség (kék pontozott vonal/rombusz, a jobb oldali, kék y tengelyhez rendelve).
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22. dbra Az in vivo CIB kezelt Wistar patkanyok EPM tesztekkel kovetett szorongasos és
explorativ viselkedése

(Atlag+S.E.M., n=10/kontroll vagy n=10/kezelt csoportok. A kontroll és az 0,1 ug/ttg kg (D1) vagy 1 ug/ttg

kg (D2) dozisu mix-klorbenzol (-CIB) expozicios csoportok szignifikancia relacioi: A, B, C (p<0,05)

betiikkel jeloltek és ANOVA mddszerrel, Fisher-féle eljardssal elemzettek. Az A rész a szorongdsos

viselkedési elemeket mutatja, a B rész a lokomociot jelzi. A rész: a nyitott karokban eltltott idé a teljes

vizsgadlati idé %-dban megadva (fekete pontozott vonal/négyzet). B rész: a megtett ut (fekete pontozott.)

A 22. abra a szorongasos explorativ viselkedés EPM rendszerti vizsgalatat mutatja
in vivo mCIB kezelések hatasara. A szorongast (22/A ébra) itt a preferdlt helyen vald
tartdzkodassal jellemeztiik. Lathatd, hogy a D2 dozis alkalmazasanal mar 30. és a 60.
kezelési napon szignifikans volt az eltérés, ami a nagy kiilonbséget mutatott a 90. kezelési
napon is, de a magas adatszoras miatt ezt nem tekinthettiik szignifikdnsnak. A D1 dézisnal
a 60. kezelési napon talaltunk szignifikans eltérést, ami 90. kezelési napon is erdteljes
kiilonbséget képviselt, de ebben az esetben is magas volt az adatszoras, igy a statisztikai
elemzés nem mutatott szignifikanciat. A 22/B abrarészben az explorativ viselkedést
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jellemzd ,,megtett ut” és az ,atlagsebesség” keriiltek feltiintetésre. A ,,megtett ut”
vizsgélati eredménye minden kutatdsi protokoll mintaban szignifikans eltérést mutatott.
Az ,atlagsebesség” esetén a 60. kezelési naptol mindkét dozisban szignifikans eltéréseket
detektaltunk.

A 23. é4bra az in vivo CIB kezelések hatasara kialakuld agressziv viselkedési
elemeket tiinteti fel. A értékelt adatok szerint, a D2 ddzisban a 60. kezelési naptol, a D1
doézisban a 90. kezelési napon volt szignifikans viselkedéselem fokozddas, mind az

uldozések, mind a lateralis tamadasok esetében.
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23. abra In vivo CIB kezelés hatdasa a Wistar patkanyok Rl tesztekkel kévetett offenziv
viselkedéselemeire.

(Atlag=S.E.M., n=10/kontroll vagy n=10/CIB-kezelt csoportok. A kontroll és az 0,1 ug/ttg kg (D1) és 1
ug/ttg kg (D2) dozisii mix-klorbenzol (CIB) expozicio hatdsdara kialakult szignifikancia A, B (p<0,05)
betiikkel jelolt. Lateralis tamadasok szama (fekete pontozott vonal/négyzet) és iildozések szama (kék
pontozott vonal/rombusz.)

A 24. 4bra szerint a normal AdH kultarédk kontroll ACTH elvalasztas 1d6fiiggd
kinetikai karakterisztikajatol eltérnek a hipokalémias extracellularis térben detektalhato
ACTH release értékek. Az extrém alacsony dozisu, 0 mM [K*] esetén az Gtven perces
kezelés utan emelkedik a kontroll szint f6l¢ a hormonelvalasztas. Tovabba az ACTH
release kontroll szinthez viszonyitott emelkedését, az 1,5 mM [K*] koncentracidé 10-50
perces kezelési idOétartamban detektaltunk. A 0,5; az 1,0 mM ¢és a 2,0 mM extracellularis
[K*]-nal az eltérések szintén szignifikansak, de kontrollszint alattiak a teljes kezelési
periodusban. Az 25. abran feltiintetett PRLOMA modell kontroll (435,1 + 1,39; 536,3 +
3,10; 713,6 £ 1,82; 1887,9 + 2,52; 2083,0 + 3,42 pg hormon/mg protein; atlag=S.E.M.)
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ACTH elvalasztasatol is szignifikansan eltér az egészséges AdH modell ACTH release
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24. abra Eltérd extracellularis [K'] hatdsa az ACTH elvdlasztasra normdl AdH-ban

(Atlag=S.E.M., kontroll fiziologids Tyrode oldatban; sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (KO*);
0,5mM [K*] (K0,5%); 1,0 mM [K+] (K1,0*), 1,5 mM [K*] (K1,5%); 2,0 mM [K*] (K2,0%), mintavétel
Seliiliiszo médiumbdl: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.)

A PRLOMA modellben (25. 4ébra) a kontroll ACTH -elvalasztas
karakterisztik4jatol szignifikdnsan eltéré kinetikdkat mutatnak az extracellularis tér
hipokalémids kozegeiben mért ACTH értekek. A 0 mM, a 0,5mM ¢és 1,0 mM
extracellularis [K*] esetén 60 perces kezelések utan mar erdsen emelkedett ACTH
értékeket detektaltunk. A 1,5 mM és 2,0 mM extracellularis [K*]-nél a kezelések els6
harmadaban volt csak diszkrét ACTH érték emelkedés.
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25. abra Extracellularis [K'] kezelések hatdsa az ACTH release-re PRLOMA
modellben

(Atlag=S.E.M., kontroll fiziologids Tyrode oldatban; sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (KO*);
0,5mM [K*] (KO,5%); 1,0 mM [K*] (K1,0%), 1,5 mM [K*] (K1,5%); 2,0 mM [K*] (K2,0%), mintavétel
Seliiliiszo médiumbdl: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10).

A 26. abra alapjan a normal AdH 0 mM [K*]-val kezelt csoportjainak PRL szintje
csokkent a 10., 20., 30. és 60. percben a kontrollhoz viszonyitva. Viszont a 90. percben a
kezelt sejtkultiira hormonszintje karakterisztikusan megemelkedett a kontroll csoporthoz
képest. A 0,5 mM-os extracellularis [K*] kezelés eredményeként az AdH sejtkulturak
PRL szekrécidja erdsen csokkent a kisérleti protokoll 30. percéig azonban a 60. ¢s a 90.
percben a hormonelvalasztas szignifikdnsan emelkedett a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Az 1,0 mM-0s extracellularis [K'] kezelés a PRL release-t
szignifikdnsan csokkentette, de a 90. percben a kontroll csoporthoz képest az mar
jelentdsen emelkedett. Az 1,5 mM-os extracellularis [K*] kezelés hatdsara a szekretalt
PRL szintje szignifikansan csokkent, majd a 20., 30. perchen fokozodott a kontroll
csoporthoz 1épest. A kisérlet 60., 90. percében a PRL release szignifikans csokkenése volt
tapasztalhatd. A 2,0 mM-os extracellularis [K*] kezelés a PRL szekréciot a 10. percben
csupan diszkréten modositotta, majd az id6 fiiggvényében szignifikans csdkkenés volt

tapasztalhat6 a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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26. abra Extracelluldris [K'] csokkenés hatdsa a PRL elvdlasztdsra normdl, primer

AdH-ban

(Atlag=S.E.M., kontroll fiziologids Tyrode oldatban; sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (KO*);
0,5mM [K*] (KO,5*); 1.0 mM [K*] (K1,0%), 1,5 mM [K*] (K1,5%); 2,0 mM [K*] (K2,0%), mintavétel
Seliiliiszo médiumbdl: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10.)

A 27. abran a kontroll PRLOMA sejtkultirdk ¢és a hipokalémiaval
extracellularisan kezelt sejtkulturak PRL elvalasztasa keriilt feltiintetésre. A kontroll
csoport adataival 6sszehasonlitva (3,86 +0,01; 7,11 +0,02; 11,52 + 0,01, 29,72 + 0,07,
48,78 + 0,02 ng PRL / mg protein, atlag+S.E.M.) a kisérlet 10., 20. és 30. percében a
0 mM-os extracellularis [K'] hatdsara elvalasztott PRL mennyisége emelkedett
(7,64 £0,01; 10,48 £0,02; 15,32 0,05 PRL / mg protein, atlag+S.E.M.). Ez a 60. perct6l
szignifikans PRL értékemelkedést mutatott (89,23 + 0,17 ng PRL / mg protein,
atlag+S.E.M., p<0,001). A 0,5 mM-os extracellularis [K*] expozicié a 10. percében a
PRL szint minimalis emelkedését okozta, amit a 20. €s a 30. percben jelentds csokkenés
(4,82 £ 0,02; 4,73 £ 0,02 ng hormon/ mg protein, atlag=S.E.M., p<0,001) kovetett a
(88,07 = 0,25, 121,0 £ 0,25 ng hormon/ mg protein, atlag+S.E.M., p<0,001) volt
megfigyelhetd. Az 1,0 mM-os extracellularis [K™] kezelés sordn a PRLOMA modellben
a PRL hormon szekrécio emelkedését detektaltuk, ami dontden a kontroll karakterisztika

alatt maradt.
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27. abra Extracelluldris [K'] koncentraciok valtozasanak hatdsa a PRL release-re
PRLOMA modellben.

(Atlag=S.E.M., kontroll: fiziolégids Tyrode oldatban; sejtkultira kezelések /Tyrode/: 0 mM [K*] (KO*);
0,5mM [K*] (KO,5%); 1,0 mM [K*] (K1,0%), 1,5 mM [K*] (K1,5%); 2,0 mM [K*] (K2,0%), mintavétel
feliiliiszo médiumbdl: 10, 20, 30, 60, 90 min, *: p<0,001 ANOVA, n=10)

Az 1,5 mM-os extracellularis [K*] kezelés soran a PRLOMA sejtkultirak hormon
elvalasztasa a 10. percben emelkedett (9,63 = 0,02 ng PRL / mg protein, means £ SEM,
p<0,001), de a tovabbiakban szignifikansan csokkent (6,28 + 0,04; 5,32 + 0,03;
15,77 £ 0,02; 23,24 £+ 0,07 ng PRL/ mg protein, atlag+S.E.M., p<0,001) a kontroll
csoporthoz viszonyitva.
A 2,0 mM-os extracellularis [K*] kezelés hatasara a PRL szekrécio csokkent (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, atlagtS.E.M.,
idépontjaiban a PRL szint szignifikansan csokkent (10,94 + 0,03; 17,93 + 0,03;
19,29 + 0,03 ng hormon/ mg protein, atlag+S.E.M., p<0,001).

A hipokalémids kezelések héattérmechanizmusainak feltarasahoz
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. A B-sejt limfoma protein-2 (Bcl-2)
vitalitasi fehérje PAP/DAB festéssel valo kovetését mutatja az alabbi abra (28. abra). Az

immunhisztokémiai kép a és b: kontroll szegmense a primér AdH sejtkultarak Bcl-2
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aktivitasat mutatja. A ¢ és d: primér, AdH monolayer sejtkultirak hipokalémiaval terhelt
eredményeit mutatjak a csokkent Bcl-2 aktivitast igazolva. Az abrakon nyillal jelezve

egy-egy Bcl-2 expresszios hely (a-d OM: 40x).

28. abra Bcl-2 antiapoptotikus protein immunocitokémiai vizsgdlata 3 Wistar patkdny
AdH-ban

(A sejteket antiszérium specifikus Bcl-2-vel festettiik, az antitesteteket PAPIDAB festési modszerrel tettiik
lathatova. a, b: kontroll AdH, c, d: AdH hipokalémia hatdsara bekévetkezd Bcel-2 expresszios valtozadsa,
nyillal jeloltiik a Bel-2 expresszios helyeket. (a-d: 40x))

Az experimentalis vizsgalatok soran tapasztaltakat a klinikai gyakorlatban
hasznositva, a vazospasztikus anginat mint ,,kiszavar”-t és az aneurizmat mint fixaloédott
Hstrukturalis zavar”-t vizsgaltam. Mivel esettanulmanyokban keriiltek a nevezett
eltérések bemutatdsra, ezért ezek eredményeinek interpretdldsdhoz meg kivanom
emliteni, hogy a vizsgalt betegek akut infarktus klinikai képével keriiltek ellatasra. A
vaszkularis eltérések detektalasahoz invaziv és non-invaziv képalkotd beavatkozasokat

végeztem, melyek eredményeit az aldbbiakban mutatom be.
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1. Ok-okozati rendszer(i vazospazmus vizsgalat

A szivtajéki komoly panaszokkal jelentkezd betegnél koszoriuér angiografias vizsgalatot

végeztem. Anamnézisében emlitett volt a dohanyzas.

29. abra Bal koszoruér angiografias vizsgalata

(LAD: ramus descendens anterior, D: diagondlis ag, fehér nyil: sziikiilet dbrdzolodik )

A 29. abran lathato, hogy a ramus descendens anterior (LAD) proximalis szakaszan kozel
50%-os sziikiilet abrazolodik (fehér nyil) kozvetleniil a diagondlis 4g (D) eredése felett.
Az aramlasi tényezOk zavaranak tovabbi tisztazasa okan masodik beavatkozasban OCT
vizsgalatot is végeztem (30. abra), mivel a beteg romlé allapotat az elvégzett koszoruér

angiografias vizsgalat eredményei nem magyaraztak.
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30. abra A ramus descendens anterior OCT vizsgdlati eredménye
(A4 keépi elemek ,,A” (felsé kép): 2D (regisztratum L:54.0mm, v:20.0mm/s, prox: proximalis, dist: disztalis)
és az also kép ,,B”: 3D rekonstrukcios hosszmetszeti megjelenitésében lathatok (diagonalis ag (D), prox:
proximalis, dist: distalis)
A 30. abra,,A” részletében két dimenzios (2D) hosszmetszeti felvételt jelenitettem
meg. Lathatd, hogy a ramus descendens anterior (RDA) 35-42 mm-es szakaszan a
diagonalis ag (D) eredésétdl proximalisan trombus abrazolodik. Az alsé képszakaszon

egy rekonstrukcids 3 dimenzios felvételen jol megfigyelhetd a diagonalis 4g eredésétdl

proximalisan elhelyezkedd (szerviilt) trombus képe.

08/0512012 14:48:31 090512012 14:48:30
0174 0092

31. abra A ramus descendens anterior OCT felvétele

(,,A”: az 50%-0s sziikiilet koordindtdindl; ,,B”: a trombustdl disztdlisan, detektdlt keresztmetszeti kép)
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A 31. abra ,,A” jelzésti képrészletében, a RDA proximalis szakaszan az 50%-0S
sziikiiletnek megfelelden ellapult fali trombus figyelheté meg (fehér nyillal jel6lve). Az
abra ,,B” képi részletében a RDA-ban detektalt trombustol disztalisan intima laceracio

jelei is abrazolodnak (fehér nyilakkal jelezve).

2. A strukturalis zavarként értelmezhetd aneurizma klinikai vizsgalata

A Kklinikan életveszélyes allapotban jelentkezd beteg vizsgalatat és korfolyamatanak
feltarasat egy masik esettanulmany alapjan mutatom be.

Az 32. dbra “A” képrészletében, a preoperativ felvételen (ferde koronalis sik)
lathatd, a bal Valsalva tasakbol kiindulé 30x30 mm nagysaga nem ruptaralt bal szinusz
Valsalva aneurizma (LSVA). Ennek a bemenete a bal koszoraér szajadéka (*) valamint a

kalcifikalt aorta billenty(i anulusza (A) ko6zott abrazolodik.

32. abra Multi-detektoros sziv CT felvételek az aneurizma strukturdlis vizsgalataban

(AO: aorta gyok, LSVA: bal szinusz Valsalva aneurizma, LV: bal kamra, (*): bal koszoriiér torzs, PV:
miibillentyti, F: fisztula, A: aorta billentyii anulus; *: a bal koszoruér szajadéka)

Az 32. dbra “B” képrészletében a miibillentyli implantaciot kovetden, négy honap mualva
készitett posztoperativ felvételen (ferde koronalis sik) a bal szinusz Valsalva LSVA)
novekedése (40x40 mm) jol kirajzolodik. A miibillenty(i (PV) sikja alatt a bal kamra (LV)

tiregével kozlekedik. (“Ventrikularizalt szinusz Valsalva aneurizma”). Az abra “C”
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részletében, a posztoperativ axialis felvételen a miibillentyi feletti sikban az aorta gyok

(AO) és aneurizma (LSVA) kozott kis fisztula (F) is dbrdzolodik.

Az 33. dbra “A” képrészletében miibillentyli implantacid utan 4 honappal készitett multi-
detektoros sziv CT angiografias felvétel volumen-renderelt 3D rekonstrukcidja lathato.
Megfigyelhetd, hogy a bal szinusz Valsalva aneurizma (*) keszty(iujjszeriien korbeveszi
a bal koszortér 6 torzsét és komprimalja azt (szaggatott nyil). Kirajzolédnak a ramus
descendens anteriorhoz (LAD) és ramus circumflexushoz (LCX) fut6 véna saphena

graftok (SV), valamint a ramus circumflexusba (LCX) korabban implantalt sztent (fehér

nyil).

33 abra A bal koszortér f6 torzs kiilsé kompresszidjanak multi-modalis morfoldgiai
vizsgalata

(AO: aorta gyok, LCX: ramus circumflexus, LAD: ramus descendens anterior, SV: véna saphena graft, DB:
diagonadlis ag, (*): bal szinusz Valsalva aneurizma, fehér nyil: stent, szaggatott nyil és LMCA: bal
koszoriiér f§ torzs)

Szelektiv bal koronaria angiografia diasztoléban, (a 33. 4bra “B” részletében) és
szisztoléban (a 33. abra “C” részletében) igazolt a bal koszortér f6 torzsének (LMCA)
dinamikus kompresszidja. JOl észlelhetd, hogy diasztoléban kimutathatd, de mar
szisztoléban nem detektdlhatdé az érben véraramlés. A bal koszoraér fotorzsének
intravaszkularis ultrahang (Chroma Flow) vizsgalata diasztoléban (a 33. abra ,,.D”
képeleme) és szisztoléban (a 33. abra ,,E” képrésze) bizonyitotta a bal koszoraér kozos

torzsének (LMCA) dinamikus kompressziojat. Jol megfigyelhetd, hogy diasztoléban
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(,,D” képrészben) az érben és az azt korlilvevd aneurizmaban egyarant detektalhatd
aramlés (vOrds szin), mig szisztoléban (,,E” képrészben) csak az aneurizmaban észlelhetd

aramlas (vOros szin).

RENAME | EXPORT ERASE

Aortic pressure

Aortic pressure

Transstenotic pressure

34. abra A bal koszoruér (f6 torzs) kiilsé kompressziojanak funkciondlis (frakcionalis
flow rezerv) vizsgalata a kezelés (A) elott és a kezelés utan (B)

(Transz-sztenotikus nyomds: zold regisztratum, aortdban mért nyomds: piros regisztratum; FFR:
frakciondlis flow rezerv.)

Az 34. ébra “A” képrészletében, a bal koszortér kozds térzsének sztent implantacioja
agban mért transz-sztenotikus nyomas (zo6ld regisztratum) atlagos értéke: S0 Hgmm. Az
aortaban mért nyomas (piros regisztratum) atlagos értéke: 96 Hgmm, mely alapjan a
kapott FFR értéke: 0,52; a transz-sztenotikus nyomasgdrbén tehat, szisztolés nyomasesés
figyelhetd meg (fehér nyilak). A 34. abra “B” részletében, a bal koszoruér kozos

maximalis hiperémidban a diagonalis dgban mért transz-Sztenotikus nyomas 98 Hgmm,
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aortdban mért nyomds: 108 Hgmm, amely alapjan a kapott FFR érték: 0.91, a transz-

sztenotikus gorbe normalizalddasa figyelheté meg.

35. abra Szelektiv bal koszorurér angiografia a bal koszoruér fotorzs kezelését kovetoen

(LMCA: bal koszortiér f5torzs, fehér nyil: megsziintetett kompresszid)

Az 35. abra szerint, az LMCA dinamikus kiilsé6 kompresszidjanak beavatkozast kovetd

megsziinése lathato (fehér nyil).
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9 Megbeszélés, kiovetkeztetések

Doktori disszertaciom megbeszélés, kovetkeztetések fejezeteit a  célkitlizésben
bemutatott igénypontoknak megfeleléen tagolom.

Jelen munkam soran kutatasi feladatomnak tekintettem a kornyezettoxikologiai
szempontbol jelentds hatotényezok koziil az aromas szénhidrogének és halogénezett
szarmazékaik biologiai szervezddési komplexitasokban (celluléris, organizmus szint)
zajlo vizsgalatat. Ebben az Osszefiiggésben a hangsulyt a homeosztatikus diszruptor
tulajdonsagokon beliil, az endokrin diszruptor (ED) hatasok feltarasara helyeztem, amit
az indokolt, hogy kutatomuhelylink, elsdsorban ezekre a célteriiletekre fokuszalt
allatkisérletes vizsgalataiban. Orvosként kiemelt célként jeloltem meg, hogy az
experimentalis kutatasainkba bevont hatotényezék ED hatdsait olyan szempontoknak
megfelelden kutassam, amelyek segitségével kapcsolatot tarhatok fel human patoldgias
folyamatokkal. Ezen beliil is a vazokonstrikcioval és az aneurizma kialakulassal jard
szivérrendszer megbetegedésekre kivantam fokuszalni, amikor az orvosi gyakorlat
(diagnosztika, preventiv medicina, terapiatervezések) szamdra is jelentds
kornyezettoxikoldgiai experimentélis kutatdsokba bekapcsolédtam. Az ED hatdsok
hattérmechanizmusainak (vazospazmussal vagy aneurizma kialakuldsaval jard)
kardiovaszkularis betegségekben betoltott lehetséges szerepét a bioldgiai halozati
kapcsolatok alapjan kivantam feltarni és kozos csomopontokként megjeleniteni.

A munka soran elészor a vazolt hatdtényezOk hatdseredményeinek
tanulmanyozasahoz kellett standardizalt expozicids ttvonalat kialakitani. A szakirodalom
szerint a halogénezett szénhidrogének koziil az altalunk is vizsgalt C1B-ok az 6kologiai
rendszerekben a taplaléklancon keresztiil deponalodnak [15]. Ez a magyarazata annak,
hogy az emberi expoziciokndl is jelentds a taplalékkal torténd terhelés. Noha ezek az
agensek bOrdn €s aspirdcids uton is bejuthatnak az organizmusokba [24,25,26], igy az
emberbe 1s, de az emberi expoziciot mégis dontden a taplalkozasi itvonal dominalja, ezért
érdemes ezt szimuldlni a kisérleti tervezés soran. A kutatdsokhoz, az orvosi gyakorlatban
hasznalatos csecsemd gyomorszondat alkalmaztuk, ezzel juttattuk be a hatotényezoket,
ami biztonsdgos dozirozdst és kontrollrendszerek megjelenitését tette lehetové. A
kutatasokhoz leletezett Wistar patkanyokat hasznaltunk. Ezek a laboratoriumi allatok 30-
36 honap élettartamtiak [73], ezért, ha kronikus vizsgalatokat akarunk végezni
patkanymodellen, akkor ennek megfeleléen kell az optimalis kezelési periddusokat

beallitani. Elokisérletekben keriilt meghatarozasra a 100-120 g-os modellallatok 0-90
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napos kezelési protokollja. Mivel regenerativ vizsgélatokat is el kivantunk végezni, ezért
IS volt megfeleld az emlitett kezelési periodus. Ugyanakkor, ha a kezelési protokoll és a
1/12- 1/10 részét fedte le. Amennyiben ezt human esetre extrapolaljuk, akkor ez egy
atlagosan 75 éves élettartam esetén 6,2-7,5 év iddtartamu expozicids terhelésnek
feleltetheté meg. A szakirodalom szerint a lengyel lakosoknak csak a HCIB-re vonatkozo
napi terhelése 1,4 pg/féo/nap [187]. Ennek ismeretében és a humdn extrapolacios
lehet6ség érdekében kerestiik meg patkany esetén azt a napi dozist, amely még
szubtoxikus és az elokisérletek alapjan a kezelési idésavban sem okoz a modellallatoknal
toxikus hatdsokat. A kisérletekben, a fenti meggondolasokkal harmonizalt expoziciok
dozisainak szubtoxikussagat a toxicitast jelzd méajenzimek alakuldsaval prezentaltam (3.
¢és 4. tablazat). A feltiintetett m4jenzimek a kezelés iddartama alatt nem mutattak a normal
tartomanytol eltérd értékeket. Tovabba a modellallatok kezelési idosavban valo
leletezésekor sem tapasztaltunk toxicitasra utalé jeleket. Ezért jol reprodukalhato modon,
az in vivo klorbenzol kezeléseket 0,1; 1,0; 10,0 ug/ttg kg/nap dozisokra és 30, 60, 90
napos idosavokra allitottuk be. A kezelési séma viszonyitdsi rendszerének kialakitasaban
abszolut -, stressz -, negativ - és pozitiv kontrollokat alkalmaztunk (modszerek 7.1.1.). A
kutatasi protokollokban az alkalmazott expozitorok ED hatasait kivantuk vizsgalni. Ezek
az expozicios hatdsok viszont nemcsak az egészséges organizmusokat érinthetik, hanem
a patologias folyamatokkal éloket is, ezért tovabbi kutatasi modellt alakitottunk ki.

Osztrogén receptor (ER) medidlta endokrin zavart valtottunk ki szubkutan, hat
honapon at beiiltetett (150 pg/ttg kg/hét) Gsztron-acetattal. Az Gsztron-acetat kezelés
prolaktinomas adenohipofizis megjelenését eredményezte.

A kialakitott patkany betegségmodellnél jelentds tényezdk voltak egyrészt a C1B-
ok ismert Osztrogénmimetikus hatasai [193], masrészt a PRL és az 0sztrogén
kardiovaszkularis kapcsolata [229]. Ugyanakkor, ha a prolaktinomas adenohipofizises
modellallatoknal és az in vitro PRLOMA modelleknél (modszerek 7.1.1.3 és 7.2) a
kozvetlen és/vagy kozvetett ED hatasok is igazolhatok [39,195], akkor azok a klinikai
relacioi is jelentések. Tovabba biztonsaggal jellemezhet6 sejtszinten is a korfolyamat az
emelkedett spontdn PRL elvalasztassal (eredmények: 1. és 2. tablazata). A modell
reprodukalhato és standardizalhato, egyrészt az elvalasztott PRL tartalommal, masrészt
immunhisztokémiai szovettani vizsgalatokkal, ahol az IR PRL tartalomra fest6dd sejtek

relativ gyakorisdga alapjan tortént a kisérleti csoportok kialakitasa.
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A 2. célkitlizési pontban megfogalmazottak szerint a CIB és fenilurea vegytiletek
ED hatésait kutattam. Kerestem a vélaszt azokra a kérdésekre, hogy az esszencialis
endokrin folyamatokban (a HMt miikodésében és az AVP elvalasztasban) okozhatnak-e
valtozast az aromas és/vagy halogénezett szénhidrogén expozitorok (dCIB, mCIB, PU,
MU, DU)? Orvosi szempontbol fontos kérdésként kezeltem még, hogy a cellularis
(hormon release) ¢és organizmus (plazma hormontartalom) szinten megjelend
hataseredmények mennyire fliggnek 6ssze? Tovabba a kialakitott PRLOMA (,,betegség”)
modellben az expozitorok kivaltotta hatasok eltéréek-e a normal adenohipofizis
mikddéstol?

A fenti kérdéskorok megvalaszolasahoz kisérleti modelleket kellett 1étrehozni,
egyrészt a HMt milkodés szimulalasara in vitro AdH és PRLOMA vonatkozasaban. Az
in vitro (modszerek 7.2), standardizalt AdH és PRLOMA modellek ACTH elvalasztast
szabalyoz6 ciklusa (eredmények 10. és 11 abrak) B és AVP alkalmazasaval keriilt
beallitdsra. A mellékvese B hormonja gatolja az AVP koaktivalt ACTH elvalasztast
[195]. Ezt az in vivo regulaciés mechanizmust szimulaltuk a sejtkultarakban,
meghatarozva eldzetes kinetikai vizsgdlatokkal az optimalis kisérleti koriilményeket.
Lathato a 10. abran, hogy a kortikoszteron képes kivédeni az AVP ACTH release-aktivalo
hatdsat, amennyiben az AVP adast megel6z6en mar jelen van a kisérleti médiumban. Ez
a szabalyozas a PRLOMA esetén is hasonldan jelen van (11. dbra). Viszont a PRLOMA
kultirdk ACTH elvalasztasa szignifikdnsan magasabb az AVP aktivalt esetben az AdH
azonos eredményeihez viszonyitva. Mindez azt sugallja, hogy PRLOMA esetén nemcsak
a PRL elvalasztas mértékében (2. tablazat), hanem az endokrin regulacio esszencialis
szabdlyozasi folyamataban is zavar gemeralodott. Az AdH és PRLOMA modellek
sejtszinten igazoltdk a reguldcios valaszok kozotti kiilonbségeket az egészséges és beteg
patkanycsoportok kozott. Fontos megjegyezni, hogy mind az AdH, mind a PRLOMA
esetén miikodik a HMt szabalyozas, de annak hormon medidlt szintjeiben mar
szignifikans eltérések jelentek meg. Klinikusként ezt fontos megallapitasnak vélem,
miszerint az egészséges és ,,beteq” sejtek eltérd reguldacios hangsullyal szolnak bele a
homeosztatikus szabalyozdsba.

Amikor in vivo hatotényezOként vannak jelen a CIB-ok (12. abra), azaz
organizmus szintli az expozicid, akkor a sejtszintii valaszban, az ACTH szignifikdnsan
emelkedd elvalasztasa dozis- és idofiiggden zajlik. Az eltérd idétartamu és dozisu CIB

kezelésekre (16. abra) adott organizmus szintii valasz esetén, a plazma ACTH
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tartalmakban is szignifikans valtozast taldaltunk, amely a celluldris szinten megjelend
hatasvalaszokkal jol korrelalt.

In vitro expozicioban (13. abra) cellularis szinten, a mCIB szignifikansan emelte
a HMt modell-miikdésben az AVP aktivalt ACTH release-t. Hasonl6 hatast mutatott a
dCIB is. Tehat, a kisérleti eredmények szerint a CIB kezelésekre adott ACTH release
valaszok sejt és organizmus szinten is koherens osszefiiggést mutattak. Mindez felhivja a
figyelmet arra, hogy a megemelkedett ACTH elvilasztas tovabbi egészségestol eltérd
folyamatokat generalhat, amennyiben a kardiovaszkuldris érintettségeére koncentralunk.
Noha az ACTH szerepe ebben a vonatkozasban még nem tisztazott, ugyanakkor igazolt
a szivben az MC3 receptorok jelenléte [135,230], amelyek hasonlé affinitassal kotik az
ACTH-t, mint a melanokortint. Patkdny-modelleken végzett kisérletek szerint az MCs3 és
MCj4 receptor agonistak jelenléte szivfrekvenciafokozo és vérnyomas emel6 hatasu [137].
A citalt adatok azt sugalljdik, hogy a CIB agensek ACTH reguldciot zavaro hatdsa a
kardiovaszkularis folyamatokkal kapcsolatba hozhato.

Az uron vegyiiletek (PU, MU, DU) cellularis szinten, halogénezettségi homolog
soruk szerint szignifikans mértékben fokoztak az AVP aktivalt ACTH elvalasztast (14.
abra). Az AdH modell alap PRL elvalasztasaban (15/a. abra) nem tapasztaltunk
értékelheto eltéréseket a dCIB, CIB keverék, PU, MU, DU esetében a kontroll

PRLOMA modellben (14. dbra) a dCIB és a CIB keverék szignifikansan
megvaltoztatta a HMt modell miikodését a szekretdlt ACTH volumene tekintetében.
Hasonldan a CIB-ok kivaltotta hatashoz, az uronok jelenlétében is fokozodott az ACTH
release (14. dbra) a HMt szimulalt miikddésben. Osszevetve a PRLOMA és AdH celluldris
miuikodését a HMt vonatkozasaban, lathato, hogy a PRLOMA fokozta az elvalasztott
ACTH koncentraciokat az aktivalt és gatolt reguldacioban. Ez a sejtvalasz természetesen
organizmus szintii megerdsités utan (in vivo proaktinomas patkanyok halogénezett
szénhidrogén kezelése), tovabbi kutatasi utat nyit meg a prolaktinomas betegségek és az
ACTH kozvetitette esetleges centralis €s periférids - itt elsésorban a vazoténus
folyamatokra koncentral6 - zavarok kutatasaban.

Az in vitro PRLOMA modell PRL release (15/b. abra) tobbszordsére emelkedett
az AdH-hoz viszonyitottan. A (15/a. abra) a celluaris PRL bazalis elvalasztas és a dCIB
€s mCIB jelenlétében mért ACTH release szignifikansan emelkedett. 4 fenilurea dgensek
itt is a halogénezettség homolog soranak fiiggvényében fokoztik a PRL alap elvalasztdast.

A PRL nem esszencialis hormon, ennek ellenére szamos mechanizmusban nagyon fontos
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szerepet jatszik, pl. a kardiovaszkularis rendszer miikodésében is. Ismert a PRL az N-
terminalis fragmentjének koszortér relaxacio gatlasa simaizomsejteken [139], a NOS és
Po-adrenerg gatlassal kivaltott vazokonstrikcios hatasa [140], valamint endotél-
dependens vazotonust reguldalo hatasa [141]. Ezek alatamasztjak azt a tényt, hogy a
vazokonstrikcidokban az érspazmusok megjelenésében kiemelt figyelmet érdemel a PRL.
Ugyanakkor szem el6tt kell tartanunk azt is, hogy az altalunk vizsgadlt halogénezett
szenhidrogénekkel és a fenuronokkal nemcsak, mint ED vegyiiletekkel, hanem, mint
kardiovaszkularis zavarokat a PRL-on keresztiil is potencialisan generalni képes
hatotényezokkel kell szamolnunk. Mindezt indokoltta teszi tovabba az is, hogy a PRL a
NOS regulacioban vald érintettségével kdzvetleniil képes beleszolni a vazokonstrikcios
folyamatokba.

A vazokonstrikcidban kiilonleges szerepet kap a foszforilalt allapot miozin-
konnyiilanc, amely ATP és Mg?* jelenlétében Mg?*-fiiggé ATP-4z funkciot is mutat (36.
abra).

®-MLC-® )
2 @ MLC-kinaz
<)

Rho-kinaz

MLC-foszfataz MLC-kinaz

Vaszkularis
simaizom
sejt

36. abra A vazotonus szabalyozasaban jelentds Mg?* ATP-4z, RhoA/Rho kinaz utvonal
€s monoamin agonistak szerepe a vazokonstrikcio kialakulasaban

A vaszkularis simaizomténus esszencialis regulatora a MLC melynek foszforilacidja kontrakcidhoz,

defoszforilacioja relaxaciohoz vezet. Az MLC foszforilaciojat az MLC-kindz katalizalja Ca?*/kalmodulin

komplex jelenlétében. A monoaminok 7 transzmembran proteinnel rendelkezé G-fehérjéhez kapcsolt
receptoraktivicioval IPs/DAG szignalizacios Gtvonalon az intracelluldris Ca?* raktarokon (SR) valamint a
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Ca?* influxon 4t fokozzék az intracellularis Ca®* koncentraciot, mely az MLC Ca?*-fiiggd foszforilaciojahoz
és simaizom kontrakcidhoz vezet. Az MLC defoszforilaciojat a MLC-foszfatdz végzi, melyet a
monoaminok receptoraktivacioja a RhoA/Rho-kinaz itvonalon keresztiil valamint a DAG révén gatol.
Ennek kovetkeztében a monofoszforilalt MLC felhalmozddik és szubsztratként viselkedik ujabb
foszforilaciés mechanizmusokban. Az igy keletkezett difoszforilalt MLC Mg?* és ATP jelenlétében Mg?*-
fiiggé ATP-4az funkcidval is rendelkezik, mely a miozin és az aktin filamentumok gyorsabb ¢s hatékonyabb
Osszekapcsolddasat teszi lehet6vé, hozzjarulva a simaizom hiperkontrakcidhoz és kovetkezményes
vazokonstrikciohoz. MLC - miozin kénnyiilanc, MLC-kinaz — miozin konnyiilanc kinaz, ML C-foszfataz
— miozin konnyilanc foszfatdz, R — 7 transmembran proteinnel rendelkezé6 G fehérjéhez kapcsolt
monoamin receptor, 5SHT — szerotonin, NA — noradrenalin, 1P3 - inozitol-3-foszfat, DAG — diacil-glicerol,
SR — szarkoplazmas retikulum, AGII: angiotenzinogén II,

A kutatasok soran ez adta a motivaciot arra, hogy megvizsgaljam a CIB-ok Mg?*-
dependens ATP-4z funkcidkra kifejtett hatasat. Az in vivo CIB kezelt AdH sejtkultarak
nonmitokondrialis frakcidinak Mg?*-fiiggd ATP-az aktivitasat (17. 4bra) dozis- és
1d6fliggd modon szignifikdnsan fokoztak a kezelések. Mindez erdsen felhivja a figyelmet
arra, hogy a hormon medidciot kézvetleniil zavaré, ED hatdsu CIB-0K, a vazospazmushan
is komoly jelentéségiiek lehetnek, mert a Mg?*-fiigg6 ATP-dz aktivitdst szignifikdnsan
fokozni képesek.

A 2. célkitlizési pontban megjeldlt neurohipofizishez kotott esszencialis
hormonregulaciot (AVP) - is hipofizis szinten - kivantuk tanulmanyozni, a hatétényezok
(CIB agensek) jelenlétében (modszerek 7.2.5 és 7.2.4). Majd a nem esszencialis
hormonnak tekintett OT elvéalasztasra gyakorolt hatasokat kovettiik. Hasonloan az
adenohipofizis vizsgalatoknal bemutatott kutatasi logikdhoz, ebben a vonatkozasban is a
cellularis és organizmus szintli események feltardsa mellett, nagy hangstlyt fektettem
azok relacidinak vizsgélataira. Mindez a mar sokszor utalt klinikai gyakorlathoz valo
iteralas szempontjai szerint elengedhetetlen. Ezért keriiltek tanulmanyozéasra a
neurohipofizis sejtszintli exocitotikus (AVP, OT) aktivitasi valaszai az in vivo CIB
kezelések hatdsara. Ezen vizsgalataimmal is az orvosi gyakorlattal vald kapcsolatot
kerestem, amit az AVP ereken kifejtett vazokonstriktor hatasa indokolt [96]. Az OT
viszont lehetséges kardioprotektiv [131] hatasti, amit a NO szintézis fokozo hatasaval
értelmezhetiink [97]. fgy e két hormont zavar6 diszruptor hatasok keresése dolgozatom
stratégiai célja szempontjabol is igen megalapozottnak mutatkozott. Az 18. és 19. abrakon
keriilt feltiintetésre az in vivo CIB kronikus kezelések hatdsa az AVP ¢és OT
elvéalasztasokra. A CIB hatotényezdk ED hatasuaknak bizonyultak, mert az alkalmazott
doézisokban a 90. napon szignifikansan fokoztdk az AVP elvalasztast. Az 18. abra
elemzése feltarja azt is, hogy a CIB-ok valdéban deponalddé tulajdonsaguak, ugyanis az
alacsonyabb do6zist kezelésiiknél a kisérlet 60. napjaig a kontroll értékhez kozeli maradt

az AVP elvalasztas, ami csak a 90. napt6l fokozodott. A nagyobb dozis esetén a 30.
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napnal kivaltott AVP szint csokkenés a kezelések soran egyre emelked6 AVP
elvélasztasokat mutatott.

A Kkisérleti protokollban a monoamin receptorokhoz kapcsolt AVP elvalasztast
fokoz6 in vitro szabalyozasi mechanizmus modellben (modszerek 7.2.5) vizsgaltuk a CIB
agensek tovabbi hatasait. Mivel kardiovaszkularis szempontbol mind a NA, mind az 5-
HT nagy jelentdségli, igy kutatasainkban ezen monoamin regulaciokra fokuszaltunk. A
NA vazospazmusbeli hatdsait megalapozdan ismert az erek endotélsejteinek a-2, B1, B2
és Bs adrenerg receptor stimulacioja, mely a NO szintézis révén csokkenti az erek a-1R
stimulusra kimutathaté vazokonstrikciojat [86,87]. Az 5-HT intravazalis trombusokbol
felszabadulva [78] direkt endotél vagy kozvetett vaszkularis simaizomsejt hatasokkal
medial vazokonstriktiv mechanizmusokat. Ezek az 0Osszefiiggések alatamasztottak
kutatomunkank kiterjesztését az AVP monoamin aktivalt szabalyozasanak vizsgalatara a
CIB hatotényezok jelenlétében. A 18. abra jol szemlélteti, hogy a NA altal regulalt AVP
elvélasztasat a D2 dozis minden kezelési iddsdvban szignifikansan megvaltoztatta. Az 5-
HT szignifikdns AVP fokoz6 hatésa csak a 60. naptdl volt detektalhaté mindkét dozisban.
Az abra igazolja azt a feltevésemet miszerint a hatotényezé/hatas vizsgalatok soran nem
elég egy fiziologiai szempontbol jelentos bioaktiv anyagtartalom kévetése, hanem annak
szabalyozasokban torténd vizsgalata is elengedhetetlen. Az orvosi gyakorlatban
alkalmazott gyogyszeres (dobutamin, dipiridamol, adenozin) terheléses vizsgalatok is ezt
a tényt tdmasztjak ala.

Az in vivo CIB kezelések hatasara az OT elvalasztas valtozasait (19. abra) D2
dozis esetén azonnal, a D1 dozis esetén késleltetve tapasztaltuk. Mindez azt mutatja, hogy
a deponalddassal atlépett hataskiiszobszint elérése utan jelent meg a kivaltott valasz,
nevezetesen az emelkedett OT release. Tehat, ED hatést igazoltak CIB vizsgalataink az
OT release tekintetében is. Az OT elvalasztast monoamin reguldcidban vizsgald
protokollban, a NA hat4sndl a 90. napon mindkét dozisnal szignifikans emelkedést
észleltiink, de a D2 dézisnal mar a 60. napon megjelent ez a kontrollhoz viszonyitva. A
5-HT-nal kivaltott OT release regulacioban mindkét dozis esetén a 60. naptol

A pituicitak CIB kezelésekre bemutatott cellularis szintii valaszai (18. és 19. abra)
megalapozzak annak kimondasat, hogy nemcsak ED, hanem nED hatasokat sikeriilt
feltarnunk kutatdasaink soran.

Az organizmus szintii vizsgalatok eredményei (20. abra) (D1 és D2 dozisu) CIB in

vivo kezelések hatasara a vérplazma AVP és OT tartalmanak olyan valtozasait mutattak,
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amelyek nagy osszhangban vannak a cellularis szintii AVP és OT release funkciok
eredményeivel. Az AVP vérplazmaszintek a 90. napos kezelési idépontban szignifikdnsan
dozisban is mar szignifikansan fokozddott a kezelési idotartamokkal aranyosan a kontroll
viszonylataban. Ugyan a CIB kezelések D2 déziséra is igaz ez az allitas, de a 30. napos
kezelési periddusban elészor csokkent, majd ezutan szignifikansan és egyre emelkedett a
vérplazma OT tartalma a kontrollhoz viszonyitva.

Tovéabbi organizmus szinten megjelend CIB kezelési hataseredményeket
jelentettek kutatasainkban a viselkedési elemek tanulmanyozasai. Mivel az AVP és OT
[231], valamint a NA [232] és 5-HT [233] is jelentds szerepet jatszik a
pszichoaktivitasban és a viselkedési mintazatok alakuldsdban, igy a C1B hatasokat ebben
az Osszefliggésben is vizsgaltuk (modszerek 7.1.1.2). Az in vivo D1 és D2 doézist, 30, 60,
90 napon keresztiil kezelt modellallatok OF (moédszerek 7.1.1.2.1), EPM (mddszerek
7.1.1.2.2) és RI (moédszerek 7.1.1.2.3) viselkedési vizsgalatokkal kovethetd szorongas,
explorativ ¢s offenziv viselkedéseit kutattuk.

Eredményeink szerint (21/A. éabra) a CIB-ok OF tesztben a szorongast
szignifikansan fokozo hatasuak. Mindezt aldtdmasztja az, az irodalombol ismert adat is,
miszerint szorongasban a V1a és Vip receptorok aktivaltak [101]. Mivel a CIB kezelések
hatasara a vérplazma AVP szintek szignifikansan a kontroll szint f61¢ emelkedtek (20.
abra), ami a V-R (AVP receptorok) aktivaciojaval jar, igy a kapott eredményiink
fiziologiai szinten is értelmezetté valt.

A plazma AVP szintek emelkedése igazolt szorongasos korfolyamatokban [102].
Az adat, miszerint szorongasban szenvedd egyéneknél magasabb a koszortér betegség
megjelenési kockéazata [106], aldtdmasztja kapott eredményiink kardiovaszkularis
vonatkozasait is.

A felfedez6 aktivitas, kivancsisag rendkiviil fontos viselkedési elem a vitalitas €s
kovetkezményesen a tarsas kapcsolatok szempontjabol. A CIB kezelések szignifikansan
(21/B. abra) csokkentették ezt a viselkedési mintazatot. Mindez Osszefiigg a szorongassal
¢és stresszgeneralassal is. Mivel a stressz elemek szerepet jatszanak az érspazmusok
megjelenésében [60], ez a CIB kivaltotta hatds is erdsiti az ED vegyiiletek
kardiovaszkularis vonatkozasait.

Kissé visszakanyarodva a viselkedési eredmények magyarazatdhoz a 20. abra
értelmezésénél nem feledkezhetiink meg arrdl sem, hogy in vivo CIB jelenlétben az OT

vérplazma szintje emelkedett, ami viszont anxiolitikus hatasu. A viselkedésvizsgalatok
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szerint az AVP/OT hatésok ereddje a szorongasos viselkedési elem vonatkozasdban AVP
hatdsdominanciat mutat. Ennek a megallapitdsnak a biztonsdgdt EMP vizsgalati
metodikaval is igazolni kivantuk, amikor is a szorongast ¢s a lokomocidval kifejezhetod
explorativ viselkedést tovabb tanulmanyoztuk (22. abra). Az EPM vizsgalatokkal kapott
eredmények tdmogattak azt a felismerést, hogy a CIB szorongas fokozo és az explorativ
viselkedést szignifikansan redukald hatasu.

Az invivo CIB kezelések offenziv viselkedési elemekben megjelend kifejezédését
az RI modszerrel hataroztuk meg. A tdmadasok, iildozések szignifikans fokozodasa
mutatta (23. abra), hogy CIB hatasra er6sen megemelkedik az agressziv viselkedési
mintazat. Mindez 0sszefliggést mutat azzal, hogy a szocialis magatartasi formakban, igy
az agresszioban is megjelenik az AVP dominans szerepe [231]. Irodalombdl ismert, hogy
a cerebrospinalis folyadék AVP tartalma, valamint a személyiségzavaros korképet mutato
betegek agresszivitasa szoros kapcsolatot mutat, ami Gsszefiigg tovabba az 5-HT-erg
aktivitas emelkedésével is [103]. Amikor emelkedett az AVP-erg neuronszam az anterior
hipotalamuszban akkor experimentalisan igazolt agressziot tapasztaltak [104]. Az OT
kapcsolata az agresszioval szintén kimutatott [123], miszerint a centralis OT tartalom
csokkenése agressziot indukal.

A CIB hatétényezék kimutatott nED hatdseredményei azok potencidlis
kardiovaszkularis diszruptor szerepének bevezetését is megalapoztdk, amit az altaluk
kivaltott jelentds oxidativ stressz igazol. A szakirodalom szerint a CIB-0k hatékony
reaktiv oxigéngyok-képzok (ROS) [197]. Ennek értelmezésében tovabbi szerepet kap a
CIB agensek metabolizmusa, amelyben a klorszubsztitualt benzo- és hidrokinonok vizes
kozegben erés OH-gyokképzést prezentalnak [198].

Az oxidativ stresszor CIB hatas kovetkezményesen gyulladdsokhoz ¢és
apoptozishoz vezethet. Mindkét mechanizmus dominansan hat a vazotonust regulald

folyamatokra (37. abra).
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37. abra HCIB okozta gyulladasos valasz és mechanizmusa [234]

A HCIB makrofag aktivaciot indukalo és citotoxikus hatasaval reakciok lancolatat inditja be, amely soran
immunsejtek aktivalédnak, pro-inflammatorikus citokinek és egyéb mediatorok (akut fazis fehérjék,
komplement rendszer, reaktiv oxigén gy6kok) szabadulnak fel szoveti gyulladast eredményezve. HCIB:
hexaklorbenzol, TNF-a: tumor nekr6zis faktor alfa, IL-6: interleukin 6, IL-1p: interleukin 1 béta, p38
MAPK: p38 mitogén aktivalt protein kinaz, STAT-1: szignal transzducer és transzkripcid aktivator-1

A 3. célkitlizési pontban a kozvetett ED hatasok tanulméanyozasara az
extracellularis ionmillieu valtozéasaival szimuldlt allapotokat vizsgaltuk. Ismert a
sziv/érrendszer egészséges milkodésében az optimalis extracellularis [K'] dominans
szerepe, ami gyorsan valtozhat pl. toxikologiai események (hanyas, hasmenés stb.)
esetén. Tovabba jol ismert a HMt szabalyozasi zavar eredményeként fellépé ionmillieu
zavar, ami érinti [K*]-t is. Igy a kutatasi protokollban a hipokalémia altal kivaltott
endokrin események tanulméanyozédsa klinikai vonatkozésai okan is indokolt. A
vazotonusban jelentds a szerepe, hiszen a vaszkularis simaizomsejtek hiperpolarizacidja
relaxaciot, depolarizacidja vazokonstrikciot okoz [146]. Tovabbi kozolt adat, hogy a

simaizomsejt-endotél egység membranpotencial valtozasokra parakrin vazokonstriktor

75



vagy vazodilatator mediatorokat expresszal. A vazotonus szabalyozasat a simaizomsejtek
hiperpolarizacidjan keresztiil az endotél eredetli hiperpolarizacids faktorok szabalyozzak,
amelyben az extracellularis [K™] és az endotél/simaizomsejt membran K*-csatorndinak
van dontd szerepe [147]. A lokalis [K*] csokkenés vazokonstrikciot, az emelkedés

vazodilataciot [148] eredményez (38. abra).
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38. abra A [K™] csatorna funkciok és a vazotonus kapcsolata [146]

A kalium csatorna aktivaciojaval K* ion aramlik ki a sejtb6l, ennek kovetkeztében a sejt hiperolarizalodik.
A folyamat eredményeként a fesziiltség fiiggd Ca®* csatornak zarddasaval csdkken az intracellularis [Ca?*],
mely vazodilaticiot eredményez. A K* csatorndk gatlasaval a sejt depolarizalodik, melynek kovetkeztében
a fesziiltség fiiggd Ca?* csatornak nyitdsaval Ca?* influx valésul meg. A megndvekedett intracellularis
[Ca?*] vazokonstrikci6 kialakulasat segiti el6. Em: membran potencial

Ezek a tények kiilondsen indokolttd tették az érspazmus és aneurizma
szempontjabol is a [K'] extracellularis valtozasainak kovetését, ami gyakori kozvetett
expozitorhatas. A standardizaltan kialakitott in vitro kisérleti protokollban (moddszerek
7.2.3) egészséges (AdH) és prolaktinomas adenohipofizis (PRLOMA) sejteken keriilt
tanulmanyozasra az extracellularis 0-2,0 mM [K™] valtozasok hatdsa az ACTH és PRL
elvalasztas vonatkozasaban. A 24. abra szerint az AdH kultiraban a kontroll ACTH
elvalasztasi kinetikdhoz viszonyitva az extracellularis hipokalémia hatdsara kompenzalt
folyamat érvényesiil az elsé 30 percben az 1,5 mM [K'] kezelés kivételével minden
csoportban. A 40-50 perc k6z6tti idéintervallumtdl a 0,0 mM [K'] hatasara extrém magas
ACTH mennyiséget detektaltunk a sejtkultirdk feliilluszo médiumaiban. Amikor azonos
kisérleti protokoll szerint, de PRLOMA rendszerben vizsgdlodtunk; az esszencialis
ACTH elvalasztas Kkarakterisztikdjaban a 0,0; a 0,5 és 1,0 mM [K'] esetén is
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dekompenzalt ACTH release-t mértiink a 60. perct6l. A 2,0 és 1,5 mM [K'] kezelésnél a
PRLOMA kompenzaltan, kontroll kozeli allapotban tartotta az ACTH elvalasztasi
funkciokat. Az AdH PRL elvalasztisaban is a 0,0 mM [K*] Tyrode jelenlétében 60-70
perces kezelés utan tapasztaltunk dekompenzalt funkciét. PRLOMA esetén a 0,0 ¢és
0,5 mM [K™] hatdsara valt dekompenzalttda a PRL release karakterisztikdja. Mind az
ACTH, mind a PRL elvalasztasban erdsen eltérd karakterisztikakkal valaszoltak az AdH
¢s PRLOMA modellek a hipokalémias hatdsokra. Amennyiben az ED/nED hatasra
alacsony extracellularis [K*] jelenik meg, akkor az ehhez vald alkalmazkodasi potencial
az ecgészséges ¢s ,beteg” sejtek vonatkozasaban erésen eltér, ami tovabbi
zavarmechanizmusokat generalhat.

Mivel munkacsoportunk az ED hatasok keresését tartotta eleinte elsddleges
céljanak, igy a PRLOMA modell ED jelentdségét az is alatdmasztotta, hogy a
prolaktinomas adenohipfizis egy endokrin szabélyozasi zavarral - extra Osztron-acetat
kezeléssel - keriilt kivaltasra. igy feltételezhetden minden olyan kémiai kérnyezeti hatas,
amelyben az ER (0sztrogén receptor) hiperaktivaciojat fel tudjuk tarni, eredményeiben
ED hatast hordozhat.

Az ER-k az érspazmus €s aneurizma szempontbol is jelentdsek, mert hatasuk
kettds: vazorelaxdns ¢és vazokonstrikcios. Az érrendszeri  Osztrogénhatisok
kulcsszerepldje az endotélium és annak integritdsa, amely meghatarozza az dsztrogének
vazokonstriktiv vagy vazorelaxans hatasait [235]. Mindez még inkabb felhivhatja a
figyelmet minden olyan jellegli hatotényezére (pl. a fogamzasgatlas, egyéb ER-agonista
jellegli agensek alkalmazisa esetén), amely Osztrogén-receptor érintettsége okan
sejtszintli funkcionalis vagy strukturalis zavarral jaré expoziciokat jelenthet. Ezek

komoly riziko faktorokat képviselhetnek a vazotonus szempontjabol is (39. abra).
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39. abra Osztrogén vazotonust szabalyzé mechanizmusai [196]

Az 0sztrogén az egyensulyi vazotonus szabalyozasat vazodilatativ és vazokonstriktiv mechanizmusokkal
tartja fenn. Az Osztrogén a simaizomsejt ellazitd hatasat endotélen keresztiil fejti ki, melynek soran az
endotélben a nuklearis (ERa és ERP) receptorokon keresztiil fokozza az eNOS expresszidjat és a NO
szintézisét. Kozben COX-1 aktivalason at fokozza a PGI> elvalasztast és serkenti az endotél EDHF
szekréciot. A felszabaduld parakrin mediatorok koziil a NO és PGI, a simaizomsejt intracellularis Ca?*
hiperpolarizacio révén vezet simaizom ellazulashoz. Az Gsztrogén simaizomsejten kifejtett direkt hatasa
simaizom &sszehtizodast eredményez, melynek kulcslépése az MLC foszforilacidja: (1) A simaizom G-
proteinhez kapcsolt sejtmembran Osztrogén (GPER) receptorok aktivacioja az MLC-kinaz
defoszforilacidjaval fokozza az enzim Ca?* érzékenységét, mely el8segiti az MLC foszforilaciéjat (2) Ca®*
csatornak aktivaldsan keresztiil fokozza a Ca?* influxot, amely az MLC foszoforilacidjahoz vezet (3) a
simaizomsejt altal expresszalt nNOS ,un-coupled” formdaja Gsztrogén stimulacid hatdsara NO helyett
szuperoxid gyokot képez. Ez utobbi tovabb rontja a NO biologiai aktivitasat, amely a vazotonus
fokozddasat ereményezi. ERa: nuklearis dsztrogén receptor alfa, ERB: nuklearis 6sztrogén receptor béta,
eNOS: endotelialis nitrogén oxid szintaz, COX-1: ciklooxigenaz 1, PGl2: prosztaciklin, EDHF: endotél
eredetli hiperpolarizacios faktor, cCGMP: ciklikus guanin monofoszfat, cAMP: ciklikus adenozin
monofoszfat, SR: szarkoplazmas retikulum, NNOS: neurélis nitrogén oxid szintaz, MLC: miozin kénnyt{
lanc, MLCK: miozin kénnytilanc kindz, p-MLC: foszforilalt miozin kénnytilanc

A hipokalémids kisérletek dekompenzalt eseteihez rendelhetd cellularis
mechanizmus feltardsa (28. ébra) soran immunhisztokémiailag igazoltuk a hattérben
jelenlévd apoptotikus eseményeket. A PRLOMA modellben ez kifejezettebb volt, ami
alatamasztja az egészséges és ,beteg” sejtek kozotti kiilonféle stresszre adott
valaszkiilonbségeket. A nED hatasu CIB vagy fenilurea vegyiiletek ROS generalasan
keresztiil valtanak ki apoptozist, amivel lokalis ionegyensuly zavarokat is okozhatnak. Ez
kovetkezményesen a membran hiperpolarizacidjat vagy depolarizaciojat eredményezve a

vazotonus zavarat okozhatja.
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A celkitlizés 4. pontban az experimentdlis tapasztalatok felhasznalasaval a
vizsgalt ED/nED expozitorok kardiovaszkularis rendszert érintd lehetséges hatédsait
kivantam feltérképezni a biologiai rendszerhalozati kapcsolatok faltdrasaval. A
kornyezeti hatadsok altal okozott funkciondlis eltérések koziil a koszoraérspazmust
vizsgéltam, mely kornyezettudomanyos megkdzelitéssel kardiovaszkularis ,kiszavar”-
ként foghato fel [236]. Az irreverzibilis, kornyezettudomany altal ,,strukturalis zavar”-
ként definialt eltérések koziil az aortagyoki aneurizmak ritka fajtajat, a Valsalva
tasakokbdl kiindul6 aneurizmat tanulméanyoztam.

Differencialdiagnosztikai szempontbdl a funkcionalis koszortaéreltérés (spazmus)
diagnozisanak felallitasat megeldzden sziikséges a strukturalis, mar fixalodott jelentds
érsziikiilet lehet6ségének kizarasa. Ennek érdekében végzett invaziv beavatkozas (29.
abra) az RDA hemodinamikailag nem jelentds strukturdlis sziikiiletét igazolta, mely
azonban a kapott eredmény alapjan Onmagaban tiinetokoz6 nem lehetett. A latott
morfoldgiai kép és a klinikum felvetette a tranziens érsziikiilet (spazmus) lehetdségét,
melyet a korel6zményben szereplé dohanyzas, amit a specifikus orvos szakmai ajanlasok
szerinti kornyezeti tényez6 Szerepe, erésen tamogatott [44,45,60]. A szakirodalom szerint
ugyanis, a dohanyfiist gaz- és korpuszkularis komponenseinek szabadgyok tartalma,
tovabba tobb ezer komponensének metabolitja a szervezetben tovabbi ROS komponensek
generalasaval hozzajarul az egyedben az oxidativ stressz kialakulasahoz [175]. Ismert,
hogy a szervezet egészséges milkodésében a szabad gyokok és az antioxidansok
egyensulya meghataroz6 [237], de amikor ROS képz6 expozitorok jelennek meg, akkor
ezek ezt a kényes ¢és sziikséges egyensulyt eltoljak a ROS javara, ami kdvetkezményesen
az endotélben az eNOS gatlason keresztiil (5. dbra) a NO szintézist akadalyozza és ez
vazokonstrikciot general [154]. Experimentalis vizsgalataim alapjan, a CIB-ok révén
ismertem a ROS medialt eseményeket, hiszen a CIB-k is jelentds reaktiv oxigéngyok
képzok. A CIB-ok foként a szervezetben megjelend metabolitjaik révén (6. abra) fejtik ki
ROS induktor hatasukat [197]. Ezek tudataban tranziens vazospazmus gyanujaval tovabbi
vizsgalatokat indikaltam. A koszoruérspazmus direkt kimutatasara a szakirodalomban
elfogadott invaziv provokacios (ergonovin vagy acetilkolin) teszt [238] elvégzésétol
magasabb kockazata miatt eltekintettem, helyette a biztonsagos, de a szakmai
ajanlasoktol eltéré nagy felbontash intravaszkularis képalkoto eljarast (OCT vizsgalatot)
[239] alkalmaztam a spazmusra hajlamosité indirekt jelek vizualizalasara. Ennek
eredményeként (30. és 31. abrak) feltarasra kertilhetett az érlumenben lapszertien elteriild

szerviilt trombus €s annak pontos pozicidja. A vizsgalat tovabbi fontos felismeréshez
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vezetett: a trombustol distalisan endotél laceraciokat (31/B. abra) azonositott. Szamomra
ez az eredmény varhat6 volt, hiszen az experimentalis tapasztalatok alatdmasztottak, hogy
amennyiben az endotélsejtek taldlkoznak a dohanyzasbol szarmazd hatdtényezokkel
(vagy ED vegyiiletekkel), akkor azok kiilonb6z6 faktorok ([240]: pl. TNF, IL-6, IL-8, IL-
10; IL-18 [241]), CRP [164]) medialasaval gyulladast, tovabba apoptotikus folyamatokat
generalhatnak [242]. Az igy felszabaduld6 TNF-a [243] az MMP szint emelkedésével
lokalis kollagén és extracellularis matrix zavart eredményezhetnek [183]. Tehat, az
endotél diszstrukturalis eltérése - a hatdtényezé6 ROS aktivalta folyamatainak
kovetkeztében - az, ami megvaltoztatta az RDA lumen felé¢ esd felszinét, ez pedig
tamogatta a trombocitak kitapadasat [244], amelyek aktivaciojaval felszabadul6 parakrin
mediatorok (pl. 5-HT) hozzéjarulhatnak az ér fokalis spazmusédhoz. A funkcidjaban és
strukturalisan karosodott érszakasz sztenttel keriilt athidalasra a tovabbi spazmusos
események megelozése érdekében. Az ED/nED hatotényezok kivaltotta lehetséges
diszfunkcids és diszstrukturalis mechanizmusok az érspazmusban dominans szereptiek.
Jelen spazmusos esemény soran, a reverzibilis fazison taljutott ,kiszavarral”

talalkoztunk, amit az érfal felrostozodasa, mint kezd6dd strukturalis zavar is

crer

crer

non-invaziv multi-detektoros CT vizsgalattal tisztaztam (32. abra). Ennek soran
felismerésre keriilt a bal koszorGér kezdeti szakaszanak az aneurizma altal okozott
szivciklussal szinkron, dinamikus, é€letet veszélyeztetd kompresszioja. Fontos volt a
beavatkozdsokat megel6z0 ismereteim szempontjabol, hogy a beteg dohanyzo ¢€s a jelen
panaszait megelézden trauma kovetkeztében szepszis utani allapotban volt. Mindez arra
hivta fel a figyelmemet, hogy gyulladasos folyamatokkal [180] és azok soran
felszabadulé faktorokkal (TNF-a, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL- 23 és IFN-y) [183],
valamint fokozott ROS képzddéssel €s apoptotikus hattérfolyamatokkal allok szemben
[199]. Eletveszély okan sebészeti beavatkozasra, miibillentyli behelyezésére és a
komprimalt érszakasz athidalasara volt sziikség (32. abra). A mibillentyli implantacioval
jar6 miitét megerdsitette az aorta gyok és nativ billentyi kronikus gyulladasat. A miitét a
komprimalt érszakasz athidalasa mellett az aneurizma keringésbdl vald kirekesztését
célozta annak rezekcioja nélkiil. A miitét hossza tavl eredményessége a megeldzo
kronikus gyulladdsos folyamatok és a dohanyzas miatt szamomra kétségesnek

mutatkozott, amit a gyulladds okozta varratelégtelenség, valamint az aneurizma falanak
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a gyulladas altal fenntartott folyamatos strukturdlis degeneracioja igazolt. Emiatt az
aneurizma valdban tovabb progredialt, amit az 32/B és 32/C, valamint 33/A abra szerint
multi-detektoros sziv CT angiografias felvétellel igazoltam. Az aneurizma altal korbevett
¢érszakasz dinamikus kompresszidjanak fokozodasabol szarmazott a beteg panaszainak
visszatérése és erésodése, annak ellenére, hogy azt bypass graftokkal el6z6leg athidaltak.
A dinamikus kompresszié tényét morfoldgiailag az angiografia (33/B. és 33/C. ébra) és
az intravaszkularis UH vizsgalat (33/D. és 33/E. abra) igazolta, funkcionalis jelentdségét
(az 1szkémiat okozo hatasat) pedig a frakciondlis flow rezerv [245] (FFR) vizsgalat
mutatta ki (34/A. abra — FFR: 0,52). Az iszkémia kezelésének megoldasaként a bal
koszortér kozos torzsébe sztent keriilt behelyezésre, mintegy beliilrél megtamasztva a
kiviilr6l komprimalt érszakaszt. A beavatkozas funkcionalis eredményességét kontroll
FFR vizsgalattal (34/B. ébra - FFR: 0,91) igazoltuk. Bér ezt kdvetden megszilint a bal
kozos torzs kiils6, aneurizma okozta kompresszidja (35. adbra) és a beteg panaszmentessé
valt, az aneurizma azonban tovabbra is jelen maradt, ami szamomra az ED/nED hatasok
ismeretében a késébbi események lehetséges megjelenését sugallja.

Experimentalis munkam tapasztalatai, az ED hatdsok univerzalis halozati
bioldgiai csomopontjaniak feltardsa révén az érspazmus €s aneurizma diagndzisa €s
kezelése kapcsan is U1j megkozelitéseket biztositottak. A vazotonus zavarat okozo hatasok
vizsgalata soran feltdrtam, hogy a koszorGérspazmussal jard betegségek
diagnosztikajaval és terapias javaslataival foglalkozo eurdpai-, észak amerikai- és japan
szakmai kollégiumok ajanlasaiban a kornyezeti tényezdk patoetioldgiai szerepe
alulreprezentalt. Ugyan az eurOpai és amerikai ajanlas a dohdnyzast, a japan ajanlas a
dohanyzas mellett az alkoholfogyasztast is megemliti, de amellett szamos kornyezeti
faktorrol egyaltalan nem tesz emlitést, annak ellenére, hogy vildgviszonylatban
megvaltozott a kornyezeti terhelés, akar a természetes akar az urbanizalt [1,2,3]
dimenziokra gondolunk. Mindennapos informacioink kozott szerepel a leveg6-, viz- és
talajterhelések aggasztd volta [246]. A harom kornyezeti elem valaha 1étezett - sajnos
altalunk mar nem tapasztalt — természetes allapota melletti evolucidoban alakultak és
fixalodtak a biologiai anyagmintdzatok megjelenési formai (igy a humén is). A
természetes evolucios szereplOk alkalmazkodéasi potencidlja, ma mar nem minden
helyzetben képes biztositani az organizmusok miikddési stabilitdsat a nem természetes
kornyezeti feltételek mellett. A megvaltozott feltételekhez vald alkalmazkodés soran a
korabbiaktol eltérd folyamatok jelentek meg, amelyek eleinte csak biokémiai (pl.

zsiranyagcsere eltérések), majd funkcionalis (pl. érspazmus) zavarokat indukaltak. Ezek

81



az allapotsadvok reverzibilis tartomanyokkal indulnak, melyeket a kornyezettudomany
,.kiszavar’-ként tart szamon. Amikor viszont a funkcionalis eltérések fixalodasat a
struktura is tamogatja, azaz a hosszan fennallo feltételvaltozasok kronikus gyulladasos,
majd transzformacids ¢és egyéb jol karakterizalhato morfologiai eltéréseket (pl.
aneurizma) okoznak, akkor az mar irreverzibilis, és a tudomany ,,strukturalis” zavarként
irja le ezeket. A ,kis- és strukturalis zavarok™ ismerete az orvosi gyakorlat szamara egy-
egy betegség diagnosztikdjanak, progresszidjanak vagy a terapids megoldasainak
tervezését és végrehajtasat is meghatarozza. Amikor kimondjuk egy korcsoportrol, hogy
az nagy gyakorisagu, biztosan nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a kérnyezeti tényezoket,
amiket szakkifejezéssel hatotényezéknek neveziink. A kardiovaszkularis betegségek
diagnosztikajanak és kezelésének nemzetkozi ajanlasaiban [44,45,60] mégsem talaltam
meg a napjainkra jellemz6é kornyezeti terheléseket, mint koroki tényezdket. A nagy
xenobialis kdrnyezetterhel6 agens csoportok az iparbdl [247] a mezdgazdasagbol [248],
a kozlekedésbol [249], stb. szarmazd kornyezeti terhelésekrdl nincs emlités. Pedig
ahogyan ez a megkozelités az endokrin szabalyozast érintd, vonatkozd orvosi
ajanlasokban mar kibontakozéban van, gy az elengedhetetleniil sziikséges lenne
kardiovaszkularis tekintetben is.

fgy jelen dolgozattal szeretném bevezetni a Kardiovaszkuldris Diszruptor
Vegyiilet (KvDV) fogalmat, amely alatt azokat a kornyezeti hatotényez6 agensek értem,
amelyek a kardiovaszkuldris betegségcsoportok megjelenésében, fenntartdsaban
napjainkban dominans szerepiiek. A Kardiovaszkularis Diszruptor (KvD) hatasok
kivaltoi lehetnek kémiai (agensek), fizikai (pl. elektro-magneses mezdk, hideg hatas) és
biologiai (pl. mikrobialis organizmusok) hatotényezok. Ebben a dolgozatban a KvDV-k,
mint hatotényezok az EDC kivaltotta mechanizmusok igazolasaval, tovabba mint
neuroendokrin és kadiovaszkuldris egyiittes csomopontok keriiltek meghatarozasra
(organizmus és cellularis szinten).

A kisérleti ¢és klinikai munkdm eredményeit Osszegezve a kovetkezOket
allapitottam meg. Az experimentalis vizsgalatokkal cellularis és organizmus szinten
kozvetlen hatotényezd/hatas vizsgalatok eredményei igazoltak, hogy valoban ED
hatasuak a dCIB, a mCIB, a PU, MU ¢és DU. Tovabba, a monoamin aktivalt neurohipofizis
vizsgalatok eredményei révén kiterjedtebb, nED hat4sokat is tulajdonithattam ezeknek a
vegytileteknek. Megdllapitottam, hogy a vizsgalt agensek nED hatasai olyan hormon
elvalasztasi zavarokat generdltak, amelyek potencidlisan szoros kapcsolatot mutathatnak

érspazmus megjelenésével. Az 0Osszefiiggést a homeosztazisban csomdponti szerepet

82



jatszo6 hormonvolumenek valtozasainak cellularis (homon-release funkciok) és
organizmus szintl hatasaival (pl. viselkedés) igazoltuk.

Az ED hatasokat sejtszinten tisztazo experimentalis vizsgalatokban az
esszencialis ACTH és AVP, valamint a nem esszencialis, de komplexitasi szinten
dominans hatastt PRL és OT szerepére fokuszaltunk, mint az endokrin szabalyozas fontos
csomopontjaira. Tovabbd a monoaminok (NA, 5-HT) szabalyozta AVP ¢és OT
elvalasztasokban is igazoltuk a CIB diszruptor szerepét, igy azt neuro-endokrin diszruptor
(nED) hatasnak tekinthetjik. A HMt modellben kialakitott szabalyozasi kor
mikddés kardiovaszkularis vonatkozasai kapcséan felvetettem az ACTH potencialis
kardiovaszkularis hatashordozo szerepét is, a sziv melanokortin receptorai révén. Ez az
ACTH vonatkozasaban féleg akkor, valik kifejezetté, ha a fiziologiasnal magasabb az
ACTH koncentrdacio, mint pl. a kisérletesen igazolt CIB ED hatésaiban, ekkor viszont ez
a kozvetlen ED hatas egy kozvetett Kardiovaszkularis Diszruptor (KvD) hatdsként jelenik
mar meg.

A PRL cellularis szintii regulacioban kdzvetetten a NO/NOS rendszeren keresztiil
fejti ki KvD hatésait (Bevezetés 4.1.5).

Az ED események soran, a celluldris szintli szabalyozasokban a CIB oxidativ
stresszor szerepe dominal elsddlegesen a kdzvetlen hatasokban (6. abra). Hasonloan ROS
generalta események jelennek meg a fenilurea agenseknél is (Bevezetés 5.2). Tovabbi
felismerés, hogy az nED vegyiiletek potencialis KvD hatasait a ROS mechanizmuson
keresztiil megindulo gyulladasos folyamatok - az érintett szovetekben -, kdzvetlentil
kivaltjak. Ekkor a ROS indukalta pl. citokin (TNF-a, IL-1, IL-1P) felszabadulasok, a
kemokinek, az érfalak permedbilitasi zavarai vezetnek a kovetkezményes gyulladashoz
(37. ébra). De a HCIB és metabolitjai szintén a ROS-on keresztiil indukéljak az apoptosist
és ferroptosist is (7. abra).

A kutatasi protokollokban a dC1B, mint hatotényez6 bevezetése is megtortént (10.
¢s 15. abrak), ennek indoka, hogy a bioldgiai mintarendszerekben észlelt szamos
kornyezeti tényez6 kivaltotta hatdseredmény Gsszehasonlithatésdga nagy gondot jelent.
A szakirodalom szerint igen sok mddszerrel és vizsgalati koriilmény mellett torténnek a
kutatdsok eltérd biologiai rendszerszinteken. A nagy adatmennyiség optimalis
felhasznalasat teszi lehetové az LCA 14040 szabvanycsomag, ami az eltérd feltételek és
metodikak mellett vizsgalt kutatasi eredményeket olyan modon standardizalja, hogy egy

plusz mintarelacidt vezet be a dCIB hatasvizsgalataval. A kutatasok sordn, a tobbi
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mintaval azonos rendszerben kezelt dCIB hatas megadasaval lehetséges a szabvanyos
standardizalas, ami az OTP, és a HTP kifejezését teszi lehetdové. A bemutatott
vizsgalatokban mar mi is bevezettiik ennek a standardizalasi lehetoségnek a hasznalatat,
azért is, hogy adatbazist tudjunk strukturaltan épiteni és azt tobb Gsszefiiggés kutatdsaban
kezelni, valamint adataink masok szamara is jol értelmezhetéen felhasznalhatdéak
legyenek. gy a KVD hatds tekintetében is alkalmazhaté nemzetkozi standardrendszerhez
csatlakoztunk a dCIB hatdskutatasaval.

Az organizmus szinten a CIB vegyiiletek jelenlétében az AVP és OT szerepét
vizsgaltuk mint neuroendokrin szabalyozasi csomopontokat. Megallapithattuk az
organizmus szinten is manifesztalodd ED hatasokat, melyekhez kototten feltarasra

keriiltek a KvD eseménykaszkadok (40. ébra).

endothel
sejt

vaszkularis
simaizom sejt

40. abra Az erck endotél-simaizom funkcionalis egység AVP medialt
miikodésszabalyozasi eleme a vazokonstrikcidban

Az AVP simaizomsejteken kifejtett vazokonstrikcids hatdsa az intracellularis Ca®* szint fokozodasan
keresztiil 4 mechanizmussal valosul meg. (1) Gg/11 fehérjéhez kapcsolt Vi receptorok aktivaciojaval
IPs/DAG masodlagos messengerek keletkeznek. Az IP3 az intracellularis Ca?* raktarként funkciondlé SR
membranjan talalhaté IP3-R-hoz koétédve Ca?* felszabaduldsat eredményez, a DAG pedig a
plazmamembran f(R)Ca?* csatorndkon a Na* és Ca?" ionok bedramlasdval és a sejt kovetkezményes
depolarizaciéja altal aktivalt f(U)Ca?* csatornakon keresztiil tovabbi Ca?* ionok bedramlsa hozz4jarul az
intracellularis Ca?* szint fokozodasahoz. (2) ATP fiiggd K* csatornak direkt gatlisival, valamint
kdvetkezményes sejt depolarizacioval és f(U)Ca?* csatorndk aktivaciéjaval fokozott Ca?* bedramlas alakul

84



ki. (3) Vi receptorok aktivacidja a NOS expresszidjanak gatlasan és NO szintézisének csokkenésén
keresztiil vezet intracelluldris Ca?* szint emelkedéshez. (4) Egyéb vazokonstriktorok (pl NA) hatdsanak
potencirozasaval, mely a receptorokhoz (a1-R és Vi-R) kapcsolt Gq/11 fehérjék interakcidja révén
aktivalodd IPs/DAG/Ca?* szignalizaci6 Utjan jon létre. Az AVP vazodilaticiés hatasat az endotél sejtek
OT-R és Vi receptorai medialjak NO szintézisének fokozasaval. AVP — arginin-vazopresszin, NA —
noradrenalin, NO — nitrogén-monoxid, NOS — nitrogén-monoxid szintiz, V1 receptor — vazopresszin 1
receptor, OT-R — oxitocin receptor, 1P3s — inozitol-3-foszfat, DAG — diacil-glicerol, SR — szarkoplazmas
reticulum, IPs-R — inzitol-3-foszfat receptor, f(R)Ca?" - receptor fiiggd Ca?* csatorna, f(U)Ca?" -
fesziiltség fliggd Ca®* csatorna, a1 — alfal adrenoceptor

Az esszencialis AVP és az OT elvalasztasi zavar, amit az ED hatétényezok
okoztak, mind cellularis, mind (plazma hormontartalmukban, viselkedési elemek
valtozasaban) organizmus szinten igazoltta valtak, ami alatdmasztotta relevans klinikai
vonatkozasaikat (4b célkitiizés).

Megallapithattam a fentiek ismeretében, hogy a vizsgalt agensek (fenilurea
agensek és CIB-0k) potencialisan KvD tulajdonsaggal rendelkeznek, amit organizmus és
cellularis (exocitotikus, apoptotikus) szabalyozasi csomoOpontokon keresztiil fellépd
hatasokkal igazoltam (41. abra).

Funkciondlis/"kiszavar” I Celluldris szintil timaddspontok I | . wotrukturalis zavar” B
(vazospazmus morfoldgiai eltérés nélkil) aneurizma, varospatmus morfol
eltéréssel)
Endotél - - -

diszfunkeis [NOJ) — . = Simaizomsejt

# g l l apoptozis/ferroptozis
w SRR N Gyulladas \ MMP, IL-18, TNF-a, EC mditrix
—_—— IL-4, IL-5, IL-6, IFN-y degradicid

IIL-1|3, TNF-a

Simaizomsejt ROCK
hiperkontraktilitas

I Organizmus szintd thmadaspontok I

Srorongids,
depresszio, pinik, Mentilis stressz
agressnio? sllapotok . depresszio

ACTH/gliiko-
I~ AVE,OT  NA, S-HT /e

kortikaidok } [Neurc)endokrin ._o
—  PRL Gsrtrogén szabilyozds

41. abra. ED/nED hatotényezo klorbenzol €s uron vegyiiletek KvD tdmadaspontjai
celluléris és organizmus szinten

A CIB és uron vegyiiletek cellularis és organizmus szintii mechanizmusokkal valé direkt és indirekt
interferenciaja révén funkcionalis- és strukturalis vaszkularis zavarok kialakuldsaban jatszhatnak szerepet,
igy az emlitett hatotényezék potencialis kardiovaszkularis diszruptoroknak tekintheték. ROS — reaktiv
oxigén gyok, ROCK — RhoA/Rho-kinaz Gtvonal, NO — nitrogén oxid, AVP — arginin vazopresszin, OT —
oxitocin, NA — noradrenalin, 5-HT — szerotonin, ACTH — adrenocortikotrop hormon, PRL — prolaktin,
CRP — C reaktiv protein, TNF-alfa — tumor necrosis faktor o, IL — interleukin, MMP — matrix
metalloproteindz, IFN-y — interferon gamma, EC matrix — extracellularis matrix, CIB — klorbenzol, fU —
fenilurea, KvD - Kardiovaszkularis Diszruptor,
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A bioldgiai halozatrendszerben az organizmus és cellularis szintli szabalyozasi
csomopontokra gyakorolt CIB és uron vegyiiletek hatasai révén ,Kiszavar” és/vagy
,Strukturalis zavar” Iéphet fel, amely kiilonb6z6 sulyossaga vaszkularis eltéréseket
generalhat. A dolgozatban bemutatott esettanulmanyok kapcsan, ahol a kérnyezeti hatas
szimulaciot a dohanyzas képviselte, megtalaltuk a ROS kivaltotta, valamint a gyulladdsos
eseménykaszkadot. Ezek az erek funkciondlis és/vagy strukturdlis zavarat okoztdk
koszortaérspazmus vagy aneurizma esetén is (4b célkitiizés).

JOl prezentaltta valt a gyulladassal Osszefiiggésbe hozhato extracellularis matrix
eltérés is, ami értelmezhetd kémiai kornyezeti terhelés (dohanyzas) hatasara megjelend
lokalis gyulladdsos folyamatként (MMP aktivacion keresztiil). Ez az érendotél
felrostozodasédhoz hasonld morfologiai elvaltozast kivaltva biztositott kitapadasi felszint
a trombocitak szamara. A trombus megjelenésekor a parakrin 5-HT felszabadulas tjabb
vazokonstriktiv eseményeket generalt.

A vazokonstrikcibban és aneurizmaban megjelend korképek invaziv
tanulmanyozasakor igazolast nyert, hogy a nevezett csomopontokon keresztiil zajlo
diszruptor folyamatok azonos eredményre vezetnek. Szinonim logikat képviseld
meggondolasokkal talalkozhattunk az orvostudomédnyban a polietiologias korképek

kapcsan.
Kovetkeztetesek

Az alabbiakban a disszertacid 1) megallapitasait mutatom be, dolt betiivel jelezve 6nallo
Uj eredményeimet.
1. Kialakitasra kertilt a(z)

a, gasztrointesztindlis expozicios ut modellezése az ED kémiai
hatotényezok  kutatasihoz  (csecsemé  szonda, standard térfogat,
testtomeghez iteraltan) Wistar torzsii patkany-modellen.
b, dllatkisérletesen standardizalt prolaktinomas adenohipofizis modell
szubkutan dsztron-acetadt implantdcioval (6 honapon keresztiil, 150 ug/ttg
kg/hét, szubkutan beiiltetés).
c, az expozitorok szubtoxikus dozisainak és kezelési idésavjainak
modellezése. Tovabba a cellularis regulacios folyamatkdvetésekhez in
vitro szabalyozasi ciklus, neurohipofizis (specifikus monoamin aktivalt,
specifikus antagonista gatolt AVP, OT release) ¢és adenohipofizis
(hipofizis-mellékvesekéreg tengely: kortikoszteron gatlas, AVP ko-
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aktivalas, kombinalt gatlas/aktivalas ACTH release  kovetés)

vonatkozasédban.
Igazolast nyert kozvetlen hatasvizsgalatokban az 1,4 para-diklérbenzol, a
klorbenzol mix, a fenuron, monuron €s diuron hatotényezok endokrin diszruptor
hatasa mind a cellularis (exocitotikus aktivitas in vivo és/vagy in Vvitro
expoziciokra), mind az organizmus (plazma hormonszintek alakuldsa AVP, OT,
ACTH, PRL; viselkedés: szorongas, lokomotoros aktivitas, explorativ funkciok,
agresszivitas vizsgalatok) bioldgiai rendszerszintjén.

a, Az 14 para-diklorbenzol hataseredményeinek bevezetésével

csatlakoztunk a szabvanyos, nemzetkozi adatszolgaltatasi lehetoségekhez

a Human Toxicitasi Potencidal NED hatotényezdinek tekintetében.
Az in vitro regulaciés ciklusmodellek segitségével megallapitottam a
klérbenzolok neuroendokrin diszruptor (nED) hatasat, kiterjesztve a korabbi
endokrin diszruptor (ED) hatasspektrumot (az AVP, OT monoamin aktivacid
INA, 5-HT/és az ACTH elvalasztas szabalyozas hipofizis-mellékvesekéreg
tengely miikodés hatotényezok altali szignifikdns zavardsdnak igazolaséaval).
Igazoltam, hogy az egészséges (AdH) sejtekhez viszonyitva a diszfunkcios (beteg
- PRLOMA) sejtek miikddése eltolt szabalyozasi ciklust, amit az ED agensek
tovabb erdsitenek (dominansabban jelenik meg az ACTH/PRL regulécios
mechanizmusok eltolodasa az AdH és a PRLOMA relacidiban). Mindez a klinikai
gyakorlat szempontjabodl igen jelentds.
. Bizonyitast nyert az AdH sejtek vonatkozasaban, hogy az ED hatotényezok, a CIB
dgensek szignifikansan fokozzak a nonmitokondridlis Mg**-fiiggé ATP-dz
aktivitast.
A kozvetett ED hatasok modellezésében igazolt, hogy a hipokalémiat - mint a
klinikumban gyakran megjelend (pl. toxicitasi) eseményt -, az egészséges AdH
sejtek jellegzetes kompenzacioval (alkalmazkodasi potenciallal) kezelik (dozis és
hatasidosav tekintetében az ACTH és PRL release soran). Ezt a diszfunkcios
PRLOMA sejtek sem az ACTH, sem a PRL elvalasztas tekintetében nem
mutatjadk. A klintkum szamara ez 0jabb bizonyiték az egészséges €s beteg
sejtfunkciok kozotti szignifikans eltérésekre.

a, A hipokalémias protokollokban észlelt dekompenzalt sejtfunkciok

hatterének immunhisztokémiai vizsgélattal bizonyitott magyardzata az

apoptotikus folyamatok zajlasa.
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7.

8.

9.

Kisérletesen igazolast nyert, hogy a CIB hatétényezdk, mint lipofil xenobialis
modellvegyiiletek hatdseredményei valéban dozis €s id6fiiggden jelennek meg.
gy ezekre csak intraorganizmus szintii kiiszoboket lehet meghatarozni a HTP
vizsgalatok soran (jelenleg a torvényi szabalyozasban terhelési hatarértékeket
adnak meg).
Meghatarozasra keriiltek az ED/nED dgensek - stratégiai célomként kezelt azon
hattérmechanizmusainak szakirodalmi feltarasai, amelyek révén kapcsolat
mutathato ki a kardiovaszkularis események vazotonust és aneurizmat
meghatdrozé folyamatai kozétt. Igy a CIB és fenilurea vegyiiletek oxidativ stresszt
kivalto hatasainak mechanizmusat hozhattam Osszefiiggésbe a vazokonstrikciot
vagy aneurizmdt kivalto generalis celluldaris mechanizmusokkal.
a, A ROS hatast kivalto fenilurea és CIB vegyiiletek és metabolitjaik
endokrin diszruptor vegyiiletek (EDC) tulajdonsaguak, komplex modon
hatnak a NO/eNOS rendszerre, amivel a vazokonstrikciot erdsithetik.
b, A ROS mechanizmus kozvetlen gyulladdasos citokin expressziot fokozva
destrualhatja az érendotélt, amivel a MMP miikédésen at gyengiti az
érfalstrukturat aneurizmak kialakuldasanak kedvezve.
C, A ROS hatason keresztiil fokozni képes a CRP mennyiségét, ami a
vazokonstriktiv valaszokat erositi.
d, A ROS mechanizmussal a vaszkuldris simaizomsejt miozin konnyii
lancanak Mg**-fiiggé ATP-dz aktivitdsdt fokozva (az elbzetes miozin
konnytilanc foszfatdaz, RhoA/Rho kinaz és DAG gatldasan at) erdsitheti a
heveny vazokonstrikcio kialakulast.
e, A ROS mechanizmussal aktivalt apoptotikus folyamatok az aneurizma
kialakulasaban jatszanak fontos szerepet.
A neuro-endokrin szabdlyozasi csomopontok organizmus szinti ED hatads
feltarasa soran megallapitottam, hogy a(z)
a, AVP eros vazokonstrikcios tényezo, amely a tobbutas intracellularis
Ca**-szignalizacion keresztiil fokozhatja ezt a hatdsat. Az OT
vazoprotektiv szerepii. Ezen két kardiovaszkuldrisan ellentétes hatast
képviselo hormon mennyiségét a vizsgalt EDC-k szignifikansan fokozzdk.
A hatasdominanciat mégis az AVP képviselte, amit a viselkedési

vizsgalatok igazoltak.
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b, a monoaminok (NA és 5-HT) dltal szabadlyozott AVP elvilasztas zavara
mellett ezek onallo kardiovaszkularis szerepét is hangsulyosan kell
kezelni. Ugyanis a viselkedésmintazatok megvaltoztatasaval, a szorongdas-
fokozodas (human vonatkozasban a mentdlis stressz novelésével)
hozzajarulhat a vazospazmus, vagy aneurizmdak kialakuldsdhoz.
C, ACTH lehetséges kardiovaszkularis szerepét tovabbi vizsgalatokkal kell
tisztaznunk.
d, PRL erds vazokonstriktor tulajdonsagu az N-termindlis fragmentjén
keresztiili koszoruér relaxdaciot gatlo hatasa, valamint a NOS és f-
adrenerg aktivacioval kialakulo vazokonstriktiv hatasa révén.
e, az osztrogének osztrogeén receptorokon (ER) keresztiil a magban és a
membranban fejtik ki hatdsukat, amelyek kettds, vazodilatdcios és/vagy
vazokonstriktor jellegiiek. A vaszkularis simaizom membran ER
aktivaciojan keresztiil a vazokonstriktor szerep erosodik.
Kévetkezményesen megallapithato, hogy az ED/nED hatotényezd klorbenzol és uron
vegyiiletek Kardivaszkularis Diszruptor (KvD) tamaddspontuak lehetnek, cellularis és
organizmus szinten.

10. Az europai (ESC), amerikai (AHA) és japan (JCS) kardiovaszkularis szakmai
ajanlasok az koszoruérspazmusok vonatkozdasaban a dohdnyzason, drogokon és
alkoholfogyasztason kiviil egyéb kornyezeti tényezok szerepét nem emlitik.
Dolgozatomban ravilagitottam arra, hogy a 21. szdzadra mar megvaltozott
kornyezeti  feltételek nagy valosziniiséggel donto szerepiiek a bemutatott
betegségek megjelenésében.

11. Az EDC kivaltotta hatdasok révén igazoltam azok kardiovaszkularis betegségek
kialakulasaban valosziniisitheto jelentoségét, ami megalapozza, hogy ezen
agensek potencialisan  Kardiovaszkularis — Diszruptor Vegyiiletekként  is

ertelmezhetok.

A kovetkeztetésekbdl lathato, hogy a kisérletes és klinikai eredményeim mar
kijelolték azokat a kutatasi célteriileteket, amelyekkel kdzvetlen hatdtényezd vizsgalattal
tervezem igazolni a jelen dolgozatban feltart kardiovaszkularis jelent6séggel biro
csomopontokra gyakorolt dC1B, mCIB, PU, MU, DU hatasokat.
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12 Osszefoglalé

Kornyezettoxikoldgiai szempontbol jelentds hatdtényezOk a perzisztens szerves
szennyezOk (POP), ebbe a csoportba soroltak napjaink nagy kornyezetterheld
xenobiotikumai az aromas szénhidrogének és halogénezett szarmazékaik. A bioldgiai
rendszerek ezen anyagokkal, mint hatotényezékkel elszenvedett expozicidi
kovetkeztében modosulhatnak az evoltciosan fixalodott fiziologiai folyamatok. A humén
populacio érintettsége kapcsan szamos ritka betegség jelenik meg, vagy a mar ismert
korfolyamatok lényegesen nagyobb gyakorisdggal jelentkezenek. A tudomany a
kornyezeti hatdsokra megvaltozd endokrin szabalyozasi ¢s miikddési zavarokat ED
funkcioként kezeli. Munkacsoportunk kutatasi eredményeként korabban kiterjesztette ezt
a fogalmat a hatotényezdk és bioldgiai hatdsaik vonatkozisaban a homeosztatikus
diszruptorok definialasaval. Jelen munkéban a CIB-ok és fenilurea vegyiiletek ED
funkcidinak vizsgalatat kivantuk elvégezni, cellularis és organizmus szintli expozicids
modellek kialakitasaval. Ezzel a kutatassal tovabbi célként a kozvetlen és/vagy kozvetett
ED hatdsok bemutatisa mellett, azok periférids folyamatokban kialakul6
kardiovaszkularis hatasaira kivantam koncentralni. FOként a vazokonstrikcidval és az
aneurizma kialakuldssal jar6 kardiovaszkuldris megbetegedésekkel 0Osszefiiggésbe
hozhat6 ED kapcsolatokra fokuszaltam, amikor az orvosi gyakorlat (diagnosztika,
preventiv medicina, terapiatervezések) szamara is jelentdés kornyezettoxikologiai
experimentalis kutatdsokba bekapcsolddtam. Az ED hatdsok tanulméanyozéasdhoz a
hormonalis mediacio komplex folyamatrendszereinek kutatdsaban az esszencialis
hormonok (AVP, ACTH) elvalasztasdra és a nem esszencidlis, de nagyon jelentds
regulacios szerepli hormonok (OT, PRL) release funkcidinak vizsgalatat tliztem ki
célként. Ezen hormonokkal kapcsolatban fel kellett tarnom azokat a cellularis (érendotél
és érsimaizom NO/NOS-, intracellulais [Ca?']-, receptorfunkcié-, MLCK-, apoptozis-,
gyulladasos mechanizmuskaszkad, vagy Mg?*-fiiggd ATP-4z akivitas stb.) és organizmus
szintli csomopontokat (szocialis stressz, viselkedési elemek, plazma hormonszintek stb.),
amelyek a koszorGiérspazmus, vagy aneurizma kialakuldsa szempontjabol jelentések. Igy
a nevezett hormonok kreativ elemként értelmezetten keriilhettek tanulmanyozasra. A
kreativ elemek tulajdonsaga, hogy olyan mediatorként értelmezhetdk, amelyek a
biologiai haldzati kapcsolatokban a csomoponti szerepiiket tobb komplexitdsi szinten
egyszerre képesek érvényesiteni. gy valt megalapozotta kutatisainkban a monoaminok

ismert komplex reguldtor funkcidinak tanulmanyozasa, valamint a HMt vizgélata az ED
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hatas szempontjabol. Ugyanakkor a monoaminok (NA, 5-HT) és HMt rendszer hormonjai
(kortikoszteroidok, gliikokortikoidok, ACTH) igen jelentések kardiovaszkularis
szempontbol is. A klinikum szempontjabdl tovabbi fontos kérdés volt annak tisztazasa,
hogy a CIB ¢s fenilurea hatotényezok kivaltotta valaszmechanizmusok mennyiben térnek
el egészséges, vagy beteg (zavart funkcioji) biologiai rendszerekben. Ennek
megvalaszolasara igen alkalmasnak mutatkozott egy endokrin reguldciés zavarral
kivalthat6 betegségmodell kialakitdsa, amelyben a kordbban nevezett hormonok release
eseményei érintettek. Eredményeink nemzetk6zi 6sszehasonlithatosaga és a klinikumban
vald hasznositasi igénye miatt, a HTP nemzetkdzi referencia vegyiiletének (dCIB)
kisérletbe vonasat is elvégeztik. Az ED hatdsok vizsgalataval parhuzamosan a
kardiovaszkularis kapcsolatok feltarasat az indokolta, hogy a koszoruérspazmus
vildgviszonylatban is igen nagy gyakorisagu megbetegedés, jelentds mortalitadssal. Mivel
a kardiovaszkularis betegségek gyakorisaga erdsen emelkedett, mikdzben a kornyezeti
terhelések is dominansan fokozodtak, igy nem tekinthetiink el annak a kérdésnek a
vizsgalatatol, hogy lehetséges-e kapcsolat a kornyezeti hatétényezdk szélesspektrumil
jelenléte és a koszoruér betegségek fokozott jelenléte kozott?

Tovabba az is indokolta a kutatasi célkitlizést, hogy a klinikumban alkalmazott
koszortérbetegségekre vonatkozo nemzetkozi ajanlasok kornyezeti terhelésekkeént csak a
tarsadalmak  szocidlis  terheléseibe  sorolt dohanyzast, droghasznalatot ¢és
alkoholfogyasztast emlitik. Napjainkban ennél sokkal karakterizaltabban, legalabb a nagy
hatotényezOcsoportok szerinti megjelenitésre lenne sziikség. Ehhez viszont fel kell tarni
a hatotényezok jelen esetben a CIB és fenilurea dgensek azon hatdsmechanizmusait,
amelyekkel a kutatasainkban megjelend hatasok értelmezhetdek.

A kisérleteink soran a kitizott cél az volt, hogy megvizsgaljuk in vivo és in vitro
modellekben, cellularis és organizmus szintli komplexitasokban, hogy a szubtoxikus
dozist, perzisztens CIB és fenilurea vegyliletek rendelkeznek-e ED hatasokkal? A kapott
eredmények szerint a tovabbiakban meg kivantam Aallapitani, hogy a vizsgalt
hatotényezok endokrin hatdsai szerepet jatszhatnak-e az vazokonstrikcios folyamatokban
¢s az aneurizmak kialakulasaban? Ezen {6 kérdések megvalaszolasahoz tematikus
célkitlizési pontokat allitottam fel, amelyek vizsgalatdval az experimentalis munka ¢és
Klinikai gyakorlat kozotti kapcsolatot pontrdl pontra épitettem fel.

Az alkalmazott modszereknél in vitro cellularis hormonelvalasztasok kovetése (LIA,
RIA), a sejtek viabilitasanak (Trypan-kék teszt) és egészséges funkcidinak /specifikus és

aspecifikus release aktivitdsok) meghatarozasa, Mg?*-fiiggé ATP-az aktivitas detektalasa
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(modositott Martin-Dotty modszerrel), vonatkoztatasi rendszerként fehérje meghatarozas
(modositott Lowry modszerrel) zajlott kezeletlen és hatotényezok szubtoxikus doézisaival
kezelt primer monolayer sejtkultira (NH, AdH, PRLOMA) modellek alkalmazasaval. A
PRLOMA sejtkultara kialakitasahoz in vivo (150 pg/ttg kg/hét) Osztron-acetat
implantaciét alkalmaztam hat honapon 4t, a prolaktinomas adenohipofizis jelenlétét
plazma PRL szintemelkedéssel kovetve. Az in vitro modellek elézetesen in vivo
hatotényezOvel nem kezelt, vagy elozetesen CIB kezelt Wistar patkanyok
adenohipofizisébdl késziiltek sterilen, enzimatikus és mechanikus disszocialtatassal. Az
in vivo kezelés soran a biztonsagos kezelési expozicidkat csecsemd gyomorszondaval
alakitottam ki, 0,1 - 1,0 — 10,0 pg/ttg kg/nap mCIB doézisban, 0, 30, 60, 90 napon at,
taplalkozasi expoziciés uton. A kezelt csoportok mellett kontroll rendszereket
alkalmaztam: abszolut-, stressz-, negativ- ¢és pozitiv kontrollok bevonasaval.
Standardizalt kisérleti protokollban in vivo vizsgalatokat is végeztiink, egyrészt a
hormonstatusz meghatarozasat az AVP, OT és ACTH vonatkozasiaban a plazmabol
mérve a megfeleld iddsavokban, valamint a vett vérmintdkbol majenzimeket is
detektaltunk. Az allatok a kisérletek soran folyamatosan leletezve voltak. A kisérleti
csoportokndl viselkedésvizsgalatokat végeztiink OF, EPM, RI tesztekkel. A kapott
eredményadatokat statisztikai analizissel (SPSS 13.0 for Windows (SPSS Incorporation,
Chicago, IL, USA; ANOVA modszerrel és Fisher-féle LSD post hoc eljarassal; Kruskal-
Wallis nem-paraméteres modszerrel; Mann-Whitney U-teszttel; SAS 9.2 software
segitségével (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) kezeltiik.
A Klinikai vizsgalatoknal koszorterek és a szinusz Valsalva aneurizma angiografias
vizsgalatat GE Healthcare Innova 2100 IQ Cardiovascular Imaging tipusu késziilékkel és
6F 3.5 Launcher (Medtronic Inc, Minneapolis, MN, USA) valamint 5F pigtail katéterrel
végeztik. A FFR vizsgdlat PressureWire™ Certus™ (St. Jude Medical) drottal; a
koszoruerek OCT vizsgalata Dragonfly™ katéterrel (St. Jude C7-XR konzol) tortént. A
koszoruerek intravaszkuléris ultrahang vizsgélata Eagle Eye® Gold katéterrel (s5™
Imaging System, Volcano Co., San Diego, CA, USA) zajlott. A koszoruereket 3,5x18mm
Integrity Resolute (Medtronic Ireland) és 5x25 mm, Multi-Link Ultra (Abbott VVascular,
Santa Clara, CA, USA) koronarias sztentek betiltetésével kezeltiik. A szinusz Valsalva
aneurizma ¢€s koszortierek non-invaziv CT angiografias vizsgalata GE Revolution 64
szeletes és Philips Al 256 szeletes multi detektoros spiral CT késziilékekkel zajlott.
Eredményeink szerint cellularis ¢és organizmus szinten a kozvetlen

hatotényezd/hatas vizsgalatok ED hatasuként igazoltak a dCIB, a mCIB, a PU, MU és DU
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agenseket. A monoamin aktivalt (NA, 5-HT) neurohipofizis vizsgalatok eredményei
(AVP ¢és OT elvalasztasok) alapjan nED hatastak ezek a vegyiiletek. Tovabba ezen nED
agensek hatasai szoros kapcsolatot mutathatnak a koszraérspazmus és aneurizma
megjelenésével. Mindezt a  homeosztdzisban csomoponti  szerepet  jatszo
hormonvolumenek valtozésai cellularis (homon-release funkciok) és organizmus (pl.
viselkedés) szinten igazoltdk. Az ACTH elvélasztast vizsgald6 HMt regulalt modellben is
a CIB ¢és fenilurea vegyiiletek nED hatasa jelent meg. A HMt miikodés kardiovaszkularis
vonatkozasai kapcsan az ACTH potencialis kardiovaszkularis hatdshordozo lehet, a sziv
melanokortin receptorai révén. Ez akkor valik kifejezetté, ha a fiziol6gidsnal magasabb
az ACTH koncentracid, mint pl. a kisérletesen igazolt CIB ED hatasaiban. Ekkor viszont
ez a kozvetlen ED hatés egy kozvetett Kardiovaszkularis Diszruptor (KvD) hatasként
jelenik meg. A PRL cellularis szintii regulacioban kozvetetten a NO/NOS rendszeren
keresztiil fejti ki KvD hatdsait. A hipokalémidval modellezett kozvetett ED hatés
vizsgalatban igazolddott, hogy eltéré karakterisztikaval valaszolnak az egészséges és
prolaktinomas adenohipofizis sejtek az Oket ért expozicié soran. A zavart miikodési
sejtek rovidebb idésdvban és nemcsak extrém alacsony [K*] mellett mutatnak
dekompenzalt mitkddést. A folyamat hattérmechanizmusaként az apoptozist igazoltuk. A
kozvetlen ED hatasoknal a CIB oxidativ stresszor szerepe dominal elsédlegesen.
Hasonléan ROS generalta események jelennek meg a fenilurea dgenseknél is. Tovabbi
felismerés, hogy az nED vegyiiletek KvD hat4sait a ROS mechanizmuson keresztiil
megindul6 gyulladasos folyamatok kozvetleniil is kivaltjdk. Ekkor a ROS indukalta pl.
citokin (TNF-a, IL-1, IL-1PB) felszabadulasok, a kemokinek, az érfalak permeabilitasi
zavarai vezetnek a kovetkezményes gyulladashoz. De a HCIB és metabolitjai szintén a
ROS mechanizmussal generalnak apoptosist €s ferroptosist.

A kutatasok soran, a tobbi mintaval azonos rendszerben kezelt dCIB hatas-
detektalas tortént, ami lehetové tette a HTP megadéasat. Ezaltal a KvD hatas
vonatkozasdban is alkalmazhat6 nemzetkdzi standardrendszerhez csatlakozhatunk a
dCIB hataskutatasaval.

A CIB 4gensek organizmus szintli hatasait az AVP ¢és OT szabélyozasi
csomopontokkal tanulméanyozva szintén nED hatast igazoltunk (plazma AVP és OT
koncentraciokkal és viselkedésvizsgalatokkal).

Megéllapitottam a CIB ¢s fenilurea indukdlta ED hatisok ¢és KvD
eseménykaszkadok lehetséges kapcsolatait. A feniluredk potencialisan érendotél

diszfunkciot generalhatnak és a ROS és ROCK mechanizmusokkal és a hipoidnidval
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kapcsolt folyamatokban is érintettek lehetnek mikdzben az nED hatast prezentaljak. A
CIB vegyiiletek szorongas, agresszio, AVP, OT, ACTH, PRL szabalyozast zavarjak, a
ROS ¢és gyulladasos folyamatokat indukaljak, valamint a simaizomsejt apoptozist és
ferroptozist generalnak.

A disszertacid experimentalis €s klinikai eredményei kijelolték szamomra a
tovabbi kutatasi célteriileteket, amelyek soran kozvetleniil szeretném igazolni a feltart,
kardiovaszkularis jelentdséggel bird cellularis €és organizmus szintli csomopontokban

érvényesiilé dCIB, mCIB, PU, MU, DU hatasokat.
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13 Summary

Persistent organic pollutants (POPs) are significant factors in terms of environmental
toxicology. Aromatic hydrocarbons and their halogenated derivatives as important
environmental xenobiotics are classified as POPs. Exposures of biological systems to
these substances may alter evolutionarily fixed physiological processes. A number of yet
unknown rare diseases may occur or already known diseases may appear with a
significantly higher frequency as a result of exposure of the human population. Endocrine
regulatory and functional changes in response to environmental effects are scientifically
interpreted as endocrine disruptor (ED) functions. Our research group has previously
extended this concept by defining homeostatic disruptors with respect to these
environmental factors and their biological effects. In the present work, we aimed to
investigate the ED functions of chlorobenzenes (CIBs) and phenylurea compounds by
setting up cellular and organism-level exposure models. In addition to presenting direct
and/or indirect ED effects of these agents, we also aimed to focus on their cardiovascular
effects in peripheral processes. Thus, potential ED relationships associated with
development of vasospasms and aneurysms were investigated primarily, which has great
relevance to medical practice (diagnostics, preventive medicine, therapy planning). To
study the ED effects in the complex process of hormonal mediation, we aimed to focus
on the secretion of essential hormones (AVP, ACTH) and the release functions of non-
essential but important regulatory hormones (OT, PRL) and their cellular- (vascular
endothelial and vascular smooth muscle NO/NOS, intracellular [Ca?'], receptor
functions, MLCK, apoptosis, inflammatory mechanism cascade, or Mg?*-dependent
ATPase activity etc.) and organism-level mechanisms (social stress, behavioral elements,
plasma hormone levels etc.) that may underlie coronary spasms or aneurysms. The
hormones discussed above could be studied as creative elements. By definition, creative
elements can be interpreted as mediators that are simultaneously able to assert their nodal
role in biological networks at several levels of complexity. The study of ED effects on
the known complex regulatory functions of monoamines and the hypophyseal-adrenal
axis is, thus, reasonable. However, monoamines (NA, 5-HT) and hormones of the
hypophyseal-adrenal axis (corticosteroids, glucocorticoids, ACTH) are also of great
importance from a cardiovascular point of view. Another important issue for clinical
consideration was to clarify the extent to which the response mechanisms elicited by CIBs

and phenylurea agents differ in healthy or diseased (dysfunctional) biological systems.
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To answer this, setting up a disease model triggered by endocrine dysregulation involving
the release of previously mentioned hormones proved to be suitable. Because of the need
for international comparability and clinical application of our results, the international
reference compound 1,4-dichlorobenzene (dCIB) of human toxicity potential (HTP) was
also included in the experiment. Besides examining the ED effects, the exploration of
cardiovascular aspects was justified by the fact that coronary spasm is a common disease
worldwide, with significant mortality. Since the incidence of coronary heart diseases has
sharply increased together with the growing presence of environmental toxicological
burdens, a possible relationship between coronary diseases and environmental factors can
be reasonably suspected. In contrast to this, the international recommendations for
management of coronary heart diseases only mention smoking, drug use and alcohol
consumption as environmental burdens in societies. Nowadays, characterization of at
least larger groups of environmental factors in this aspect is imperative. For this reason,
it is necessary to explore the mechanisms of action of CIBs and phenylurea agents.
Therefore, we aimed to examine the ED effects of subtoxic-doses of persistent CIBs and
phenylurea compounds in complexities at cellular- and organism level in both in vivo and
in vitro models. We also intended to determine whether the endocrine effects of the
investigated factors may play a role in vasoconstrictive processes and aneurysm
formation. Thematic objective points were set up in order to answer these questions,
establishing a connection between experimental work and clinical practice point by point.
Monitoring of in vitro cellular hormone secretions (LIA, RIA), determination of specific
(Trypan-blue test) and non-specific (release activities) cell viability and healthy
functions, detection of Mg?*-dependent ATPase activity (modified Martin-Dotty method)
was achieved. In vivo (150 /ug / bw. kg / week) estrone-acetate implantation was used for
six months to produce prolactinomal adenohypophysis cell cultures (PRLOMA) cell
culture. Determination of total protein content (modified Lowry method) was performed
as a reference system using primary monolayer cell culture (neurohypophysis (NH),
adenohypophysis (AdH), PRLOMA cell cultures) models untreated or treated with
subtoxic doses of test agents. Prolactinomal transformation of adenohypophysis was
confirmed by monitoring of elevated PRL levels. In vitro models were prepared from the
adenohypophyses of untreated or in vivo CIBs pretreated Wistar rats by sterile, enzymatic
and mechanical dissociation. Invivo 0.1 - 1.0 - 10.0 pg/ bw. kg / day mix of CIBs (mCIB)
exposures were applied via infant gastric tube for 0, 30, 60, 90 days. In addition to the

treated groups, absolute, stress, negative and positive control groups were set up.
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Standardized in vivo studies were also performed by measurement of plasma AVP, OT
and ACTH hormone and liver enzyme levels obtained within appropriate time intervals.
The experimental animals were medically certified throughout the experiment. Treatment
groups participated in behavioral tests (open field, elevated plus maze and resident
intruder tests). Statistical analyses were carried out using ANOVA, Fisher’s LSD post
hoc test, Kruskal-Wallis non-parametric method, Mann-Whitney U-test and with SPSS
13.0 for Windows (SPSS Incorporation, Chicago, IL, USA) and SAS 9.2 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA) softwares.

In clinical studies, GE Healthcare Innova 2100 IQ Cardiovascular Imaging equipment
was used for angiographic assessment of coronary arteries and sinus Valsalva aneurysm.
6F 3.5 JL Launcher (Medtronic Inc, Minneapolis, MN, USA) and 5F pigtail catheters
were used for angiographic procedures. FFR measurements were performed using
PressureWire™ Certus™ (St. Jude Medical), Dragonfly™ catheter (St. Jude C7-XR
console) was utilized for OCT imaging, Eagle Eye® Gold catheter (s5™ Imaging System,
Volcano Co., San Diego, CA, USA) was applied for IVUS imaging. For percutaneous
coronary intervention 3,5x18mm Integrity Resolute (Medtronic Ireland) and 5x25 mm,
Multi-Link Ultra (Abbott Vascular, Santa Clara, CA, USA) stents were used. CT
angiographic study for non-invasive follow up of sinus Valsalva aneurysm and coronary
arteries was performed by GE Revolution 64 multi-slice CT and Philips Al 256 multi-
slice CT equipments.

Our results confirmed the ED effects of dCIB, mCIB, phenuron (PU), monuron (MU) and
diuron (DU) both at cellular and organism levels. The neuroendocrine disruptor (nED)
effects of these compounds were also proven based on the results of monoamine activated
(NA, 5-HT) neurohypophysis (AVP and OT) studies. Furthermore, the effects of these
nED agents may be closely related to development of coronary spasms and aneurysms.
All this was confirmed by the changes in hormone volumes that play nodal role in
homeostasis at both cellular- (hormone-release functions) and organism (e.g. behavioral)
levels. The nED effect of CIBs and phenylurea compounds was also detected in the
hypophyseal-adrenal axis regulated model studying ACTH secretion. Regarding the
cardiovascular aspects of hypophyseal-adrenal axis function, ACTH may be a potential
cardiovascular mediator through cardiac melanocortin receptors. This may manifest at
ACTH concentrations exceeding physiological levels, e.g. experimentally confirmed ED
effect of CIBs. Inturn, this direct ED effect results in an indirect Cardiovascular Disruptor
(KvD) effect. PRL exerts its KvD effects indirectly through the NO/NOS system in
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cellular regulation. An indirect ED effect study modelled with hypokalaemia
demonstrated that healthy and prolactinoma adenohypophyseal cells respond with
different characteristics during exposure. Disrupted cells show decompensated function
in a shorter time interval and not only at extremely low [K*]. Apoptosis was confirmed
as the background mechanism of this process. In the case of direct ED effects, the
oxidative stressor role of CIBs predominates. Similarly, ROS-generated events appear
with phenylurea agents as well. It is further recognized that the KvD effects of nEDs are
directly triggered by inflammatory processes initiated through the ROS mechanism. In
this case, ROS induced e.g. cytokines (TNF-a, IL-1, IL-1PB), chemokines and vascular
wall permeability disorders lead to consequent inflammation. Hexachlorobenzene and its
metabolites also generate apoptosis and ferroptosis by the ROS mechanism. The effect of
dCIB applied in the same system was also examined in the research. This allowed for the
determination of HTP so as to join the international standardized system that can be
applied to the KvD as well. We also demonstrated the nED effect of CIBs at organism
level (with plasma AVP and OT concentrations and behavioral tests). We established
possible relationships between CIB and phenylurea-induced ED effects and KvD event
cascades. Phenylureas may generate vascular endothelial dysfunction through ROS and
ROCK mechanisms and may be involved in hypoionia-related processes presenting nED
effect. CIBs interfere with anxiety, aggression, AVP, OT, ACTH, PRL regulation, induce
ROS and inflammatory processes, and generate smooth muscle cell apoptosis and
ferroptosis. The experimental and clinical results of the dissertation assigned me further
research areas, such as directly proving the KvD effects of dCIB, mCIB, PU, MU, DU at

cellular and organism level.
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