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1. Bevezetés

1.1. Kornyezet, rendszer, alkalmazkodas, homeosztazis

Az ¢lovilag és kornyezete kozott fennallo allando kdlesonhatas, illetve folyamatos energia- és
anyag kicserélodés tartja fenn az €16 (biotikus) és élettelen (abiotikus) rendszerek
kommunikacios egyensulyat. A foldi viszonyok mellett az anyagi rendszerek és az azokat
determinald kornyezet alapvetd torvényszerlisége a funmkcionalitds, amely az aktudlis

alkalmazkodasi mintazat fenntartasat biztosito (élet)folyamatok 0sszessége.

Az emberi tevékenység a természetes evolicids kornyezet ,.turn-over’-ét igen erdsen
megvaltoztatja. Az antropogén valtozasok kovetése (pl. gazdasagi, szocialis, stb.) és
kovetkezményeinek feltarasa igy fontos feladat a kornyezet és az azon egyensulytartdsra
képes rendszerek fenntarthatosdga miatt [1].

A kornyezet és rendszer viszonyat az alkalmazkodo képességgel jellemezhetjiik, amit az
abiotikus rendszereknél adaptacionak, a biotikus rendszereknél akkomodacionak neveziink [2,
3,4].

Az alkalmazkodas egyensulyi kommunikacié, folyamatkaszkdd, melynek soran a folyton
valtoz6 anyag ,kitlintetett” szempontok szerinti struktirdba, rendszerbe szervezddik. Az
evolucio, ok - okozati tényezOkkel Osszehangolt alland6 valtozasfolyama soran az eltérd
stabilitast energia/anyag diverzitas sokasaga jelenik meg a F6ldon [5, 6].

Az él6 rendszerek, korlatozott szabadsagfokkal jellemezhetd biologiai-rendszerek, amelyek a
foldi kornyezetben atmeneti egyensulyi allapotokat képesek fenntartani. A biologiai
rendszerek egyensulyi integritasat és belsO szervezeti stabilitdsat a ndvekvé komplexitasu
bioszabalyozasi halozatok tartjdk fenn. (A homeosztazis gordg eredetii szd, jelentése:
,»hasonlo allapot”) [7]. A homeosztazis révén az €16 szervezet egyensulyi allapotot tart fenn a
kornyezetével, alkalmazkodik a valtoz6 kiilsd és belsé koriilményekhez. Az aktualis
egyensulyi allapot a kdrnyezeti paraméterek hatdsara kialakult biokommunikécios folyamatok
valtozasaként értelmezhetd [8]. Az alkalmazkodisban a biokommunikéacié az inger- és
valasztovabbitas moddosulasdban jelenik meg, az adott kornyezeti feltételeknek megfeleld
homeosztatikus ~ optimum  kialakulasat  jelenti [9]. A  biologiai  rendszerek
kontrollmechanizmusa a normaltdl eltérd allapotot akkomodativ valasszal az egyensulyi
allapothoz tereli vissza. A hatékony alkalmazkodasu €16 szervezetek el0szor neurogén, majd
neuroendokrin, ezutan neuroendokrin-immun és a jelenleg ismert legmagasabb szintii

pszicho-neuroendokrin-immun kommunikacios akkomodaciot mutatnak.



A (pszicho)neuroendokrin-immun rendszer egységességére utal, hogy a neuroendokrin és
immunmediatorok azonosak is lehetnek, ¢és egymas miikodését szabalyozhatjdk (pl.
interleukinek, neurotranszmitterek, releasing faktorok, trophormonok, stb.). A komplex
fiziologiai folyamatok optimalizalasa egy lassu evoluciés turn-over-t feltétez, mivel az é16
biologiai struktira atalakulasi képességének a szabadsdgfoka hatdrozza meg annak
idOtartamat és korlatait. Ezt tdmasztjdk ala a bioldgiai rendszerek genetikai strukturdinak
valtozasai ¢és a kornyezeti hatdsok epigenetikusan megjelend formai (pl. endokrin
szabalyozasi eltérések és a sejt differenciacio zavarai a pajzsmirigy tumorok esetén) [10, 11].
A magasabb rendli gerincesek a kornyezetiikben bekdvetkezd véltozasokra rendkiviil gyors
reakcioval, a viselkedésnek nevezett homeosztatikus valasszal reagalnak (ilyen reakcid
alacsonyabb rendiicknél is megtalalhatd, de nem minden esetben észrevehetd) [12]. Mindez az
adott organizmus meglévé fiziologiai folyamatainak modosulasaival értelmezhetd, s azonnali
valaszreakcioként jelentkezik. Ez az alkalmazkodasi forma gyors, amelyet nem kovet
szliikségszerien a biologiai folyamatokat meghatdrozé stabil struktira valtozésa. A
szervezetben egyidejileg zajlo biologiai folyamatok sokasdga meghatarozott struktira és
szabalyozas szerint torténik. A struktirdra hatd minimalis valtozdsok a rendszer miikodését
alapvetden nem valtoztatjak meg, de a folyamatok elérehaladasaban szerepet jatszo, iranyitd
anyag- és energiakommunikacié feltételei mér diszkréten moédosulnak. Igy az emlitett
folyamatok sokasaga a korabban észlelt allapottol eltéréveé valik. Ezen fiziologiai folyamat-
eltérések a biologiai rendszert nem billentik ki egyensulyabol, de a rendszeren beliil
lokalizaltan eltéré miikodéseket okoznak.

A viselkedés a kornyezeti ingerre megjelend gyors bioldgiai valasz, amely jol detektalhatd, és
az azt meghatarozd homeosztatikus fizioldgiai folyamatok ok-okozati Osszefliggéseinek
feltarasaval tanulmanyozhat6 [13].

A biologiai rendszerek homeosztatikus fizioldgiai folyamatai a véletlenszerti, parhuzamos
miikodésti halozatok algoritmusaival modellezhetok. Ezéltal a kornyezethez, mint kotelezd
feltételrendszerhez valo alkalmazkodas a hierarchikus szabalyrendszerek algoritmusaival
vizsgalhato. Ezen algoritmusokkal kovethetd rendszer-alkalmazkodas egy olyan
optimalizalas, amely meghatarozott kornyezeti paraméterekre nézve adott konfidencia

intervallumokkal értelmezett szervezeti egyenstlyt képvisel [14].

1.2. A viselkedés

A viselkedés (magatartas) az ¢l6 szervezet folyamatos — forma és funkcio szerint leirhatd —

mikodésének eredménye, amely kovetkezményekkel jar az egyedre és/vagy a kdrnyezetére



nézve (kiilonbozo testhelyzetek, mozdulatok stb.). A homeosztatikus folyamatok és a
viselkedés fizioldgiai egységet képviselnek. Amennyiben a kornyezet, mint feltételrendszer
paraméterei megvaltoznak, pl. stressz-hatds éri az €l6 rendszert, az adott egyed megfeleld
viselkedésmintdzattal reagalva biztositja homeosztazisanak allanddsagat. A kornyezeti
ingerekre, azaz a stresszre kialakitott reakciok a taléléshez és a szaporodashoz egyarant
sziikségesek és nélkiilozhetetlenek. A homeosztazis szabalyozasaban a fiziologiai feed-back
és egyéb szabalyozd mechanizmusok, a viselkedés Osztonds és/vagy tanult feed-forward
valaszmechanizmusain keresztiil érvényesiilnek [12, 15].

Ezen folyamatok soran allanddan kifejezésre keriil az illetd egyedre jellemzd kiils6-belsd
fizikai, 0sztonds és/vagy tanult viselkedés, melyben az aktivitas, vagy annak hianya, a
szorongas, a félelem, a vagy, a hajlamok, az emoécidk, a tarsegyedekhez vald viszonyulas

(minésége) az agresszivitas és a dominancia is determinalt [16].

1.2.1. A szorongds (anxietds)

A szorongas olyan érzelmi allapotot jeldl, melyre a félelem, a kellemetlen és rossz eldérzet a
jellemzo (pl. a bizonytalan jovotol, dontésképtelenségtdl valo félelem).

.A szorongés valamilyen veszélyre vagy fenyegetésre adott élettani valasz, melynek soran a
test és a lélek egyarant az adott problémara 6sszpontosit. Melynek soréan a fiziologiai funkciok
felkésziilnek a valaszlépésre, mikdzben az ,,agy” végiggondolja a lehetséges menekiil§-utakat
¢és veszélyforrasokat. Ez egy komplex hangulati mintazat. A szorongést jellemzd folyamatos
félelemérzés, gyakran csak a félelmetesnek vélt fenyegetd dolgokra iranyul, amit negativ
kozérzet és biztonsdgot nyudjtd objektumok (pl. buvohely, csoport) keresése egészit ki.
Norméalis vélaszreakcionak tekinthetd a kornyezeti stresszre adott, fenyegetd helyzetekben
megfigyelhetd szorongés, hiszen a természetes szorongas elengedhetetlen az egyed kornyezeti
kihivasoknak valé megfeleléséhez. A talzott mértékii anxietas karos az egyedre, amit szdmos
pszichiatriai korkép is igazol (pl. péanikbetegségek, fobidk, poszttraumds stressz okozta

betegségek, depresszio) [17, 18].

1.2.2. Az agresszio

Természetes koriilmények kozott az élélények folyamatosan versengenek az életfeltételeik
alapjait jelentd forrasokért (taplal€k, teriilet, buvohely, stb.). A versengés eldsegiti az
eldonyosebb adottsagokkal rendelkezé egyedek szaporodasat és a forrasok csoporton beliili
optimalis elosztasdt. Az olyan versengéseket és a versenyben megjelend komplex
mintazatokat, melynek soran (altaldban) a fajhoz tartozd egyedek egymadst igyekeznek a

vitalis forrasokbol kiszoritani, vagy a forras megszerzésében gatolni, agresszionak nevezzik.
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Agresszi6 minden olyan viselkedésforma, amelynek célja a masik egyednek sérelmet, kart
okozni (pl. a fajtars eltavolitdsara iranyuld magatartas) [19-20]. Az agresszié minden emlds
fajban megjelenik és alapvetd fontossagu az €161ény tilélése szempontjabol.
Human vonatkozasban az agresszid két {6 tipusa kiilonitheto el:

- az impulziv (reaktiv, ellenséges, affektiv) agresszio és

- akontrollalt (proaktiv, instrumentalis, ragadozd) agresszio [21).
Az impulziv agresszi6é hasonlosagot mutat az allatokban megfigyelhet6 offenziv magatartés-
elemekkel, amelyet foként akkor észleliink, ha a felnétt allat harcol, vagy védi az
er6forrasokat (pl. az élelmet, a territoriumot, a ndstényeket) [22]. A kontrollalt agresszio az
allatvilagban a defenziv viselkedés-mintazattal vonhat6 parhuzamba. Ez akkor jelenik meg,

ha az allatot egy fajtarsa vagy egy ellenséges ragadozd megtamadja [22, 23].

1.3. Kornyezetterhelések és viselkedés

1.3.1. Perzisztens, szerves szennyezo anyagok, endokrin diszruptorok

A kemikalidk a tarsadalmak altal az iparban ¢és a mezdgazdasagban széleskoriien hasznalt
vegyliletek. Ezen kémiai anyagok kozott taldlhatok olyan kiilondsen jelentds kornyezeti
kockézatot képviseld vegyiiletek, melyeket perzisztens (stabil kémiai szerkezetiik okan
nehezen bomlo) szerves szennyezd anyagoknak (POP/Persistent Organic Pollutant
vegyiileteknek) neveziink. Szélesebb korti alkalmazasuk soran igazoltdk, hogy erdsen
modositjdk az €16 szervezetek homeosztatikus funkcioit [24], igy pl. az endokrin
kommunikaciot is. POP vegyiiletek lehetnek a polihalogénezett (pl. diklor-difenil-triklor-etan
/DDT/, hexaklorbenzol /HCB/, poliklorozott bifenilek /PCB/, dioxinok és furdnok) és
poliaromds szénhidrogének (PAH-ok). A felsoroltak koziil szamos vegyiiletet peszticidként
alkalmaztak, bar néhanyukat (pl. a HCB-t, a DDT-t, az aldrint, a mirexet, a dieldrint, a
toxaphene-t) a fejlett orszagokban napjainkra betiltottak.

A POP vegyiiletek tehat perzisztensek, vizben valo oldhatésaguk alacsony, azaz lipofil

természetliek, ezért elsdsorban az ¢161ények zsirban gazdag szoveteiben akkumulalodnak [25].

1.3.2. Endokrin hatdasu kornyezetterhelo vegyiiletek

A POP vegylletek heterogén csoportjaba a hormonhéztartast, az endokrin kommunikéciot
zavard anyagokat sorolhatjuk, melyeket endokrin diszruptor (EDC) vegyiileteknek neveziink.
Az EDC anyagok bizonyitottan hatdssal vannak a homeosztazisra és/vagy annak

szabalyozasara [26, 27]. Az EDC-k befolyasolhatjak az embriogenezist (spontan abortusz



kockéazatanak novekedése, intrauterin novekedési visszamaradas, korasziilés, alacsonyabb
szililetési suly, fejlédési rendellenességek gyakoribb eléfordulasa) [25, 28]. Ismert a
karcinogén, az immunotoxikus [25], a neuromuszkularis funkci6 [38] és a koordinacids zavart
[28] okozé hatasuk is. Napjainkban kutatott a magatartisaktivitas valtozasara [28, 29], a
tanuldsi és kognitiv képességekre [28], valamint a memoridra €s a mentalis funkciokra
gyakorolt hatasaik [28].

Az EDC vegyiiletek viselkedésre vonatkozo hatasainak tanulmanyozéasa soran a szexualis
viselkedés [28,30], az emocionalis tonus [31], a motivacid, a kommunikacio [28], a szorongas
[31], az agresszio [28, 32, 33], a dominancia, tovabba a szocialis viselkedésformakra [28]
kifejtett hatasaik a legfontosabbak.

Az EDC vegylletek aktivalhatjak vagy gatolhatjak az endokrin rendszert, igy a hormonok
szintézisét, tarolasat, felszabaduldsat, transzportjat és metabolizmusat, valamint a receptor
felismerést, kotodést, tovabba beleszolhatnak az indukalt valaszokat érintd neuroendokrin
folyamatokba.

Az EDC vegyiiletek hatasai a szexualszteroidokra és a pajzsmirigy hormonokra igazolt [34].
A kozponti idegrendszerben az endokrin vélaszokért és a magatartasfunkciokért felelds
struktarak kozosek, igy a hormonok gyakran direkt hatassal lehetnek a viselkedésre (és
forditva), vagy a metabolizmus modositasan keresztiil indirekt modon is befolyéasolhatjak azt
[28].

1.3.3. Klorbenzolok

A POP csoportba tartozd klorbenzolok koziil elsdsorban a HCB hatasait tanulmanyoztak,
melyek részben EDC tulajdonsaguak [35, 36] (1., 2. abra).

A triklorbenzol (TCB) izomerek kozil az 1,24-triklorbenzol kémiai folyamatok
intermedierje. Szigetel6anyagként, hdcseréloként, szintetikus olajok, stb. Osszetevdjeként,
valamint fafeliiletek konzervélasara, festékiparban, ¢és a tropusokon inszekticidként
hasznaljdk. Az 1933 ota iparszeriien gyartott HCB-kat eleinte gombadldként (fungicid)
hasznaltak termények (buza, arpa, rozs, zab) kezelésére, majd pl. fafeliiletek konzervélésara,
alkalmaztdk az aluminium- és festékgyartasban, valamint a pirotechnikaban. Napjainkra a
HCB felhasznalasa az 1970-es évekhez képest 70-95%-kal csokkent. Ugyanakkor a
kornyezetben mérhetd hosszu felezési idejii HCB legnagyobb része a kordbbi kornyezeti
korforgasbol az iiledékekbe ¢és a talajba keriilt. Egyes orszagokban még ma is hasznaljak

segédanyagként a klortartalmu oldoszerek és peszticidek gyartasa soran [35].



1. abra — 1,2,4-Triklorbenzol 2. abra - Hexaklérbenzol
A triklérbenzol (TCB), valamint a HCB a benzol szarmazékai. Eldbbiben harom, az
utdbbiban hat kloratom szubsztitudlja a benzolgyliri hidrogénatomjait. A TCB jellegzetes
szagu, szintelen; folyadék, vagy szilard formaban talalhato. Szerves olddszerekben oldodik,
vizben szinte oldhatatlan. A HCB fehér, kristdlyos anyag. Stabil, nem reaktiv vegyiilet
(olefinekhez képest csokkent reakciokészség, addicidora vald alacsony hajlam, nehéz

oxidalhatosag, jellegzetes szubsztitucios atalakulasokra vald hajlam jellemzi) [37].

1.3.3.1. Klorbenzol expoziciok és jellemzoik

A kornyezetben kialakult anyagkdrforgas sordn a klorbenzolok akkumuldlédhatnak a ndvényi
¢és allati szervezetekben [35]. A human populacid klorbenzol expozicidja a klortartalmu
szerves vegyiiletek eldallitasa és felhasznaldsa sordn egyarant el6fordulhat. Az expozicid a
gasztrointesztinalis rendszeren keresztiil (szennyezett élelmiszer /pl. halak, vadhus/ illetve viz
fogyasztasa), a tiidon (inhalacidval) és a boron at (transzporttal) valosul meg a leggyakrabban
[38]. Human vizsgalatokbol és allatkisérletekb6l ismert, hogy a klorbenzolok lipofil
tulajdonsagaik révén atjutnak a placentdn, és koncentralédnak az anyatejben. Az anyatej
klorbenzol tartalma korrelal az anyai szérumban mérhetd értékekkel, amit a tanulmanyokban
a peripartum anyatej, a terhesség alatti anyai szérum, vagy a koldokzsinor vér klorbenzol
koncentraci6 meghatarozasaval kovetnek [39].

A HCB-t az International Agency for Research on Cancer (IARC) 2B (human karcinogenitasa
lehetséges) ¢és 3A (bizonyitottan allati karcinogén) csoportba tartozd karcinogénként
osztalyozta. A HCB ismert endokrin hatdsa, hogy zavarja a pajzsmirigymiikodést, valamint
egyeb okozott fizioldgiai hatasai a m4j, a vese, a csont €s a bor, stb. dozisfiiggd funkcidinak

megvaltoztatasa [40].

1.3.3.2. Klorbenzolok neurotoxikus vonatkozasai
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A HCB neurotoxikus sajatsagait els6sorban egyes kognitiv €s spontan lokomodciot
determinald viselkedéselemek vonatkozasaban vizsgaltak, az anxietdssal és az agresszidval
kapcsolatos hatasairdl kevesebb irodalmi adat talalhato.

Az Aéllatkisérletes munkdk zOomében altaldban azt vizsgaltak, hogy a pre- és/vagy a
posztnatalis, kronikus anyai HCB expoziciok milyen hatassal lehetnek az utdodokra. A
ragcsalokban hiperaktivitast és hiperexcitabilitast [41, 42, 43], valamint egyéb tremorral,
tonusos rangasokkal jaré abnormalis mozgasformakat figyeltek meg [44]. Diszkrét valtozasok
detektalhatok az olyan kognitiv funkciokban is, mint a tanulas, vagy a memoria [42; 43].
Humén tanulmanyokban leginkabb a prenatalis, placentdlis HCB expozicidk hatasait
vizsgaltak. Gyermekek idegrendszeri fejlodésében elenyészd, altaldban nem szignifikans
valtozasokat sikeriilt detektalni [45]. A jelentésen HCB-szennyezett spanyolorszagi Menorca-
ban ¢és Flix-ben tapasztalt eredmények alapjdn azonban szignifikdns Osszefiiggés volt
megfigyelhetd a koldokzsinor vér magasabb HCB tartalma és a négy éves korban észlelhetd
tarsas kapcsolatok csokkenése, valamint a figyelemhidnyos hiperaktiv viselkedészavar
kialakulasa kozott [46,47]. HCB expozicids forrasok kozelében dolgoz6é munkasok korében
[48], és HCB expozicionak kisérletesen kitett patkanykisérletekben [49] idegi karosodast és
kozponti idegrendszeri miikodészavarokat irtak le.

A porphyria turcicaban szenvedé betegekben a szkizofrénia és/vagy a hipokondria
gyakorisdga megnovekedett [48]. Human esetekben leirtak HCB expozicio indukalt
rangasokat, tremort, mentalis dezorientdcidt, gyengeséget, paresztézidkat, epileptiform

gorcsoket [44].

1.3.3.3. Klorbenzolok agressziora és/vagy szorongdsra gyakorolt hatasai

Kevés kisérletes adat all rendelkezésre a HCB anxietassal és agresszioval kapcsolatos,
valamint az ezek hatterében all6 kozponti idegrendszeri mechanizmusok tisztazasara
vonatkozoan. Kronikus HCB expoziciok agressziora és az érintett agyl monoaminerg
rendszerekre gyakorolt hatdsat menyétekben €s nyércekben vizsgaltak [41]. Kronikus HCB
expoziciot kovetden a nagyobb dozisokat kapott allatok egy része a kisérleti protokoll
befejezése elbtt elpusztult, de ezt megel6zden a ndstény allatok fokozott agressziot és
ingerlénységet mutattak. A hipotalamuszban mért szerotonin (5-HT) koncentracio a
nyércekben szignifikdnsan megemelkedett. Egy masik kisérletsorozatban rovidebb ideji, de
nagyobb dozisu, kronikus HCB expozicidkat kovetden az egyedek egy részében enyhe
agressziot ¢és hiperexcitabilitast figyeltek meg. A ndstény allatok hipotalamuszaban

emelkedett 5-HT koncentraciot mértek ebben az esetben is. Szignifikans 5-HT emelkedést
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figyeltek meg mas agyi teriileteken a cerebellumban, cerebralis hemiszferiumokban és a
kozépagyban. A noradrenalin (NA) szint szignifikdnsan emelkedett a hipotalamuszban,

valamint a cerebellum és a kozépagy egyes teriiletein [41].

1.4. Viselkedéselemek és monoaminerg palyarendszerek

A monoaminerg palyarendszerek a vegetativ funkciok (pl. Kkardiovaszkularis regulacio,
taplalékfelvétel szabalyozasa, hészabalyozas, cirkadian ritmus stb.) és a viselkedésmintazatok
kialakulasdban (pl. agresszid, szorongas) ¢s szabalyozdsdban jatszanak szerepet. A
homeosztazis  fenntartasit ~a  hipothalamo-hipofizealis  rendszerrel  kooperald
monoaminregulacié a megfelelé fiziologias folyamatokkal és/vagy viselkedési elemekkel
egylittesen biztositja [50, 51].

A monoaminok koziil a katekolaminok csoportjaba tartoz6é dopamin (DA), noradrenalin (NA)
¢s adrenalin (A) neurotranszmitterként és hormonként egyarant fontos szerepet tolt be. A
szintén monoamin 5-HT az indolaminok sziikebb csoportjaba tartozik. A katekolaminerg és
szerotoninerg (5-HT-erg) magok kaudalistol rosztralis iranyba haladva 29 magcsoportba
sorolhatok. Immun hisztokémiai €s citokémiai vizsgalatok alapjan a kdzponti idegrendszerben
Al-Al7-ig a NA ¢és a DA, B1-B9-ig az 5-HT, és C1-C3-ig az A tartalmu magokat jeldlik
[52].
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3. abra - Hipothalamo-hipofizealis rendszer és a monoaminerg palyarendszerek kapcsolata

SON: supraopticus nucleus, PVN: paraventricularis nucleus, NH: neurohipofizis
B1-B9 magok: 5-HT-erg magcsoportok, A1-A7 magok: NA-erg magcsoportok

1.4.1. A szerotonin (5-HT) és pdlyarendszerei

A szerotonin az agyban szinte mindenhol jelenlevé neurotranszmitter, amely meghatarozo
szerepet tolt be a vegetativ funkcidok szabalyozasaban (cirkadian ritmus, alvas-ébrenlét,
taplalkozas, testsuly, kardiovaszkularis szabalyozas, hészabalyozas), a hangulati élet
(depresszid, szorongds) ¢és a kiilonbozo viselkedési mintdzatok (szexudlis, taplalkozasi,
szocialis) kialakuldsdban, valamint az impulzus kontroll (agresszid) fenntartdsdban ¢&s
regulalasaban [52; 61].

Perifériasan az 5-HT megtalalhatdé a trombocitdkban, az erek faldban, a szivben, a
gasztrointesztinalis rendszer enterokromaffin sejtjeiben és a tiidében is. A kozponti

idegrendszeren kiviil az 5-HT a simaizom sejtekre is kifejti hatasat [50].

13



1.4.1.1. Kozponti idegrendszeri szerotoninerg rendszerek

B1-B3-mal jel6lik a nyultveld, B4-B6-tal a hid, B7-B9-cel a kozépagyi raphe magokat. A B1-
B6 magok viszonylag kevés sejtet tartalmaznak, elsdsorban a gerincvelOt €s az agytorzset
latjak el 5-HT-erg rostokkal. Legnagyobb a kozépagyban talalhaté B7-es (dorzalis raphe
mag), ¢és a B8-as magcsoport (medialis raphe mag). A B9-es mag a ventrolateralis
tegmentumban talalhaté (nucleus interpeduncularis). A B7-B9 neuronokbol az eldagy felé
futd rostok a medialis eldagyi kotegen keresztiil jutnak el rendeltetési helylikhoz. Beidegzik a
substantia nigrat, a locus coeruleust (LC) (B7-es mag), a neocortexet (B7 és B8 mag), a
limbikus rendszer elemei koziil az amygdalat, a hippocampust (B7 és B8 mag), a septumot
(B8 mag), a geniculatum ventrolateralét, a bulbus olfactoriust, valamint a thalamust és a
hipotalamuszt [50, 52, 62, 63].

A 5-HT két 1épésben szintetizaldédik az L-triptofanbol [64]. Hét 5-HT-erg receptor-csaladot
azonositottak (5-HT1 7). Az 5-HT receptorok, az 5-HTj; kivételével, G proteinhez kapcsolt, hét
transzmembran egységet tartalmaznak. Az 5-HT; receptorok ligand kapcsolt ioncsatornak. Az
5-HT; receptorcsaladba (5-HT1a, 5-HTig, 5-HTip, 5-HTig, 5-HT1r) foként Giy, fehérjéhez
kapcsolt, az 5-HT, csaladba (5-HT2a, 5-HT2s, 5-HTyc) pedig Ggui fehérjékhez kotddo
receptorok tartoznak. Az 0Osszes tobbi G proteinhez kapcsolt 5-HT-erg receptorcsalad
tagjainak hatasat Gs fehérje kozvetiti.

Az 5-HT-erg szinapszisban az 5-HT receptorok pre- és posztszinaptikusan is megtalalhatok.
[63 - 67]. Az 5-HT lebontasait a monoamin-oxidaz (MAO A és a MAO B) enzimek
katalizaljak, melyek koziil a MAO A rendelkezik nagyobb affinitdssal az 5-HT-hoz, ezért
elsdsorban ezt az enzimet tartjak 5-HT degradacio f6 enzimének. Hatasara 5-hidroxi-indol-

acetaldehid majd 5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) keletkezik [64].

4. abra Fontosabb szerotoninerg kozpontok és projekcioik

SON: nucleus supraopticus, PVN: nucleus paraventricularis, B1-B9 magok: 5-HT-erg magcsoportok
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1.4.1.2. A hipotalamusz és hipofizis szerotoninerg rendszereli

A hipotalamusz és a hipofizis féként a B7 és a B8 5-HT-erg magokbol kapja a beidegzését. A
B7 magbol a nucleus supraopticusba (SON), a nucleus suprachiasmaticusba (SCN) ¢és a
nucleus paraventricularisba (PVN) vetiilnek az idegrostok, a B8 mag pedig a PVN-on kiviil a
hipofizis eliilsé lebenyének beidegzéséért is felel. A PVN-ba beérkezd rostok foként a
parvocellularis részbe vetiilnek [50] (4. abra).

A 5-HT receptorok megtalalhatok mind a PVN-ban, mind a SON-ban. A centralis 5-HT
kezelés arginin-vazopresszin (AVP) felszabadulast eredményez a PVN-ban. Az 5-HT>a, és az
5-HTyc | valamint az 5-HT;a és az 5-HT;g receptor agonistak megnovelik az AVP mRNS
mennyiségét a PVN-ban, a SON-ban azonban ilyen hatds nem tapasztalhatd. A periférids
AVP felszabadulast foként az 5-HT,c, 5-HT4 és az 5-HT7 receptorok medialjak. A stressz-
indukalt AVP valaszokban az 5-HT,a és az 5-HT ¢ receptorok jatszanak szerepet [50].

Az 5-HT az 5-HTa, 5-HTyc, 5-HT1a és az 5-HT;p receptorokon keresztiil képes megndvelni
az oxytocin (OT) génexpresszidjat a SON-ban €és a PVN-ban. A periférids OT felszabadulast
foként az 5-HT1a, 5-HTyc €és az 5-HT, receptorok medialjak, de feltételezhetd tovabba az 5-
HTig, 5-HT2a, 5-HTsa és az 5-HT; receptorok szerepe is. Az AVP-hez hasonldan a stressz-
indukalt OT valaszt is az 5-HT;a és az 5-HT,¢ receptorok kozvetitik [58].

1.4.1.3. A szerotonin szerepe a szorongdsban és az agresszioban

Akut vagy kronikus 5-HT, vagy 5-HT agonista kezelés a gerincesek szamos fajaban gatolja az
agressziot [68]. A vonatkoz6 irodalmi adatok szerint azonban csak a tartosan emelkedett agyi
5-HT szint képes csOkkenteni az agressziv viselkedést [68]. A kronikus stressz, a
megnovekedett L-triptofan kinalattal fokozod6 5-HT szintézis, vagy a szelektiv szerotonin
visszavételt gatlo szerek (SSRI) hasznalata tartosan emelkedett 5-HT szintet okoznak. Ez a
teriileteken bekdvetkez6 elhuzodo SHT neurotranszmisszié a kovetkezménye [69].

Az agressziot szabdlyozo korben, a laterdlis septum, a nucleus accumbens, a striatum, a
medialis amygdala, az eliilsé hipotalamusz, a raphe magok és a LC teriiletén az 5-HT szintje

forditott aranyossagban allt az agresszioval [70 — 72].
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1.4.2. Noradrenalin (NA) és palyarendszerei

A NA a szimpatikus idegrendszer elsédleges neurotranszmittere a periférian, ugyanakkor
szamos helyen kimutathatdo a koézponti idegrendszerben. Jelentds szerepet jatszik az alvas-
¢brenléti ciklusban, az arousal szintjének meghatarozasaban, az éberségben, a menekiilési és
megkiizdési reakcidokban [52], az izgatottsdgban, a szorongasban [73], az érzelmek szintjének
kialakitasaban, a depresszioban [74, 75] és az agressziv viselkedésben.[70, 76, 77].

A periférian a 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. Hatassal van a mirigyszekrécios

mitkodésekre, valamint a szénhidrat- és a lipidanyagcserére is [78].

1.4.2.1. Kozponti idegrendszeri noradrenerg rendszerek

A nyultvel6ben talalhatd A1-A3-as magok és a hid teriiletén 1évé A4-A7-es magok NA-t
tartalmaznak. Az A5-A7 magokbol eredé neuronok egy része a gerincveldbe vetiil. Az A4-A7
magok koziil a legfontosabb a negyedik agykamra aljan elhelyezkedé A6-0s mag, a LC, mely
az egész eldagyat ellatja noradrenerg (NA-erg) rostokkal. A kisagyban, valamint a medialis
eldagyi koteghez csatlakozd rostok kozvetitésével a mesencephalonban, a neokortexben, a
hippocampusban, a thalamusban, a hipotalamuszban is van kapcsolat. Ezek a palyak, tobbek

kozott a kognitiv funkcidkban és a neuroendokrin valaszban is szerepet jatszanak [52, 79, 80].

5. abra - Fontosabb noradrenerg kozpontok és projekcidik

SON: nucleus supraopticus, PVN: nucleus paraventricularis, A1-A7 magok: NA-erg magcsoportok
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A NA az L-tirozin aminosav L-DOPA-va, majd DA-na valo atalakulasat kovetéen a
dopamin-B-hidroxilaz enzim segitségével termelodik [81]. A NA-erg receptorok kozott
megkiilonboztetiink alfa (a1ésay) és béta (B1 B2 és B3) receptorokat [82]. A posztszinaptikus f3
adrenerg (A-erg) receptorok Gs fehérjéhez kotottek, aktivalodasuk E-adenilat-ciklaz
stimulacidhoz vezet. Az o, A-erg receptorok mind pre-, mind posztszinaptikusan
megtalalhatok, és/vagy az adenilat-ciklaz aktivitds csokkentésével, vagy Gj és/vagy Gy
fehérjéhez kototten specifikus K* csatornak aktivalasan keresztiil tovabbitjak a ligand hatésait
[83]. Az a; receptorok posztszinaptikusan helyezkednek el és a Gy fehérjén keresztiil
foszfolipaz aktivaciot hoznak létre. A NA hatas a periférian és a kozponti idegrendszerben
1évé o és P A-erg receptorok aktivalodasanak egyensulyatol fligg. A szinaptikus
terminalisokon 1év6é NA transzporter tarold vezikuldkba veszi fel a szinaptikus résbe keriilt
NA-t. A vezikulakba fel nem vett, citoszolban 1évé NA a MAO és a katekol-O-
metiltranszferaz (COMT) segitségével deaktivalodik [81].

1.4.2.2. A hipotalamusz noradrenerg rendszere

A hipothalamikus PVN NA-erg beidegzése az Al-es, az A2-es sejtcsoportbol és az A6-0S
magbol (LC) szarmazik [84, 86]. A hipotalamusz PVN-a és az A6-0s mag NA-erg neuronjai
kozott reciprok idegi kapcsolat all fenn [82].

Az 5-HT-erg receptorokhoz hasonléan NA-erg receptorok is kimutathatéak a SON és a PVN
neuronjain. A NA serkenté hatassal van mind az OT, mind az AVP szekréciora. A hormon
felszabadulas befolyasolasan kiviil a NA fokozza az OT és AVP mRNS expressziot a PVN-
ban és a SON-ban [87, 88].

1.4.2.3. A noradrenalin szerepe a szorongasban és az agresszioban

Szorongasban és generalizalt szorongasos zavarban csokkent NA-erg receptor szenzitivitast és
fokozott NA-erg turn-over-t mutattak ki [89, 90]. Kisérleti allatokban, egészséges
feln6ttekben [91, 92], depresszids, valamint manias betegekben Osszefiiggést figyeltek meg a
fokozott NA felszabadulas és az agresszid kozott [93,94]. Allatmodellekben a NA fokozza az
agressziv viselkedést, a [-A-erg receptor blokkolok pedig csokkentik az agressziv
megnyilvanulasokat [93, 95]. Az agresszidval jard személyiségzavarokban a NA, valamint a

NA metabolitok és az agresszio kozott pozitiv korrelaciot mutattak ki [96- 98].
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1.5. A hipotalamo-neurohipofizealis rendszer

A hipotalamusz iranyit6 szerepet jatszik az él61ény kiils6 és bels6é kornyezetébdl szarmazod
ingerekre adott hormondlis valaszok megjelenésében ¢és mas szabalyozd kdézpontokon
keresztiil a motoros reakciokban. Meghataroz6 szabalyoz6 kozpont a hipofizis eliilsé és
hatuls6 lebenye, a cerebralis cortex, az agytdrzs €s a gerincveld premotoros €s motoros
neuronjai, valamint az autoném preganglionaris neuronok [99, 100]. A hipotalamo-
neurohipofizealis rendszer nagyméretii, 20-40 um atmérdjii sejteket tartalmaz, melyek a SON-
ban és a PVN-ban helyezkednek el [99]. A PVN-t két régiora oszthatjuk: lateralis és medialis
alegységekre. A magnocellularis neuronok a SON-ban és a PVN-ban tomoriilnek, ahol az OT
és az AVP szintézisért felelés neuronalis sejttestek talalhatok. A hipotalamusz
magnocelluldris magjaibdl a hipofizis hatulsé lebenyébe érkezd axonokbo6l neurohormonok
szabadulnak fel [101, 102]. Az axonterminalisok szoros kapcsolatban allnak a kapillaris
plexussal és OT-t, AVP-t szekretalnak a hipofizealis vénakba és a keringésbe [103]. A
parvocellularis OT és AVP termeld neuronok sejttestei kisebbek és axonjaik az eminentia

medianahoz, az agytorzsbe, limbikus és olfaktorikus teriiletekre vetiilnek [104, - 106].

1.5.1. Arginin-Vazopresszin (AVP) és pdlyarendszerei

Az AVP fontos szerepet jatszik homeosztatikus  funkciok  (ozmoregulacio,
térfogatszabalyozas, testhdmérséklet, kardiovaszkularis szabalyozas) regulalasaban [107 -
110]. Az AVP felszabadulas szempontjabol a legfobb kivaltd inger a hiperozmolaritas, a
hipovolémia és a stressz [111- 113]. Az AVP a hipotalamo-hipofizealis-mellékvesekéreg
tengely szabalyozasaban is részt vesz, mert a hipofizis eliilsé lebenyében fokozza a
corticotrop-releasing hormon (CRH) indukalta adrenocorticotrop hormon (ACTH) szekréciot
is [114 - 116]. In vitro kisérleti adatok szerint adenohipofizis sejtkultirakban a VP direkt
adasa serkenti a spontan ACTH felszabadulast [117].

1.5.1.1. Kézponti idegrendszeri arginin-vazopresszinerg (AVP-erg) rendszerek

Az AVP a kozponti idegrendszerben elsésorban a SON-ban, a PVN-ban és a SCN-ban
szintetizalodik [114, 118- 121]. A PVN-bdl vazopresszinerg (VP-erg) rostok futnak a lateralis
septum ¢s az amygdala felé. VP-erg termindlisok talalhatok ezen kiviil a stria terminalis, a
SCN, a septalis area, a medialis amygdala és a LC teriiletén is [122, 123].

Az AVP axonalis transzporttal, szekretoros granulumokon keresztiil jut le a hipotalamuszbdl a

hipofizis hatuls6 lebenyébe [124]. Az AVP hatasait a Vi, Vip (V3) és V, receptorokon
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keresztiil fejti ki. A Vi és Vip receptorkotddés hatasara aktivalddik a receptorhoz kapcsolt
Gg1 protein. A V, receptor Gs proteinhez kotott, amely adenilat-ciklaz enzimaktivalodast hoz

1étre [125] és az antidiuretikus hatast kozvetit a vesében.

1.5.1.2. Az arginin-vazopresszin szerepe a szorongdsban és az agresszioban

Az AVP a mar ismert szomatikus hatasain kiviil fontos szerepet jatszik a viselkedési
mintazatok megjelenésében. Az eddigi kutatdsok alapjan szerepe Ilehet az elkertild
magatartdsban, a memoridban, a tanuldsban, a stresszre adott valaszban, a szocialis
magatartdsformakban (paternalis viselkedés, szocidlis felismerés, agresszio, affilidcio,
kotddés), szorongasos viselkedésben és depresszioban [126, 127]. A szorongdsos
viselkedésben foként Viz és Vip receptorok altal kozvetitett hatds dominal. Kutatasi
eredmények szerint a V; receptor antagonistak patkanyokban ndvelték elevated plus maze
(EPM) tesztben a nyitott karokban toltott id0 hosszat, vagyis csokkentették a szorongast
[128]. A ventralis pallidumban az emelkedett V1, receptor expresszio fokozott anxietassal jart
egyiitt [129]. Szorongasos korképekben szenvedd betegekben megnovekedett AVP szintet
mértek a plazmaban és/vagy a cerebrospinalis folyadékban (CSF). [130]. A V1, receptor
knock-out egerekben csokkent agresszio és memoriavesztés figyelheté meg. [116, 130- 133].
Pozitiv Osszefiiggést mutattak ki a CSF AVP koncentracidja és a személyiségzavarban
szenvedd betegek altal elkovetett agressziv cselekmények kozott, és ez dsszefliggott az 5-HT-
erg aktivitas emelkedésével [134]. Hasonld eredményt hoztak azok a kisérletek, amelyekben
az ismeretlen fajtarsakkal szemben fokozott agresszi6t mutaté 4allatok anterior
hipotalamuszaban a VP-erg neuronjainak denzitasa fokozott volt [135]. Ezzel ellentétben a

V1, receptor knock-out egerek ilyen agressziot nem mutattak [136].

1.5.2. Oxytocin (OT) és palyarendszerei

Az OT rendszer egyik elsddleges hatashelye a ndi reprodukcids rendszer. A simaizom sejtek
0sszehuzodasat fokozza, ezért szerepe van a sziilést megeldzden ¢€s a sziilés soran a megfeleld
uterus kontrakciok eldsegitésében, valamint az emlOben a laktacid beinditasdban és
fenntartasaban [137]. Az autokrin/parakrin OT hatés szerepet jatszhat a megtermékenyitésben
¢és a korai embrionalis fejlédésben [138]. Férfiakban az OT két legfébb funkcidja a tubuli
seminiferi kontraktilitasanak szabalyozasa és a szteroid hormon szintézis befolyasolasa. A
herékben és a mellékherékben az OT autokrin/parakrin moédon moddosithatja a szteroid
anyagcserét [139]. A vesékben nonhipertenziv natriuretikus hatast fejt ki, ezaltal szerepe van

az ozmoregulacioban [140]. Ezen kiviil megtalalhaté az emberi thymusban, a zsirsejteken
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pedig inzulinszer( hatast okoz [141, 142]. Az AVP-nel egyiitt glukagont és inzulint szabadit

fel a pancreasbol [143]. A mellékvese kéreg- és veldrészében is kimutattak a jelenlétét [144].

1.5.2.1. Kézponti idegrendszeri oxytocinerg rendszerek

A kozponti idegrendszerben az OT foként a SON-ban ¢és a PVN-ban termelddik. A PVN-bol
oxytocinerg (OT-erg) palyak futnak az agytorzs és a gerincveld felé, tovabba OT tartalmu
axonterminalisok mutathatok ki a stria terminalis és a medialis preopticus area teriiletén [122].
A neuroszekretoros sejtekben az OT bioszintézisét az AVP-hez hasonldan axonalis transzport
koveti. A nonapeptidet tartalmazé large dense core vesiculak (LDCV) az axonterminalisokban
tarolodnak és a megfeleld stimulusra kitiriilnek.

A human OT receptor 7 transzmembran alegységet tartalmaz €s Ggi1 o osztalyd GTP kot
fehérjékhez kotddik, melyek masodlagos hirvivé rendszerek aktivalédasahoz vezetnek, ami

végiil az intracellularis kalcium koncentracio novekedését eredményezi [145, 146].

1.5.2.2. Az oxytocin (OT) szerepe a szorongdsban és az agresszioban

A centralis OT rendszer szerepét kimutattdk a maternalis viselkedésben, a lorddzis
kivéltasaban, a tanulds és a memoria gatlasaban, a taplalkozasi viselkedésben, a stressz altal
kivaltott viselkedésben, és a szorongassal, valamint agresszidval jard allapotokban [147, 148].
Az OT a kotodési viselkedés, a bizalom kialakulasaban is szerepet jatszik [149- 151].
Altalanosan elfogadott, hogy az OT csokkenti a szorongast. Intracerebro-ventrikularis OT
kezelésben részesiilt ndstény patkanyok csokkent szorongast mutattak az EPM tesztben
mesterséges” cerebrospinalis folyadékkal kezelt allatokkal 6sszehasonlitva [152]. Akut és
kronikus OT kezelés anxiolitikus hatasinak bizonyult egerekben és patkanyokban. A néstény
OT knock-out egerek fokozott szorongast mutattak [153]. Emberekben az intranasalis OT
csokkenti a szorongast [154]. OT gén knock-out egerek fokozott agressziv viselkedést
mutatnak, a CSF OT koncentracidja pedig forditott aranyban all az agresszioval [147].
Emberekben csokkenti az amygdala aktivitasat [155], igy hidnya -ellenségességhez,
félelemhez, bizalmatlansaghoz vezet, melyek megfeleld alapot adhatnak az agresszio felszinre

toréséhez.
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2. Célkitiizés

Az ember, mint biologiai Iény az evolacid soran az adaptacio és akkomodacio révén - testi és
mentalis lehetdségeit kihasznalva - alkalmassa valt a tarsadalmi szintéren zajlé evolucio
megvalositdsara. Az eddig ismert legmagasabb komplexitasi evolicids szintér az emberi
tarsadalom, amelyben a szereplok kooperativ cselekvési mintazataikkal képesek a kornyezetet
1étezésiikhoz megfelelden atalakitani. A tarsadalmi keretek kozott zajlo emberi tevékenységek
a foldi kornyezet minden elemére és viszonyrendszerére hatdssal vannak. A XX. szazad
masodik felében példaul egyre szélesebb korben terjedt el a kemizacio. Az eldallitott uj
vegyiiletek, anyagok kivaléan szolgaltak az ember rovidtava igényeit. A nagy kémiai
stabilitdsu természetidegen anyagok (xenobiotikumok) a korabbiakban kialakult keretekhez
képest megvaltoztattdk a bioldgiai organizmusok akkomodéacids mintazatait. A fejlett
tarsadalmakban torvényi szabalyozassal igyekeznek korladtozni e nem kivant hatasokat. Egyes
xenobiotikumokat mar tiltdo listara helyeztek, mas esetekben a minimum expozicios
dozishatasok kijelolésével probaljak a karos kovetkezményeket kivédeni. Az EDC hatasu
xenobiotikumok tarsadalmi hatdsai a fenti szabalyozokkal kornyezettudatos modon nem
kezelhetok.

Kutatasi célunk modellrendszerekkel a homeosztazis és a kornyezeti-adaptiv-potencial
kapcsolatanak tanulmanyozasa az EDC vegyiiletek hatasara.

(1) Munkank soran az EDC vegyiiletek koziil a halogénezett aromas szénhidrogének
csoportjabol a klorbenzolokat (CIB) mint modellvegyiileteket kivantuk vizsgalni azzal a céllal,
hogy a reprezentalt vegyiiletcsoporton keresztiil hivjuk fel a figyelmet a veszélyre, amelyet a
homeosztatikus rendszerek modosuldasa kozvetithet. A CIB a mezégazdasagban ma mar tiltott
szerek, bar egyes fejlodd orszdgokban tovabbra is hasznalatban vannak. Ipari alkalmazdsuk
expozicids korlatokkal (térvényi limitekkel) szabalyozott. A CIB legstabilabb lipofil
képviselje a hexaklorbenzol (HCB). Ennek a xenobiotikum csoportnak alacsonyabb
klérszubsztitualt, lipofil tulajdonsdgi szarmazékai is jelen vannak a koérnyezetiinkben,
amelyek kémiai reaktivitdsa magasabb a HCB-nal.

(2) Az €16 organizmusokat altaldban tobb expozicios artalom, azaz stressz(hatas) éri egy
idoében, igy a kombinalt kémiai terhelések dltal kivaltott hatdasok vizsgadlatanak
tanulmanyozasara alkalmas kutatasi protokoll kialakitasat és standardizalasat is célunknak
tekintettiik. Kutatasainkban két klorbenzol szarmazékot, a HCB és 1,2,4-trikolbenzol (TCB)

kombinalt hatasainak vizsgalati modellrendszerét kivantuk kidolgozni és standardizalni.
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(3) Vizsgalataink soran a kémiai expozicio modellezéséhez kivantunk olyan in vivo kezelési
protokollt kidolgozni, amellyel az akkomodacioval fenntartott kdrnyezeti-adaptiv-potencial
kapacitas megdrzésének értékelésére alkalmas adatokat tudunk nyerni.

(4) ElsOsorban a neuroendokrin homeosztatikus szabalyozasi rendszerre kifejtett kombinalt
klorbenzol expozicios hatasok vizsgalatat kivantuk elvégezni a stresszhormonok koziil az OT,
az AVP és az ACTH éltal medialt akkomodativ regulaci6 tanulményozasaval.

(5) A stresszhormonok kombinalt expozicios hatasokra kivalthato elvalasztasanak
tanulmadnyozasdhoz in vitro modellt kivantunk kialakitani, amellyel a hormonfelszabadulasi
folyamatok standardizalt kdvetése is megvalosithato.

(6) Kiilondsen érdekes kérdésnek tekintettiik - a CIB expozicids limitre vonatkozo térvényi
szabalyozasai miatt -, hogy az extrém alacsony dozisu kombindlt klorbenzol terhelések
indukadlnak-e valtozdsokat a stresszhormonok neuroendokrin szabalyozdsi folyamataiban.

(7) A viselkedési mintdzatokat dontéen a neuroendokrin szabalyozasban résztvevd hormonok
¢és a sejtek kozott kommunikald biogén aminok hatarozzdk meg. Vizsgaltuk, hogy a CIB
expozicidja miként modosithatia a biogén aminok (5-HT, NA) medialta OT, AVP
felszabadulast.

(8) Tanulmanyozni kivantuk, hogy a biogén aminok és hormonok kozvetitette stresszvailaszok
megvaltoztatjdik-e a gyors alkalmazkoddsi mintdazatot, az allatok viselkedését.

(9) Célunk volt annak a kérdésnek a vizsgalata is, hogy a jogszabdlyokban engedélyezett
expozicios dozisnal sokkal alacsonyabb dozisu kombinalt klorbenzol kezelés okoz-e mérheto
viselkedésbeli valtozasokat a kisérleti allatokban.

(10) Eredményeink értékelése soran valaszt kerestiink arra, hogy a kutatasi protokollok szerint
a viselkedési mintazatokban és/vagy a neuroendokrin szabalyozasban detektalhatd valtozasok
milyen homeosztatikus mechanizmusokkal hozhatok 6sszefiiggésbe.

(11) Valaszt kerestlink arra is, hogy a CIB modellezett EDC vegyiiletek milyen tovabbi
egészségiigyi kockazatot jelenthetnek.

(12) Kutatasi eredményeink alapjan vizsgalni kivantuk, hogy eltérd szabalyozas vonatkozzon-

e a deponalddo és nem deponalddo EDC vegyiiletekre.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

Kisérleteink soran felhasznalt anyagokat a Sigma-Aldrich Corporation-t6l (St. Louis, MO,
USA) vagy az Invitrogen Corporation-t6l (Carlsbad, CA, USA) vasaroltuk. A sejtkultira
technikak soran hasznalt eszkdzoket (Petri csésze, plate, stb.) a BD-Biosciences-t61 (San Jose,
CA, USA) szereztilk be. A sejtek tenyésztéséhez 20 %-0s (v/v) Foetal Calf Serum (FCS)
szupplementalt Dulbecco’s Modified Essential Medium-ot (DMEM) alkalmaztunk, melyet
100 NE/ml penicillinnel és 100 NE/ml streptomycinnel egészitettiink ki. A sejtkultardkat a

tenyésztés és vizsgalatok soran 37 °C-on, 5 %-0s CO; tartalom mellett inkubaltuk.

3.2. Kisérleti allatok

A kisérletekhez him (a kisérletek kezdetén 180-350 g tomegii, 6-8 hetes) Wistar (Charles
River, Isaszeg, Magyarorszag) patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat kontrollalt koriillmények
(hdmérséklet, relativ paratartalom, fény/sotét periddus) mellett, 32x40x18 cm méretli
ketrecekben tartottuk (ketrecenként maximum 4 allat). A kisérleti allatokat a 3.3 fejezetben
ismertetett kezelési csoportokba soroltuk. Kisebb him (a kisérletek kezdetén 200-250 g, 4-6
hetes) Wistar patkanyokat elkiilonitve, de azonos koriilmények mellett tartottunk, és az
agresszios tesztek soran intruderként hasznaltunk fel. Az allatok szamara a taplalék (CRLT/N,
Charles River, Magyarorszag) és ivoviz ad libitum rendelkezésre allt. A kezeléseket az
allatok két hetes, a koriilményekhez és a kisérletekben részt vevd személyekhez valo
habitualddasat kovetden inditottuk el. A vizsgalatokba bevont allatokkal végzett kutatdsokat a
Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével, a
laboratériumi allatokra, valamint a kisérleti eljarasokra vonatkozé jogszabalyok tiszteletben

tartasa mellett végeztiik.

In vivo vizsgalati protokollok

3.3. Alkalmazott expoziciok és kisérleti csoportok

A kisérletek soran az allatokat hexaklorbenzol és 1,2,4-triklorbenzol 1:1 ardnyu keverékével
(CIB) kezeltik. A kisérletekhez eldkisérletekkel adaptaltuk a biztonsagos protokoll
megtartasdhoz sziikséges kezelési (expozicids stressz) sémat. A legjobb expozicios
protokollként a taplalkozasi utvonalnak megfelelé kezelési séma bizonyult, melyet a

gyomorszondaval térténd CIB bejuttatas biztositott. Igy napi 1 pg/testsily kg (tovabbiakban
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D2, D2-CIB kezelési csoportok) vagy 0,1 png/testsily kg dézisban (tovabbiakban D1,
D1-CIB kezelési csoportok), 1 ml végtérfogatban, 0, 30, 60 és 90 napon keresztiil kezeltiik a
kisérleti allatokat. A kisérleti protokoll beallitasakor tobb expozicios utvonal kiprobaldsa utan,
a csecsemé gasztrikus szonda alkalmazasaval standardizaltuk a vizsgalatot. A kezelési
protokoll standardizalasakor a vizsgalatokhoz a kdvetkez6 csoportokat alakitottuk ki:

1. CIB kezelt csoportok: 30 (n=5-5, D1- vagy D2-CIB-30 csoport), 60 (n=5-5, D1-
vagy D2-CIB-60 csoport) és 90 (n=5-5, D1- vagy D2-CIB-90 csoport) napos kombinalt
klorbenzol expozicios csoport (10 allat/csoport/kisérletsorozat, 5 kisérletsorozatban),
melyeket az irodalom altal is leggyakoribb expozicids uton, taplalkozasi séma szerint,
gasztrikus szondaval kezeltiink.

2. 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 at iires gyomorszonda lebocsatasaval
kezelt/stresszelt allatok.

3. Abszolit kontroll csoport: (kontroll) kezeletlen/nem stresszelt allatok (n=10).

4. Pozitiv kontroll csoport: (+C). az allatok a kezelési protokoll soran, gyomorszondan
at, 0, 30, 60 és 90 napon 4t a CIB szolvensét (0,001 ezrelékes etanol oldat) kaptdk az 1 ml-es
végtérfogatban (n= 10).

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

3.4. Kisérleti protokoll

Az allatokat a 3.3 fejezetben ismertetett csoportséma szerint kezeltiik 0, 30, 60 és 90 napig. A
klorbenzol (CIB) kezeléseket kovetden a szorongast open field (OF) és elevated plus maze
(EPM) tesztekkel, a himek kozotti agressziv viselkedést modositott resident-intruder (RI)
tesztekkel vizsgaltuk.

A viselkedés-vizsgalatok utan a kisérleti allatokbodl a dekapitalast kovetden (alvadasgatolt és
nativ) vérmintakat gyljtottiink. Ezekbdl a mintdkbol stresszhormonokat (ACTH, OT, VP)
hataroztunk meg RIA (radioimmuno assay) modszerrel. A szérumbol a m4j funkciondlis
allapotarol tajékoztatd majtranszferaz enzim koncentraciokat — szérum glutamat-oxalacetat-
transzaminaz (SGOT), szérum glutamat-piruvat-transzaminaz (SGPT) és gamma-glutamil-
transzpeptidaz (GGT) — hataroztunk meg, melyek a klorbenzol expoziciok toxicitasdnak

igazolt] markere [156].
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A kezelések sordn és/vagy a kezeléseket kovetden az adott kezelési sémahoz tartozo allatok
testtomegét és fontosabb szerveinek tomegét (m4j, 1ép, vese, mellékvese, stb.) is megmeértiik.
A testtomeg-valtozasokbol €s a majenzimek koncentracidinak meghatirozasabol szarmazo
adatokkal igazoltuk az altalunk alkalmazott klorbenzol dézisok (D1, D2) szubtoxikussagat.

A kezelt patkanyok hipofizisébdl primer neurohipofizis (NH) és adenohipofizis (AdH)
sejtkultirakat készitettiink. A megfeleld kora in vitro monolayer kultirdk ACTH, VP, OT
felszabadulas iddkinetikdjat kovettiikk. Vizsgaltuk még a NH kultardk 5-HT és NA
receptorainak jelenlétét, valamint meghataroztuk a NH kultardk 5-HT és/vagy NA medialt VP
¢és OT elvalasztasat RIA modszerrel [157].

3.5. Viselkedés vizsgalatok

A kisérletek soran minden allatot egyszer hasznaltunk az egyes viselkedés-tesztekben. A
teszteket azonos korilmények mellett (stressz szegény: pl. gyengén megvilagitott
helyiségben) végeztiikk. A teszteket 1 oOréds, a helyiséghez vald habituacids 1dét kdvetden
inditottuk el. Az allatokat protokoll szerinti csoportbeosztasban, de véletlenszerli sorrendben
vontuk be a vizsgalatokba. A kisérleti apparatust minden préoba elétt 70 %-0s (v/v) etanollal
megtisztitottuk, hogy elimindljuk a keletkezett szagok 4allatra/viselkedésére gyakorolt
esetleges hatdsait. A vizsgalatokat teljes exikalodas 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) [158 164] segitségével rogzitettiik.

3.5.1. Open field (OF) teszt

Az OF teszt egy standardizalt moddszer a ragcsalokra jellemzd lokomotoros aktivitas,
felfedez6 viselkedés, kivancsisag, szorongas és habitudlodéas vizsgalatara [159]. A kisérleti
allatot egy feliilrél nyitott, szabvanyos méretli (45 cm magas, 80 cm atmérdjii, kor alaku)
sziirke, csuszdsmentes padloju iires aréna kozepére helyezziik. A vizsgalat soran a kdvetkezd
paraméterek keriiltek megfigyelésre €s rogzitésre a szamitogép és/vagy a vizsgalatot/ utdlagos
ellendrzéseket végzd személyek altal:

- az éllat altal a centrumban ¢és periférias zondban toltott 1do,

- az allat mozgaséanak atlagsebessége,

- az allat altal a mozgéssal eltoltott id6 és a megtett ut,

- az allat dgaskodasainak (rearing) frekvencidja és idOtartama,

- a tisztalkodasok szama,
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- a vakarozasok szama,
- a freezing-ek szama,
- a széklet (faeces) szama.

Az éllatok viselkedését 5 percig vizsgaltuk.

3.5.2. Elevated plus maze (EPM) teszt

Az EPM teszt a ragcsalok szorongasanak vizsgalatara alkalmas standard eljaras [160, 161]. A
tesztapparatus szabvanyos, standardizalt rendszer(i mind

- eszkozében (kozds, centralis teriiletbdl kiinduldé 4 db, egymdésra merdleges,
periférids, egyenként 50 cm hosszu — két nyitott, oldalfal nélkiili és két zart, 8 cm szélességii
karbol — épiil fel),

- és vizsgalati modszertanaban.
Az apparatus alatti teriiletet fekete anyaggal fedtiik le, hogy csokkentsilk a magassag
észlelésébdl szarmazd zavarod (félelemkeltd) tényezdket. Az 4allatot a kisérlet kezdetén a
centrumba helyeztiikk, egy adott nyitott karral szemben. A vizsgilat sordn a kovetkezd
paraméterek keriiltek megfigyelésre a szamitdgép €s/vagy a vizsgalatot/utdlagos ellendrzést
végz0 személyek altal:

- a nyitott és a zart karokban toltott 1d6 teljes tartama,

- az eldényben részesitett (preferalt) teriilet (a nyitott teriileten toltott id6 és az

apparatusban toltott id6 aranya szazalékban megadva),

- a zOnakba torténd belépések szama,

- az agaskodas, tisztalkodas, szimatolas, freezing frekvencidja és idétartama.

Az allatok viselkedését 3 percig vizsgaltuk.

3.5.3. Himek kozotti agresszivitds vizsgdlata (RI teszt)

Kisérleti protokollunkban az allatok agresszidjanak vizsgalatdhoz modositott RI teszteket
[162] végeztiik. A resident (bentlako) allatot forgaccsal boritott teriiletre helyeztiik, majd 5
percig hagytuk habitudlodni. A teszt ideje alatt rogzitettik a resident allatra jellemzd
lokomotoros/explorativ €s a szorongasra utal6 viselkedéselemeket. A habituaciot kovetden, a
kisérlet 6. percében az intruder (betolakodd) allatot a resident mellé helyeztiilk. Az allatok
kozotti interakcid soran a kovetkezd paraméterek idOtartama és/vagy frekvencidja és/vagy
latencidja keriilt megfigyelésre a szdmitdgép és/vagy a vizsgalatot/utdlagos ellendrzést végzo

személyek altal:
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1. a resident allatra jellemzd lokomocio, felfedezé magatartas, szaglaszas, freezing,
mosakodas mellsd végtagokkal, vakardzas hatso végtagokkal

2. szocidlis viselkedési formak: intruder allat mosdatasa, naso-nasalis és naso-genitalis
kapcsolatok

3. offenziv viselkedési formak: fenyegetd testtartds (intruder allat f6lé magasodas,
ramaszas, alacsonyabb pozitiraba vald kényszerités), tdmadas (elsOsorban a hat ¢s
nyaktdjékon a bunda €s a bér harapdsa a fej gyors mozgatasaval, mellsd végtagokkal vald
ités, lateralis iranyt szurkalasok, nyomasok), a menekiil6 intruder allat gyors tildozése

4. defenziv viselkedési formak: védekez0 testtartas (intruder allat timadasa ellen hatso
labra allas vagy Osszekuporodas, tavolsagtartas lehetOségének keresése, megadasi készség,
menekiilés).

Az allatok viselkedését 5 percig vizsgaltuk.

In vitro vizsgalatok

3.6. Neurohipofizis (NH) monolayer sejtkultirak

A kilonféle kezelési sémakba bevont 4llatokbol prepardldé mikroszkop alatt, steril
koriilmények kozott eltavolitottuk a hipofizist, majd szeparaltuk a NH. A NH-bdl a hartyak
eltavolitasa utan tortént a pituicytak szeparalasa enzimatikus /(30 perc, trypsin [0,2 %] és 60
perc, kollagendz [50 pg/ml] és 60 perc, diszpaz [50 pg/ml] és 30 perc, DN-az [30 pg/ml])/,
majd mechanikus (nejlon-blutex filter 80 um @) Gton. A sejtszuszpenziot DMEM + 20% FCS
+ 30U/ml Pen-Strep tapoldatba helyeztiik, és meghataroztuk a sejtek viabilitasat Trypan-blue
szuszpendalt sejteket 5 % kollagénnel feliiletkezelt plasztik tenyésztdedényekbe helyeztiik. A
sejtkulturakat a letapadast kovetden 3 naponként friss tapoldattal mostuk, amig azok
konfluenssé valtak. Ezutan standardizaltuk a NH tenyészeteket, az OT €s VP tartalom relativ
gyakorisaganak meghatarozasaval, valamint a specifikus és aspecifikus hormon elvalasztas
kivaltasaval. A kapott eredmények 5-7%-nidl nem nagyobb eltérését mutatdé mintakbol

képeztiik a vizsgalati protokollok csoportjait [163].

3.6.1. A NH monolayer sejtkulturdk sejtfiziologiai kovetése

A monolayer NH tenyészeteket morfometriai, sejttanszformacids viselkedés, energia

transzfer, membranfunkciok tekintetében kontrollaltuk a [164]. Laszlo F. A. és mtsai altal leirt
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modszerek alapjan. Ezzel igazoltuk az alkalmazott CIB dozisok citotoxikus hatdsoktol valo

mentesseget.

3.7. Adenohipofizis (AdH) monolayer sejtkultirak

A kiilonféle kezelési sémakba bevont Wistar patkanyokbdl preparald mikroszkop alatt, steril
koriilmények mellett eltavolitottuk a hipofizist, majd az AdH-t. Az AdH-rél a hartyakat
eltavolitottuk, majd diszpergaltuk a sejteket 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])/, majd
mechanikus (nejlon-blutex filter 83 um @) disszocialtatassal. A kapott sejtszuszpenziot
DMEM + 10% FCS + 10U/ml Pen-Strep tapoldatba helyeztiik. Miutan meghataroztuk a sejtek
allitottuk be. A szuszpendalt sejteket 5 % kollagénnel feliilletkezelt plasztik
tenyésztoedényekbe helyeztilk. A sejteket a letapadast kovetden 3-5 naponként friss
tapoldattal mostuk, azok konfluenssé¢ valasdig. Ezt kovetden ACTH elvalasztasra
standardizaltuk a tenyészeteket, e funkcid relativ gyakorisdganak meghatarozasaval, valamint
specifikus (arginin-vazopresszin) és aspecifikus (30 mM kalium) stimulaciéval. A kapott
ACTH szekrécid 5-7%-nal nem nagyobb eltérését mutatd mintdkbol képeztikk a kutatasi

csoportokat [165].

3.7.1. Az AdH monolayer sejtkulturadk sejtfiziologiai kovetése

A monolayer AdH tenyészeteket morfometriai, sejttranszformécios tulajdonsagok, energia
transzfer, membranfunkciok tekintetében, kontrollaltuk a [166, 167] leirt modszerek alapjan.
Ezzel igazoltuk, hogy kisérleti protokollunk a citotoxicitast jelz0 hatdsoktél mentes az

alkalmazott C1B dozisoknal [168, 169].

3.8. In vitro vizsgalatok

A monolayer AdH ¢és NH sejtkultirdk feliilusz6 médiumait FCS mentes fizioldgias tapoldatra
cseréltiik (DMEM), majd 37 °C-on 5% CO,-t tartalmazo6 légtérben tartottuk a kulturdkat. Az
in vitro kisérleti protokoll 0, 5, 10, 20, 30, 60, 120 perces idOpontjaiban mintakat vettiink
specialis milanyaga csdvekbe, melyeket azonnal -70 °C-ra tettiink. Az 6sszegy(ijtott mintakbol
RIA vagy LIA modszerekkel AdH kultarakbol ACTH-t, NH kultarakbol OT, VP hormonokat
hataroztunk meg. Az alap hormonfelszabadulés kinetika felvétele utan, a tenyészeteket ismét

mostuk, majd 12 oran &t fizioldgias koriilmények kozott tartottuk. Ezutan 30mM Kalium
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indukcioval aspecifikus felszabadulési kinetikat hataroztunk meg [163_171], majd a mosast
kovetd 12 o6ras nyugalmi fazis utdn ACTH elvalasztast arginin-vazopresszinnel, VP
elvalasztdst dopaminnal, OT elvalasztast hisztaminnal, mint specifikus agensekkel

indukaltunk. A hormonelvalasztas kinetikait is detektaltuk.

3.9. NH monoamin receptor vizsgalatok

A kialakitott és standardizalt kisérleti koriilmények mellett el0szor a tenyészeteket mostuk,
majd a kulturdkat 120 percig inkubaltuk. Az inkubaciét kovetden a feliiluszokbol mintat
vettlink az alap VP/OT szintek meghatarozasara, melyeteket RIA modszerrel vald méréséig -
70 °C-on taroltuk. A kisérleti (kontrollok és klorbenzol kezelt) allatokbdl nyert konfluens
kultarakat in vitro 60 percig inkubaltuk 10° M koncentracioban 5-HT-nal vagy NA-nal. A
kezelési idotartamok végén a sejtkulturak kondicionalt médiumait begytjtottik, -70 °C-on
lefagyasztottuk, majd a késébbiekben RIA modszerrel meghataroztuk a szekretalt VP és OT

koncentracidkat.

3.10. Hormon mérések

3.10.1. AVP, OT és ACTH meghatarozas feliiluszo médiumbol

A NH sejtkulturdk feliilisz6 médiumaibol a VP/OT szintek meghatarozasahoz alkalmazott
protokollokat az irodalom szerint hasznaltuk [163]. A médiumok a mintavételt megel6zden, a
sejtkultirak kezelési sémai szerint voltak kondiciondlva. A sejtkultirakrol a feliiluszot
eltavolitottuk, majd a mérés kezdetéig -70 C-on taroltuk. A mintakbol modositott RIA
modszerrel [170] tortént a VP [170] vagy OT [172] meghatarozasa. Az alkalmazott assay
mérési tartomdnya a standard gorbék alapjan 1-128pg VP/OT. A moddszer VP/OT
érzékenysége 1 pg/assay csd volt. A mintdk fehérjetartalmat modisitott Lowry moédszer

szerint [173] hataroztuk meg. Eredményeinket mg fehérjetartalomra vonatkoztatva adtuk meg.

Az ACTH meghatirozdsa LIA médszerrel zajlott, az SZTE AOK I sz. Belgyogyészati
Klinika Endokrinolégiai Osztaly méréberendezésének alkalmazasaval (Immulite 2000,
Siemens Healthcare Diagnostic, Deerfield, IL, USA, és DPC kit [174]).

3.10.2. AVP, OT és ACTH meghatdrozdsa szérumbol

A kisérleti allatokbol, a dekapitaciot kovetden EDTA-t tartalmazd polisztirén csovekbe

gyljtottik a vérmintédkat. A csoveket lecentrifugaltuk (4 °C, 8000 rpm, 10 perc), majd a
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plazmat leszivtuk és -70 °C-on taroltuk a mérésekig. A szérum VP/OT/ACTH szintek RIA-al

val6é meghatarozasat a korabban mér (3.10.1. fejezet) emlitett modszerekkel végeztiik.

3.11. Statisztikai analizis

Eredményeinket SPSS 13.0 for Windows (SPSS Incorporation, Chicago, IL, USA) statisztikai
programcsomagot hasznalva analizaltuk. A viselkedési tesztekbdl szarmazd adatokat az
eloszlasok vizsgalatat kovetden ANOVA moddszerrel és Fisher-féle LSD post hoc eljarassal
(OF, EPM esetén), vagy Kruskal-Wallis nem-paraméteres modszerrel, Mann-Whitney U-
tesztet (RI) alkalmazva dolgoztuk fel. A szérumbodl és a receptor vizsgalatokbdl szdrmazo
mért adatainkat ANOVA modszerrel és Fisher-féle LSD post hoc eljarassal elemeztiik.
Eredményeinket mean+standard error of mean (SEM) formaban tiintettiik fel az eredmények

fejezetben. Az alkalmazott tesztek szignifikancia szintje p<0,05 volt.
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4. Eredmények

4.1. Alkalmazott kontrollrendszer

A feltiintetett in vivo vizsgalati paramétereinkben nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbségeket a kisérletek soran alkalmazott kontrollrendszerben. Nem mutatott szignifikans
eltérést az abszolut kontrollként kezelt allatcsoport eredményeitél a SC, a +C és a -C
csoportként kezelt 4llatok méjenzim, testtdmeg, szervtomeg valtozdsa, szérum
hormontartalma, viselkedési-elem vizsgalatai eredménye. Ezért az eredmények
prezentalasakor az 1. tdblazatban és a 6-12. szamu eredményabrdkon csak az abszolut
kontroll allatok paramétereit tiintettiik fel. A jelolt statisztikai kiilonbségeket - hacsak kiilon
nem emlitjiik - a kezeletlen (abszolut) kontrollokhoz viszonyitva adtuk meg. A kdnnyebb
adatkovetés érdekében a stressz, a pozitiv, a negativ kontroll allatok vonatkozé eredményeit

az eredményabrakon nem tlintettiik fel.

4.2. Kombinalt Klorbenzol expoziciok toxicitasi vizsgalatainak eredményei

Az alkalmazott klérbenzol expozicidok (D1 és D2 dozisok) toxicitdsdnak meghatdrozdsdhoz a
kisérletek sordn és/vagy a kisérletek végén testtomeg, valamint szérum SGOT, SGPT és GGT
értekeket meértiink. A kombinalt klorbenzol expoziciok a testtomeget és majenzimeket nem
modositottak szignifikdns modon egyik kezelési csoport esetén sem. Jelen munkdban a
nagyobb (D2: 1 pg/tskg/nap) kombinalt klorbenzol dozissal kezelt allatok testtomeg és
majenzimekre vonatkoz6 eredményei lathatok, amelyeknél szignifikdnsan diszkrétebb
eredményeket képeztek a D2 doziskisérletek hasonld paraméterei. /A testtomeg alakuldsa
(F316=0,769, P=0,528): a kontroll allatok (554,20+12,83 g) és a klorbenzollal kezelt allatok
D2-CIB-30 (517,80+27,28 g, p=0,314) D2-CIB-60 (555,20+35,27 g, p=0,978) ¢és D2-CIB-90
(516,40+17,32 g, p=0,296) esetén./

A vérmintdk szérumaibol mért transzferdz enzimek koncentracid értékeiben tortént
valtozasokat az 1. tablazat tiinteti fel. Ebben a tablazatban is csak a nagyobb (D2, 1
pg/tskg/nmap) dozistt klorbenzol expoziciok majenzimekre gyakorolt hatdsai kertiltek

megjelenitésre, a fent leirt indokok miatt.

kisérleti csoportok (NE/I)

normal értékek kontroll D2-CIB-30 D2-CIB-60 D2-CIB-90
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SGOT 30 -250 127,88+2,83  146,46+2,03"  155,16+3,98°  125,68+3,57
SGPT 50 -200 54,554+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+0,58" 3,67+0,07

1. Tablazat - A klérbenzol expoziciok hatasa a toxicitast jelzé szérum majenzim koncentraciokra
atlag=SEM, n=10/kontroll vagy n=10/CIB kezelt csoportok. Az eredményeket NE/l mértékegységben
tiintettiik fel. Az adatokat ANOVA mddszerrel, LSD post hoc teszttel elemeztiik, és a szignifikancia
értékeket (A: p<0,05, B: p<0,001) a kontrollokhoz képest adtuk meg. Az irodalmi adatok alapjan
megadott (szubtoxikus) expozicidk esetén megjeldlt értékeket (minimum, maximum) ,,normal tartomany”

megnevezéssel jeloltik.

A kombinalt klorbenzol expoziciok diszkrét valtozasokat indukaltak a SGOT (F316=20,161,
P=1,104X10°; 127,88+2,834 NE/l vs 146,46+2,03 NE/I, p=0,001; 155,/6+3,98 NE/I,
p<0,001; 125,68+3,57 NE/I, p=0,633), az SGPT (F3,16=3,038, P=0,060; 54,55+2,09 NE/I vs
57,86+1,94 NE/I, p=0,257; 58,3+1,570 NE/I, p=0,202; 50,82+2,26 NE/I, p=0,204), és a GGT
(F316=1,745, P=0,198; 3,44+0,072 NE/I vs 3,9/+0,096 NE/I, p=0,290; 4,37+0,586 NE/I,
p=0,044; 3,67+0,069 NE/I, p=0,596) értékekben. Viszont a mért enzimkoncentraciok a
kezelések soran az irodalmi adatok szerinti (1. tablazat) szubtoxikus tartomanyban maradtak.
A fontosabb szervek (mdj, vese, 1ép, mellékvese) tomegét megmértiikk, de nem talaltunk
szignifikans eltérést az egyes kisérleti protokoll szerinti csoportok kozott. Az
allatokon/szerveken nem tapasztaltunk kiilsé eltéréseket, malformaciokat, vagy esetleges
toxicitasra utalo egyeb jeleket.

Eredményeink arra utalnak, hogy az alkalmazott D2 és igy a kisebb D1 klorbenzol expoziciok

is szubtoxikusak voltak.

4.3. Szérum VP, OT és ACTH értékek

A kisérleti protokollnak megfelelden gytijtott vérmintdk szérumabol meghataroztuk a VP, az
OT és az ACTH koncentraciokat. A kloérbenzol expoziciok hataséara kialakulo szérum VP/OT

valtozasokat a 6. abran tuntettik fel.
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6. abra — A szérum vazopresszin (VP) és oxytocin (OT) koncentraciok

atlag=SEM, n=10/kisérleti csoport, az eredmények pg hormon/ml szérum értékekben vannak megadva. A
VP-hez (A: p<0,05) vagy az OT-hoz (B: p<0,05) rendelt szignifikancia értékeket ANOVA modszerrel,
LSD post hoc teszttel keriiltek kiértékelésre a kontroll csoport, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 pg/tskg
(D1) és 1 pg/tskg (D2) dozist kombinalt klorbenzol expozicionak kitett allatok kozott. Szérum VP (zold
oszlopok), szérum OT (kék oszlopok). A VP és az OT értékek kozos y tengelyhez rendeltek. Az kdnnyebb
attekintés érdekében a kontroll csoportok alap VP elvalasztas koncentraciot zold, 1-es jelzésii; a bazalis
OT koncentraciot kék, 2-es jelzésli vonallal jeldltiik.

Szignifikdns eltérések mutatkoztak a VP (Fg2=11,942, P:1,249X1O'6) és az OT
(Fe.26=19,421, P=8,453X10™®) szérumban mért szintjeiben.

A VP a D1-CIB-30 (4,86+0,11 pg/ml, p=0,447), a D2-CIB-30 (3,9/+0,26 pg/ml, p=0,173), a
D1-CIB-60 (5,25+0,15 pg/ml, p=0,105), és a D2-CIB-60 (5,26+0,44 pg/ml, p=0,102),
valamint az OT a D1-CIB-30 (6,69+0,20 pg/ml, p=0,241), és a D2-CIB-30 (5,66+0,33 pg/ml,
p=0,471) csoportokban nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll VP (4,52+0,41
pg/ml) és a kontroll OT (6,05+0,57 pg/ml) szinthez viszonyitva. Azonban az OT szint a
D1-CIB-60 (8,2/+0,12 pg/ml, p<0,001), a D2-CIB-60 (7,64+0,51 pg/ml, p=0,006) a
D1-CIB-90 (8,82+0,09 pg/ml, p<0,001) és a D2-CIB-90 csoportokban (10,43+0,48 pg/ml,
p<0,001), valamint a VP szint a D1-CIB-90 (5,70+0,10 pg/ml, p=0,011) és a D2-CIB-90
csoportban (7,30+0,42 pg/ml, p<0,001) szignifikansan megemelkedett.

A 7. adbran a szérum ACTH szint valtozasait tiintettikk fel az abszolit kontrollok és a

klérbenzol expozicionak kitett dllatok vonatkozasdban (Fg 25=28,470, P:1,804X10'10).
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7. abra — Szérumban mért ACTH koncentraciok értékei

atlag+SEM, n=10/kisérleti csoport, az értékek pg hormon/ml szérumban vannak megadva. Az ACTH-hoz
tartozo (C: p<0,05) szignifikancia értékeket ANOVA modszerrel, LSD post hoc teszttel jeleztik a
kontrollok, valamint a 30, 60, és 90 napos, 0,1 pg/tskg (D1), és 1 pg/tskg (D2) dozisi kombinalt
klérbenzol expozicids kezelési mintak esetén. Az kontroll csoportokbdl mért bazalis ACTH koncentraciot

a 3-as jelzést vonallal is jeloltiik.

A kontroll csoport ACTH szintje (83,85+7,68 pg/ml) és a D1-CIB-30 csoport (84,98+2,96
pg/ml, p=0,894), valamint a D1-CIB-60 (95,77+2,16 pg/ml, p=0,192) ACTH szintje kozott
nem volt szignifikans kiilonbség. A D2-CIB-30 (119,00+3,87 pg/ml, p<0,001), a D2-CIB-60
(150,08+ 5,39 pg/ml, p<0,001), és a DI-CIB-90 (104,48+2,20 pg/ml, p=0,021) és a
D2-CIB-90 (165,00+13,21 pg/ml, p<0,001) csoportokban az ACTH szérum koncentracid

szintje szignifikdns mértékben emelkedett az abszolut kontroll csoporthoz képest.

4.4. Hipofizis sejtkulturak hormon szekrécidja

A sejtkultirdk standardizalasi protokollja megfelelonek bizonyult kisérleti protokollunk
végrehajtasahoz, amelyeket az expozicids kezelési adatok is mutatnak. Igy azon
eredményeket, melyek a kisérleti modszer alkalmassagat igazoljak, kiilon nem tiintetjiik fel.

A megfeleld kezelési protokollt kovetden a NH sejtkultardk feliiluszoit sszegytijtottiik és
RIA moédszerrel meghataroztuk a felszabadult VP és OT koncentraciokat. Az eredményeket a

8. és a 9. abran tuntettik fel.

4.4.1. A NH sejtkulturak bazalis és monoamin medialt vazopresszin (VP) szekrécidja
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8. abra - NH monolayer sejtkultirak bazalis és monoamin medialt vazopresszin szekrécié

atlag=SEM, n=5x10 sejtkultura/kisérleti csoport, a sejtkultirak VP szintjei pg hormon/mg fehérjében
vannak megadva. Bazalis (nem /monoamin/ medialt) szekrécid (z6ld oszlop). 5-HT medialt: 1 o6rés 10°
M 5-HT-nal valé inkubaciot kovetd szekrécio (kék oszlop). NA medialt: 1 6ras 10° M NA-nal valo
inkubaciot kovetd elvalasztas (fehér oszlop). A szignifikancia értékek: A: p<0,05: a bazalisra, B: p<0,01:
a 5-HT medialtra, C: p<0,001, c: p<0, 05: a NA medialtra szamolt, a sajat kontrolljaihoz képest. A
kontroll allatokban megfigyelt, monoamin hozzdadasa nélkiili bazalis szekréciot zold, 1-es jelzési
vonallal; a 5-HT hozzaadast kovetd szekréciot kék, 2-es jelzésii vonallal, a NA hozzaadast kovetd

szekréciot fekete, 3-as jelzésii vonallal jeloltiik.

A NH sejtkultrak bazalis VP (46,29+0,71 pg/mg fehérje) szekrécidjat a klorbenzol
expoziciok moédositottak. Az expozicioknak megfelelden a kovetkezo eltéréseket talaltuk: a
VP felszabadulast a D1-CIB-30 (47,6+0,29 pg/mg fehérje, p=0,541), a D2-CIB-30
(42,74+1,48 pg/mg fehérje, p=0,101), a D1-CIB-60 (48,42+0,25 pg/mg fehérje, p=0,321) és a
D2-CIB-60 (50,21+1,12 pg/mg fehérje, p=0,07) csoportokban a klorbenzol kezelés csak kis
mértékben modositotta, mig a DI-CIB-90 (52,40+0,67 pg/mg fehérje, p=0,006) és a
D2-CIB-90 (74,92+1,93 pg/mg fehérje, p<0,001) csoportokban szignifikans mértékben
megnovelte.

A 5-HT medialt VP szekréciok esetén a kovetkezd szignifikans eltéréseket tapasztaltuk
(F13,56=3513,035 P=1,665X10'76): A kontroll NH sejtkulturdk bazalis VP elvalasztasat a
10°M dozist 5-HT kezelés szignifikansan novelte (201,08+2,20 pg/mg protein, p<0,001).
Jelentds eltéréseket figyeltiink meg a kontroll és a kombinalt klérbenzol expozicionak kitett
allatokbol nyert NH kultirdk 5-HT medidlt VP elvalasztasa kozott. A 5S-HT medialt VP
felszabadulas a 30 napos expozicionak kitett allatokbol nyert (D1-CIB-30: 203,84+1,06 pg/mg
fehérje, p=0,199; D2-CIB-30: 198,38+1,01 pg/mg fehérje, p=0,209) csoportokban a
kontrollokban mért értékekhez képest nem tért el szignifikdnsan, azonban a 60 napos

(D1-CIB-60: 208,68+0,63 pg/mg fehérje, p=0,001; D2-CIB-60: 223,94+3,36 pg/mg fehérje,
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p<0,001) és a 90 napos (D1-CIB-90: 214,84+1,61 pg/mg fehérje, p<0,001; D2-CIB-90:
279,96+1,36 pg/mg fehérje, p<0,001) kombinalt klorbenzol expoziciok szignifikdnsan
fokoztak a VP elvélasztasat.

A NA medialt NH kultarak VP felszabadulds esetén a kovetkezd statisztikai eltéréseket
tapasztaltuk (F1356=2044,148 P:6,216X10'70): a kontroll NH sejtkulturak bazalis VP
elvalasztasat 10° M dozisit NA kezelés szignifikansan novelte (169,78+7,69 pg/mg protein,
p<0,001). Karakterisztikus eltéréseket figyeltiink meg a kezeletlen patkanyokbdl eldallitott
NH sejttenyészetek NA medialt VP szekrécidja és a kombinalt kldérbenzol expozicionak kitett
allatokbol nyert mintdkndl. A NA medialt VP szekrécid6 a 30 napos expozicidnak kitett
(D1-CIB-30: 164,36+1,16 pg/mg fehérje, p=0,011; D2-CIB-30: 165,50+2,13 pg/mg fehérje,
p=0,042) csoportokban szignifikansan csokkent a kontrollhoz viszonyitva, a D1-CIB-60
(169,70+1,10 pg/mg fehérje, p=0,969) csoportban kozel azonos volt a kontrollokéval, a
D2-CIB-60 (186,/0+2,29 pg/mg fehérje, p<0,001) és a D1-CIB-90 (178,88+0,59 pg/mg
fehérje, p<0,001), valamint a D2-CIB-90 (198,52+2,46 pg/mg fehérje, p<0,001) csoportban

szignifikansan megemelkedett.

4.4.2. A NH sejtkulturdk bazalis és monoamin medialt oxytocin (OT) szekrécidja

450

B
B
400 5 - B <
@ 350 — ™ ¢ C
-l
= L - | o 2
k) Lo La
£ 300 3
2
o 250
£
= 200 A A A
a A
(o]
o 150 1
o
100
50
0
kontroll  D1-CIB-30  D2-CIB-30  D1.CIB-60  D2-CIB-60  D1-CIB-90  D2-CIB-90

\Cbazélis [15-HT medialt CINA medialt]
9. abra - A NH sejtkultarak bazalis és monoamin medialt OTszekrécio

atlag=SEM, n=5x10 sejtkultura/kisérleti csoport, a sejtkultirak OT szintjei pg hormon/mg fehérjében
vannak megadva. Bazlis (nem /monoamin/ mediélt) szekrécié (zold oszlop). 5-HT medialt: 1 6ras 107
M 5-HT-nal val6 inkubaciot kovetd elvalasztas (kék oszlop). NA medialt: 1 o6ras 10° M NA-nal val6
inkubaciot kovetd szekrécio (fehér oszlop). A szignifikancia értékek: A: p<0,05 a: p<0,005: a bazalisra,
B: p<0,001: a 5-HT medialtra, C: p<0,001: a NA medialtra szamolt, a sajat kontrolljaihoz képest. A
kontroll allatokban megfigyelt, monoamin hozzaadasa nélkiili alap szekréciot zold, 1-es jelzésti vonallal; a
5-HT hozzéaadast kovetd elvalasztast, kék, 2-es jelzésti vonallal; a NA hozzdadast kdvetd szekréciot

fekete, 3-as jelzésii vonallal jeloltiik.
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A NH monolayer sejtkultarak bazalis OT (152,28+1,10 pg/mg fehérje) clvalasztasaban a
kovetkezd eltéréseket talaltuk: az OT felszabadulast a D1-CIB-30 (156,96+0,68 pg/mg
fehérje, p=0,136) csoportban a kezelés kis mértékben fokozta, és ez az emelkedés a
D2-CIB-30 (159,62+2,32 pg/mg fehérje, p=0,021), a D1-CIB-60 (162,12+1,13 pg/mg fehérje,
p=0,002), a D2-CIB-60 (174,00+3,33 pg/mg fehérje, p<0,001), a D1-CIB-90 (186,76+1,39
pg/mg fehérje, p<0,001) és a D2-CIB-90 (193,76+1,30 pg/mg fehérje, p<0,001) csoportokban
mar statisztikailag szignifikans volt.

A 5-HT medialt hormon felszabadulasok esetén a kovetkezd statisztikai eltéréseket
tapasztaltuk (F1356=2378,677 P=9,01X107%): a kontroll sejtkultarak bazéalis OT elvéalasztasat a
10°M dozisa 5-HT kezelés szignifikansan novelte (347,9/+3,91 pg/mg protein, p<0,001).
Eltéréseket figyeltiink meg a kontrollokbdl és a kombinalt klérbenzol expozicidonak kitett
patkanyokbol késziilt NH kultardk 5-HT medialt OT szekrécidjdban. A 5-HT medialt OT
elvalasztas a 30 napos expozicionak kitett (D1-CIB-30: 342,98+1,56 pg/mg fehérje, p=0,117,
D2-CIB-30: 353,68+3,18 pg/mg fehérje, p=0,068) csoportokban a kontrollban mért
értékekhez képest nem tért el szignifikansan. A 60 napos (D1-CIB-60: 365,/2+17,20 pg/mg
fehérje, p<0,001; D2-CIB-60: 394,78+1,98 pg/mg fehérje, p<0,001) és a 90 napos
(D1-CIB-90: 384,40+1,88 pg/mg fehérje, p<0,001; D2-CIB-90: 410,70+2,67 pg/mg fehérje,
p<0,001) kombinalt klérbenzol expoziciok szignifikansan emelték az OT elvalasztast,

A NA medialt hormon felszabadulas esetén a kovetkezd statisztikai eltéréseket tapasztaltuk
(F1356=2706,406 P:2,445X10'73): a kontroll NH sejtkultarak bazalis OT szekréciojat a 10°M
dozisi NA kezelés szignifikansan megnovelte (314,86+71,92 pg/mg protein, p<0,001).
Eltéréseket figyeltink meg a kontroll és a kombindlt klorbenzol expozicionak kitett
patkanyokbol nyert NH kultirdk NA medidlt OT elvéalasztisdban. A NA medidlt OT
felszabadulas a 30 napos expozicionak kitett (D1-CIB-30: 314,22+1,42 pg/mg fehérje,
p=0,794; D2-CIB-30: 314,06+2,02 pg/mg fehérje, p=0,794) csoportokban, valamint a
D1-CIB-60 (319,16+0,77 pg/mg fehérje, p=0,083) csoportban kozel azonos volt a
kontrolléval. A D2-CIB-60 (352,66+1,58 pg/mg fehérje, p<0,001) és a D1-CIB-90
(333,62+1,66 pg/mg fehérje, p<0,001), valamint a D2-CIB-90 (390,88+1,86 pg/mg fehérje,

p<0,001) csoportban viszont szignifikansan megemelkedett.
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4.4.3. A kombindlt klorbenzol kezelt patkanyok adenohipofizis (AdH) sejtkultirdinak

ACTH elvalasztasa

Az in vivo CIB kezeléseknek (0, 30, 60 és 90 nap) kitett allatok AdH tenyészeteinek ACTH

hormon elvélasztasa mutatja, hogy a CIB hatasara dozis és kezelési idGtartamtol fiiggéen

emelkedett az elvalasztott ACTH mennyisége in vitro. Szignifikans eltéréseket 90 napos CIB

kezelés mellett mindkét alkalmazott dozis esetében megfigyelhettiik.

CIB kezelési sémak

CIB kezelési dozisok hatasara felszabadult

ACTH/ mg prot

n D1-CIB D2-CIB
Kontroll (0 nap) 24 141 £7 141 +7
+30 mM K" 24 211+ 12° 211+ 128
AVP (10°M) 24 237+18°8 237+18°
CIB 30 nap 24 146+7 149+7
CIB 60 nap 20 15748 1658
CIB 90 nap 20 163+£74 189494

2. Tablazat - A klorbenzol expoziciok hatasa az ACTH elvalasztasra in vitro AdH tenyészeteknél

Atlag+SEM, n=24/kisérleti csoport, az eredmények pg hormon/mg protein értékekben adtuk meg. A

szignifikancia értékek ANOVA modszerrel, LSD post hoc teszttel keriiltek kiértékelésre A kontroll csoport,

valamint a 0, 30, 60, és 90 napos, 0,1 pg/tskg (D1) és 1 pg/tskg (D2) dozist kombinalt CIB expozicionak kitett

allatokbol szarmaz6 AdH tenyészetek, és az aspecifikus (+ 30 mM K" és specifikus (AVP 10°M) ingerhatasokra
adott kontakt ACTH valaszok kozott. Szignifikancia értékek: A: p<0,05 a: p<0,005: a bazalisra, B: p<0,001: a

bazalisra vonatkoztatva.
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4.5. A kombinalt klérbenzol expoziciok hatasa a szorongasos viselkedésmintazatokra

A klorbenzolok viselkedéselemekre (szorongas, lokomotoros aktivitds és explorativ

viselkedés) gyakorolt hatasait OF és EPM tesztekkel vizsgaltuk.

4.5.1. Viselkedeselemek az OF tesztekben
A szorongdasra utalo, szdzalékban kifejezett, periférian toltott idot (Fe55=5,939 P<0,001) és a

freezingek szamat (Fgss=4,144 P=0,002) a 10/A. abra mutatja. A 30 napos kombinalt
klérbenzol expozicié sem a D1 (72,72+3,71 %, p=0,81) sem a D2 (66,68+8,87 %, p=0,49)
dozis esetén nem modositotta szignifikdns mértékben a periférian toltott idét. A D1-CIB-60
(83,17+6,01 %, p=0,03), a D2-CIB-60 (96,52+1,29 %, p<0,01), a D1-CIB-90 (91,67+2,20 %,
p<0,01) és a D2-CIB-90 (95,/3+2,25%, p<0,01) csoportokban azonban a periférias
tartozkodds ideje statisztikailag kimutathatdé mértékben fokozddott a kontroll csoporthoz
viszonyitva (71,43+3,44 %). A kombinalt klorbenzol expozicid megvaltoztatta a freezingek
szamat is. A 30 és a 60 napos kombindlt CIB expozicionak egyik dozis esetén sem volt
szignifikdns a hatasa (D1-CIB-30: 1,70+0,52, p=0,43; D2-CIB-30: 1,20+0,96, p=0,48;
D1-CIB-60: 0,90+0,34, p=0,59; D2-CIB-60: 2,40+0,74, p=0,07). A 90 napos kombinalt CIB
expozicios idotartam esetén azonban, a freezingek szamanak emelkedése a D1 (3,80+1,2,
p<0,01) és a D2 (4,00+1,58, p<0,01) csoportban szignifikdnsnak bizonyult a kontroll
csoporttal dsszevetve (0,45+0,23).

A spontan lokomotoros aktivitast jelz0 megtett utat (Fg 55=4,043 P=0,02) és az atlagsebességet
(Fs58=3,68 P=0,04) az Ethovision rendszerrel rogzitettiik és a 10/B. abran jeldltiik. A kontroll
csoporthoz (1969,62+82,96 c¢cm; 6,62+0,28 cm/sec) viszonyitva, a D1-CIB-30 (1303,64 cm,
p<0,001; 5,74+0,35 cm/sec, p<0,01), D2-CIB-30 (1595,25+25,92 cm, p=0,06; 5,34+0,08
cm/sec, p=0,04), D1-CIB-60 (1647,90+109,34 cm, p=0,04; 5,52+0,36 cm/sec, p=0,02),
D2-CIB-60 (1520,4/+131,51 cm, p=0,03; 5,/2+0,45 cm/sec, p=0,01), D1-CIB-90
(1445,34+155,64 cm, p<0,001; 4,84+0,52 cm/sec, p<0,01) és a D2-CIB-90 (1436,56+149,18
cm, p<0,01; 4,814+0,50 cm/sec, p<0,01) csoport esetében is egyarant csokkent mindkét
detektalt paraméter értéke. A csokkenés mértéke a D2-CIB-30 csoportot kivéve (a megtett

utra vonatkozo6an) minden esetben szignifikans volt.
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10. abra - Szorongas és explorativ viselkedés az open field tesztekben kronikus, kombinalt CIB expoziciok
hatasara

atlag+SEM, n=10/kontroll vagy n=10/expozicidonak kitett csoportok. A kontroll és az 0,1 pg/tskg (D1) és
1 pg/tskg (D2) dozist expozicionak kitett csoportok kozotti szignifikans eltéréseket A, B, C vagy D
(p<0,05) betiikkel jelsltiik és ANOV A modszerrel, Fisher-féle LSD post hoc teszt segitségével elemeztiik.
Az abra A része a szorongashoz kothetd viselkedési elemekre gyakorolt hatast mutatja, az dbra B része a
lokomociot érintd valtozasokat jelzi. A rész: periférian eltoltott ido a teljes vizsgalati id6 %-aban megadva
(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 mozgassal megtett 1t (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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4.5.2. A kombinalt klorbenzol kezelés hatasa a viselkedées EPM tesztekkel detektalhato

elemeire

A szorongashoz kozvetleniil kapcsolhaté (11/B. abra) és arra kozvetve utald lokomotoros

(11/B. abra) viselkedéselemeket vizsgaltuk EPM tesztekben.
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11. abra - Szorongas és explorativ viselkedés az elevated plus maze tesztben kronikus, kombinalt CIB
kezelések hatasara

atlag+SEM, n=10/kontroll vagy n=10/expozicionak kitett csoportok. A kontroll és az 0,1 ng/tskg (D1)
vagy 1 pg/tskg (D2) dozisti expozicionak kitett csoportok kozotti szignifikans eltéréseket A, B, C
(p<0,05) betiikkel jeloltiik és ANOV A modszerrel, Fisher-féle LSD post hoc teszt segitségével elemeztiik.
Az A 1ész a szorongashoz kothetd viselkedési elemekre gyakorolt hatast mutatja, a B rész a lokomociot
jelzi. A rész: a nyitott karokban eltdltott id6 a teljes vizsgalati id6 %-aban megadva (fekete pontozott
vonal/négyzet). B rész: a 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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A preferalt hely (%-ban kifejezett; a nyitott karokban és a teljes, arénaban toltott id6 aranya)
vizsgalatakor kiilonbségek voltak megfigyelhetok (Fgs58=3,035 P=0,012) a csoportok kozott.
A megndvekedett szorongas jeleként a vizsgalt paraméter értéke szignifikdnsan csokkent a
D2-CIB-30 (0,77/+0,19 p=0,04) a D1-CIB-60 (1,10+0,51 p=0,01) és a D2-CIB-60 (0,00+0,00
p=0,03) csoportok esetén. A DI1-CIB-30 (11,/0+3,46 p=0,87), a D1-CIB-90 (13,66+4,55
p=0,39) és a D2-CIB-90 (5,32+3,33 p=0,27) csoportban mért valtozasok azonban nem voltak
szignifikansak a kontroll (10,5/+2,30) csoporthoz viszonyitva.

Detektalasra keriilt a mozgassal megtett ut (F6,58=13,075 P<0,001) és az atlagsebesség is
(F6,58=1,991 P=0,082). A megtett ut szignifikansan csokkent a 30 (D1-CIB-30:
550,75+36,93 cm, p<0,001; D2-CIB-30: 552,97+7,26, p<0,001), a 60 (D1-CIB-60:
471,30+32,58 cm, p<0,001; D2-CIB-60: 425,86+28,95, p<0,001) és a 90 (D1-CIB-90:
498,83+39,35 cm, p<0,001; D2-CIB-90: 446,49+58,26, p<0,001) napos kombinalt CIB
expoziciés csoportokban a kontroll (1053,84+85,90 cm) csoporttal Gsszehasonlitva. Az
atlagsebesség csokkenése a D1-CIB-30 (3,07+0,20 cm/s, p=0,19) és a D2-CIB-30 (3,00+0,00
cm/s, p=0,24) csoportokban nem, de a D1-CIB-60 (2,68+0,19 cm/s, p=0,01), D2-CIB-60
(2,40+0,24 cm/s, p=0,01), D1-CIB-90 (2,87+0,21 cm/s, p=0,048) és D2-CIB-90 (2,54+0,34
cm/s, p=0,03) csoportokban azonban mar szignifikdnsnak bizonyult a kontroll (3,52+0,28

cm/s) csoporttal Gsszevetve.

4.6. A kombinalt kronikus klorbenzol expoziciOk hatisa az agressziv viselkedési

elemekre

A kombinalt CIB agressziora gyakorolt hatdsait modositott RI tesztekben vizsgaltuk.

4.6.1. Kronikus kombindlt CIB kezelések hatdasa a viselkedéselemekre a R| tesztekben
A 12. abran az RI tesztben vizsgalt viselkedési elemek (offenziv, defenziv €s szocidlis

viselkedés, explorativ stb.) koziil az ,,intermale” agresszidoban jellemz6 offenziv viselkedési

formak korébe tartozo tildozést és lateralis iranyu tamadasokat mutatjuk be.

42



- A
o t. oA 4

kontroll D1-CIB-30 D2-CIB-30 D1-CIB-60 D2-CIB-60 D1-CIB-90 D2-CIB-90

| iildézés -m - lateralis tamadasok |

12. abra - Offenziv viselkedéselemek a resident-intruder tesztekben krénikus kombinalt CIB expoziciok
hatasara

atlag=SEM, n=10/kontroll vagy n=10/CIB-expoziciénak kitett csoportok. A kontroll és az 0,1 pg/tskg
(D1) és 1 pg/tskg (D2) dozish expozicionak kitett csoportok kozotti szignifikans eltéréseket A, B (p<0,05)
betiikkel jeloltiik. Lateralis tamadéasok szama (fekete pontozott vonal/négyzet) és {ildozések szama (kék

pontozott vonal/rombusz).

Az iildozeés vizsgalatakor eltéréseket észleltiink a kombinalt CIB kezelésnek kitett allatokban
(F624=1,928 P=0,118). Az értékek a DI-CIB-30 (3,50+1,50, p=0,571), D2-CIB-30
(2,50+0,50, p=0,935), és a D1-CIB-60 (1,50+1,50, p=0,467) csoportokban nem ndvekedtek
meg jelentésen. Viszont a D2-CIB-90 (4,60+0,87, p=0,085) csoportban jelentdsebb
emelkedés volt megfigyelhetd a kontroll (2,62+0,65) csoporthoz képest, de ez nem érte el a
statisztikailag szignifikans értéket. A D2-CIB-60 (6,00+2,00, p=0,036), és a D1-CIB-90
(4,50+0,60, p=0,049) csoportokban az iildézések szama szignifikansan megemelkedett a
kontroll allatok hasonl6 értékeihez viszonyitva.

A laterdlis iranya tamadasokat is rogzitettiik (Fg24=3,882 P=0,008) ¢és a kovetkezd
eredményeket kaptuk. A 30 napos kombinalt CIB expozicionak kitett csoportokban sem a D1
(3,50+2,50, p=0,673), sem a D2 (3,50+1,50, p=0,673) dozis esetén nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontroll (4,62+1,13) csoport eredményeihez viszonyitva. A 60 napos
kombinalt CIB expoziciok esetén a D1 (2,50+1,50, p=0,428) dozis nem emelte meg
szignifikansan a tamadasok szamat. Ellenben, a D2-CIB-60 (11,00+4,00, p=0,023), a
D1-CIB-90 (8,710+1,19, p=0,038) és a D2-CIB-90 (11,00+0,77, p=0,003) csoportokban a

lateralis iranyu tamadéasok szama a kontrollhoz mérten szignifikansan fokozaddott.
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5. Megbeszélés, kovetkeztetések

A dolgozatban az EDC hatasu vegyiiletek koziil a halogénezett aromas szénhidrogének
csoportjabol a klorbenzolokat, mint modellvegyiileteket kivantuk vizsgalni. A klorbenzolok —
els6sorban a HCB — a mezdgazdasagban és az iparban széles korben alkalmazott [35, 38],
EDC tulajdonsagokkal [175] is rendelkezd6 POP vegyiiletek. A klorbenzolok
gyartasat/hasznalatat ugyan mar szamos orszagban betiltottak, de a bioszféraban [35]
deponalddott jelentds mennyiség miatt e vegylletcsoport alkalmas a kutatasi
modellvizsgalatokra. Megfeleld rendszerben torténd hatasvizsgalatukbol —szarmazo
eredmények extrapolalhatok mas hasonld (perzisztens, lipofil, akkumulalodo) vegytiletekre
[25].

A hexaklorbenzol (HCB) a klorbenzolok legstabilabb, akkumulacidra hajlamos, lipofil
képviseldje. Az alacsonyabb klorszubsztitualt szarmazékai is a POP vegyiiletek kozé
tartoznak. Az alacsony klorszubsztitualt szarmazékok biokémiai reaktivitasa is igazolt [24].
Az €16 organizmusokat egyszerre tobb kornyezeti expozicids hatas éri. Irodalmi adatokbol
ismert kisérletek 4altaldban egy-egy kornyezetszennyezd anyag hatdsara kialakult
valaszmechanizmusok tanulmanyozasara iranyulnak [28]. Munkank fontos célja volt, hogy
kombinalt kémiai expozicidkat vizsgaljunk, tovabba e vizsgalatra alkalmas kutatasi protokollt
allitsunk be. Ennek érdekében a valasztott EDC hatast hexaklorbenzol és 1,2,4-triklorbenzol
1:1 aranya keverékét (CIB) hasznaltuk expozitorként. Fontos kritérium volt az expozitor
kivalasztasanal, hogy az, a kornyezetben el6fordulo EDC hatasu vegyiiletekkel kapcsolatos
tulajdonsagokat reprezentalja. A klorbenzolok erre alkalmasnak mutatkoztak [176, 27] (3.3.
fejezet).

A taplalékkal, ivovizzel bevitt klorbenzolok jelentik a (humén) populaciok egyik legfobb
biologiai (egeészségiigyl) kockdzati tényezdjét. Kisérleteinkben ezért valasztottuk és
standardizéaltuk a tdpcsatornan (gyomorszondéan) keresztiili klorbenzolok expozicidit, mint
kezelési sémat. Sikeriilt standardizdlni az expozitor kezelési dozisat és a bevitel modjat.
Eredményeink az akkomodacidval fenntartott kornyezeti-adaptiv-potencidl kapacitasanak
valtozasaira €és annak értékelésére alkalmas adatokat szolgéltatnak (3.3; 3.4 fejezet). A
klorbenzolokkal folytatott kisérleteink megfelelének bizonyultak a kombinalt és leggyakoribb
expoziciot képviselé6 POP/EDC hatast kornyezeti terhelések modellezésére.

Irodalmi adatok alapjan szdmos POP/EDC vegyiilet toxikus, azaz mg/testsuly kg-0s, vagy
nagyobb dozisai akut vagy kronikus expozicio esetén €lettani — €s sok esetben a viselkedést is

befolyasolo — valtozasokat indukalhatnak. Kevéssé ismert az emlitettnél sokkal kisebb dozisu

cre
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ivovizzel keriil be a kronikus, kis dozisu CIB terhelés. Egy diszkrét modon ,,gyorsitott”
kisérleti modell alkalmazasa lehet6vé teszi az EDC hatds kimutatdsat a deponalodott kémiai
agensekre vonatkozoan.

Kisérleti modellrendszeriinkben igazoltan szubtoxikus dozisti, kombinalt CIB expoziciokat
hasznaltunk (3.3 fejezet). Irodalombol ismert, hogy a klérbenzolok toxikus dézisai méddositjak
a kisérleti allatok test és szervtomegét (mdj és/vagy mas szervek: pl. Iép, vese, mellékvese)
[177], tovabba egyes majfunkciot jelzé szérum transzferdz enzim értékeket [178], valamint
egyéb élettani funkciokat [179].

Munkank soran olyan kisérleti modellt kivantunk alkalmazni, amelyben teljesiilnek a
szubtoxikus expozitor hasznalatanak feltételei. Ennek érdekében megmértiik az allatok test- és
szervtomegét, valamint a szérum ma4j transzferaz enzimeinek koncentracioit (SGOT, SGPT és
GGT). Nem tapasztaltunk az allatokon vagy szerveiken strukturalis karosodasra utald jeleket.
Korébbi és a jelenlegi eredményeink alapjan megéallapitottuk, hogy a 30, 60, 90 napig
gasztrointesztinalisan bejuttatott, napi 0,1 vagy 1 pg/testsulykg doézisi CIB expoziciok a
vizsgalt toxicitast jelz6 paramétereket a megengedett, normal tartomanybol nem mozditottak
ki, azokat szignifikdnsan nem valtoztattak meg. Ezek tehat, szubtoxikus kornyezeti expozicios
hatasokként értelmezhetdk (1. tablazat).

A CIB mint EDC modellvegyiiletek szubtoxikus dozisainak (0,1 és 1 upg/tskg/nap) a
neuroendokrin rendszerekre iranyuld hatasvizsgalatat egyrészt a leggyorsabb akkomodacios
valasz, a viselkedési mintdzatok kovetésével (szorongds, agresszid), valamint az azt
meghataroz6 neuroendokrin cellularis mechanizmusokkal (stresszhormonok elvéalasztasa) és
neuroendokrin kommunikécioval (biogén aminok aktivalt hormonfelszabadulés) kivantuk
kovetni. Cellularis események vizsgalatara in vitro modelleket (monolayer sejtkultarakat)
hasznaltunk, amelyek sejtfunkcioit standardizaltuk (3.6.1; 3.7.1). Megallapitottuk a
kisérleteinkbe bevont modell-tenyészeteinknél, hogy a NH és AdH sejtek sem morfoldgiailag,
sem sejtfiziologiailag nem mutatnak citotoxikus jellegeket a kezelések elott €s utan.

Kutatasi protokollunk kialakitdsakor a vonatkoztatdsi rendszerek standardizalasai 1is
hangsulyos szerepet kaptak. Igy olyan, folyamatosan ellenérzott kontrollrendszert
vizsgaltunk, amelyben (3.3; és 3.4. fejezetek) az abszolut kontroll csoportok mellett, azonos
szdmu stressz, negativ és pozitiv kontrollokat is bedllitottunk. Folyamatosan kovettiikk a
kontroll rendszereknél a kisérleti protokollban meghatarozott vizsgalati paramétereket mind
az in vivo, mind az in vitro vizsgalatokban. Statisztikai elemzések soran kezelt
kontrollrendszerek adatai a kialakitott kontrollcsoportok kozott nem mutattak szignifikans

eltéréseket. Az adatok a kezelési protokoll alkalmassagat is megerdsitették. Miutdn az

45



eltérések nem voltak statisztikailag szignifikansak, az adatok interpretalasakor elegenddnek
bizonyult csak az abszolut kontroll csoport adataival valé dsszevetés.

Tanulmanyoztuk a kronikus CIB kezelések hatasat a fizioldgiai funkciokban szerepet jatszo
stresszhormonok ko6ziil az OT, VP és az ACTH koncentraciok valtozasaira, amelyeket RIA
modszerrel hataroztunk meg. Eredményeink szerint a VP szintje mindkét dézis esetében (D1,
D2) fokozatosan emelkedett a 60. naptol, amely a 90. napig tartdé expoziciot koveté méréskor
érte el a kontrollhoz viszonyitott szignifikans értéket. A szérum OT esetében a VP értékek
modosulasahoz hasonld tendenciat tapasztaltunk azzal a kiilonbséggel, hogy itt mar
hamarabb, a 60 napos expozicido esetén szignifikans mértékli volt a szérum OT szint
emelkedése a kontroll allatokban mért értékekhez képest (6. abra). A szérum ACTH szintek a
D1 és D2 doézis esetén is emelkedd értékeket mutattak, amelyek a nagyobb dozis esetén mar
30 napos expozicid utan szignifikanssa valtak, a kisebb dozis altal kivaltott valtozas csak a 90
napos expozicional volt szignifikans. Az ACTH vonatkozasaban az OT és a VP szintek
kovetésekor kapott eredményekhez hasonldéan, a magasabb dézis nagyobb hormonszint
novekedést eredményezett a szérumban (7. abra).

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a VP, az OT és kapcsolt rendszereik szisztémas funkcioik
mellett és/vagy kovetkeztében az emdcionalis viselkedésekben (szorongasban és/vagy
agresszioban) is jelentés szerepet jatszanak [180, 181].

Az emlitett viselkedésmintazatok kialakulasaban meghatarozéak a monoaminerg rendszerek,
amelyek a (neuro)endokrin igy pl. a VP, OT rendszerek miikodésén keresztiil (1.4.1.2. és
1.4.2.2. fejezet), azokkal strukturalis és/vagy funkcionalis kolokalizacidban vesznek részt.
Munkank soran a neurohipophysealis VP, OT hormonelvalasztast in vitro sejtkultirakon
vizsgaltuk. A neurohipofizis bazéalis VP szekrécigja az alkalmazott D1 és D2 dozisu
klérbenzol kezelések esetén az expozicidos iddtartam ndvekedésével parhuzamosan
emelkedett. A 90. kezelési napon tortént méréseknél mar a kontrollhoz viszonyitva
szignifikans értékeket kaptunk (8. és 9. dbra). Az OT és a VP szekrécio mértéke a D1 és D2
dozis esetén fokozatosan emelkedett, ¢s a 60 napos expozicidkat kdvetden mar szignifikans
mértéki volt.

Eredményeink alapjan a diszkrét, kombinalt, kronikus EDC jellegli kémiai kornyezeti
expoziciot modellez6 CIB kezelések megvaltoztattdk a neurohipofizis sejtjeinek, a
Tovabbi eredményeink jol korrelaltak a mar ismert irodalmi adatokkal, amely szerint az egyes
monoamin agonista modulatorok (igy a 5-HT és a NA is) szignifikans mértékben fokozzak in
vitro a neurohipofizis sejtkultarak AVP [182, 183] és OT [182] elvalasztasat. A kivaltott hatas

specifikus receptor antagonista elékezeléssel kivédheté [182, 183]. A monoaminerg
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receptorok jelenléte és a VP, OT expressziohoz és/vagy elvalasztasdhoz kapcsolt funkcidk a
hipothalamikus rendszerben, valamint a neurohipofizisben eltéréek. A centralis, azaz a
hipothalamikus rendszerbdl funkcionalisan aktiv neuroendokrin kommunikacié a periférian
nem indukaldédik. A neurohipofizis zavartalan hormonfelszabadulasi funkcidja kozvetlen
feltétele az emlitett kommunikacionak, és ezzel a neuroendokrin homeosztatikus
szabalyozasnak. A NH sejtkulturakkal végzett in vitro vizsgalatok éppen ezen funkci6 egzakt
feltételek melletti tanulmanyozasat teszik lehetové.

A NH monolayer kontroll rendszerekbdl, és a CIB elokezelésekbdl késziilt standardizalt
sejttenyészeteket 10® M 5-HT-nal vagy NA-nal kezelve, a monoamin medialt VP, OT
elvalasztasra gyakorolt expozicidkat vizsgaltuk. A  kontroll csoportokbol késziilt
neurohipofizis VP, OT elvalasztds az 5-HT vagy a NA kezelést kovetéen az irodalmi
adatoknak megfelelden szignifikdns mértékben novekedett. A kldérbenzol eldkezelt allatokbol
szdrmazo6 neurohipofizis kulturdk esetén a szubtoxikus, de kronikus EDC kémiai expoziciot
modellezd kornyezeti hatas tovabb fokozta a monoamin indukalt VP és OT felszabadulast.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy in vivo koriilmények kozott a vizsgalt klorbenzol
expoziciok hatdsai mar az alacsonyabb szabalyozasi, azaz a neurohipofizis
hormonelvalasztasanak szintjén is megjelenhetnek.

A modellezett kornyezeti hatasok szerepe a monoamin receptorok szenzitivitasanak
modosulésaival, vagy a transzmitter molekuldk diszkrét megvaltozasaival, vagy a kivaltott
valaszok mindségi/mennyiségi valtozasaival értelmezhetdk, kovetkeztetéseinket igazoljak
Bleavins és mtsai altal végzett kisérletek [41] eredményei. Kisérleteikben kronikus és
magasabb dozisu klorbenzol expozicidt kovetden tapasztalunk abnormalis agresszivitas €s
hiperexcitabilitas mellett, kiilonb6z6 kozponti idegrendszeri teriileteken, igy a
hipotalamuszban is fokozott monoamin (pl. 5-HT és NA) koncentraciokat.

Mivel a szérumban mért VP, OT és ACTH emelkedettnek mutatkozott a CIB kezelési
id6tartamok fliggvényében, €és a kisérleti allatok viselkedéselemei is eltéréseket mutattak,
vizsgalatainkat a pszichiatriai korképek kialakuldsdban szerepet jatszo neurotranszmitterek €s
magatartdszavarok kozotti osszefliggés keresésével egészitettiik ki.

Eredményadataink igy részben korrelaltak azokkal az irodalmi adatokkal, amelyeket
szorongassal vagy agresszidval jard pszichiatriai betegségekben szenvedd személyek esetén
tapasztaltak. Irodalmi adatok szerint egyes pszichiatriai korképekben betegeknél magasabb
plazma és cerebrospinalis folyadék VP koncentracidt detektaltak [184]. Poszttraumas stressz
zavarban [185] vagy obszcessziv kompulziv zavarban [186] szenvedd betegekben a szérum

VP szint megemelkedett, amelyhez az utobbi csoportban a betegek liquor VP

crer
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Szorongésos zavarokban a legtobb tanulmany negativ 0sszefiiggést talalt a szérum OT szint €s
a szorongasos (OF) tesztekben alkalmazott, a szorongas mértékét jelzd pontszdmok kodzott
[187]. Ez ellentétben all a kisérleteinkben tapasztalt szérum OT szint és az anxietast vizsgalod
tesztek eredményei kozotti Osszefiiggéssel. A szérumban észlelt emelkedett OT szint a
szorongas oldasat valtja ki, ugyanakkor az OT-nal szimultan jelenlévé VP viszont szorongas-
fokozodast eredményez. A latszolagos ellentmondas oldasa kapcséan feltételezhetd, hogy e két
relevans aktiv stresszhormon szintjének aranya kozvetitheti (hatdrozhatja meg) a tényleges
viselkedési mintdzat expressziojat.

Lehetséges tovabba, hogy a kapott eredmények hatterében az érintett monoaminerg
receptorok peptiderg neuronokon megjelend eltéré mintazatai, vagy a klorbenzolok egyéb
ismeretlen, az OT szekréciot stimulalo hatasai allhatnak.

Ismert, hogy a VP-erg monoaminerg rendszerek modosithatjak az ACTH felszabadulast,
ezaltal a stresszre adott valaszreakciokat. A stressz aktivalni képes a hippocampalis és
hipothalamikus 5-HT-erg neuronokat, ez az 5-HT-erg hatas pedig a VP-erg rendszeren
keresztiil fokozza a CRH és kozvetve az ACTH szekréciot a hipotalamusz, a hipofizis, a
hipotalamo-hipofizealis portalis keringés, vagy a mellékvese szintjén [50, 188]. A
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely kronikusan alacsony, vagy akutan magas
aktivitadsa egyarant okozhat fokozott agressziv és szorongasos megnyilvanuldsokat.
Emberekben Osszefliggést talaltak a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely talmiikodése
¢és egyes pszichiatriai betegségekben (pl. hangulatzavarokban, véltakoz6 exploziv zavarban)
megfigyelhet6 agressziv események frekvenciaja kozott [189].

Kisérleteinkben standardizalt €s alkalmazott klorbenzol expozicidkat kovetéen OF és EPM
(szorongési), valamint RI (agresszivitasi) tesztekben vizsgaltuk az allatok emocionalis
viselkedését. Az anxietast jelzO paraméterek (a periférian toltott id6 ndvekedése, a freezing
szamanak emelkedése, a megtett Ut és az atlagsebesség csokkenése az OF tesztben; a nyitott
karokban toltott 1d6 aranyanak csokkenése a teljes aréndban toltott idohoz viszonyitva, a
megtett Ut €s az atlagsebesség csokkenése az EPM tesztben) véltozésait detektaltuk, melyek
mind a két kronikus CIB dozis esetében, de foként az expozicios id6 novekedésével valtak
szignifikanssa. A RI tesztben az agresszivitds egyik paraméterének tekinthetd ildozés és a
laterdlis tamaddsok szadmanak fokozddasa volt megfigyelhetd a hosszabb expozicids
idétartamok €s magasabb dozisok esetén. Az egyéb vizsgalt viselkedéselemekben nem tortént
lényeges valtozas egyik viselkedési tesztben sem. Mindez igazolni latszik azt a korabbi
feltevésiinket, hogy az expresszalddott viselkedésmintazat megjelenésében az aktiv, azaz a
felszabadult OT és VP koncentraciok aranya jelentds szerepet jatszik. A deponalodott CIB

mennyiségek fokozodasanak fiiggvényében emelkedett, (de nem azonos aranyban) az aktiv
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OT és VP mennyisége (in vitro és in vivo). Ugyanakkor a magatartas valtozasahoz kothetd
hatas szempontjabol e két hormon aktudlis aranya tlinik kivaltonak, ami a D1 és D2 dozisok
30, 60 és 90 napos kezelési protokollja soran tortént eseményekkel detektalhatova valt (10-12.
abra).

A diszkrét, kronikus CIB expoziciok modulaltdk az allatok emocionalis viselkedését, igy a
kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy az alkalmazott expozicidok anxiogén ¢és

agressziot fokozé hatéassal is rendelkeznek.

Az eredmények alapjan megéllapitdsainkat és kovetkeztetéseinket a célkitlizés kérdéskoreinek
megfelelden csoportositottuk.
A CIB vegyiiletek kémiai jellegiik, fiziko-kémiai sajatsagaik, ismert bioldgiai hatasaik (EDC
hatasok), valamint tarsadalmi vonatkozasaik (kemizacid, tarsadalmi tevékenységek,
xenobidlis jelleg) miatt széles korben elterjedtek. Igazoltuk, hogy a hierarchikus komplexitasi
szinteket képviseld evolucid minden szintjén jelen vannak, igy kdrnyezettudomanyi
megkozelités szerint alkalmasak POP/EDC vegyiiletek expozicios modelljeként valod
vizsgalatokra.
A CIB vegyiiletek expozitorként torténd alkalmazasakor kombindlt kémiai expoziciokat
kivantunk vizsgalni. A szakirodalom az expozicios vizsgalatoknal leginkébb csak egy hatasra
bekovetkezd valaszokat tanulmanyoz, ez azonban nem életszer(, hiszen a foldi kornyezetben
miikodd rendszereket (élettelen, €16, tarsadalom) tobb expozicids hatds éri. A legegyszeriibb
kombinalt expozicidés hatasok vizsgalatdhoz indokolt volt kutatds-mddszertani vizsgalatok
elvégzése, amelynek eredményeként a standardizalt kombinalt modell-expozitor és vizsgalati
modellrendszer kialakitasa tortént. Teljesiilt az alkalmas expozicids Ut szerinti a kisérleti
rendszer modszertani kutatdsokkal standardizalt beallitasa.
A kombindlt, extrém alacsony dozisu, kronikus, taplalkozasi utvonalat szimulalo, elézetesen
standardizalt CIB kezelésekbdl szarmazo eredményeink 1j informaciokkal szolgalnak [190,
191].
A,  Wistar patkanyok kezelésekor a gasztrikus szondan at adott extrém alacsony CIB
szubtoxikus doézisok (0,1 és 1 pg/tskg/nap) megvaltozott szérum OT, VP és ACTH
koncentraciot eredményeztek, amely a modosult neuroendokrin szabalyozast igazolta.
B, A neuroendokrin szabdlyozas vizsgalatara alkalmas monoamin (szerotonin,
noradrenalin) rendszeren keresztiil medialt OT, VP elvélasztasban is jelentds valtozasokat

detektaltunk, ami korabbi vizsgéalatok alapjan nem volt ismert.
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C, Az emlitett stresszhormonok (VP, OT) aktiv, szérumbeli koncentracidinak
emelkedését az in vivo vizsgalatok mellett alkalmazott in vitro kutatasok is
megerdsitették.

D, A szerotonin és noradrenalin kozvetitette VP és OT elvalasztas CIB hatasara
kialakult fokozddasa korreladlt a modellvizsgalatokba vont kisérleti allatok viselkedés
mintazatainak valtozasaival, fokozodott a szorongas és agresszid a kezelési dozisok és
iddtartamok fliggvényében.

E, A neuroendokrin homeosztatikus szabalyozasi rendszerben mért eltérések a
viselkedés szintjén is detektdlhatova valtak. A mechanizmus szintli eredményprezentalas
soran felvetettiilk annak lehetdségét, hogy az OT és VP aktiv hormonformainak aranyaval
szolhat bele ¢ magatartasformak szabalyozéasaba. Vizsgalati protokollunk ezen feltevés
igazolasara alkalmas adatokkal szolglt.

F, A kornyezetben jelen 1évé, EDC hatast vegyiiletek tulajdonsiagai a CIB-kal
Osszevethetok. Eredményeink alapjan ezek jelentés kémiai, bioldgiai kockézati
tényezoként kezelhetdk.

- Kémiai kockéazatuk xenobidlis jellegiikbdl szarmaztathatd, amit perzisztenciajuk,
reaktiv tulajdonsagaik, lipofilitasuk, stb. képvisel.

- Biolodgiai kockazatuk kémiai jellegiikbdl adodoan, tovabba a dozisfliggd hatasokon
tal, a homeosztatikus szabalyozdsi rendszerek modositdsaval hozhato
Osszefliggésbe. Ennek eredménye a magatartds, az azonnali alkalmazkodasi
mintdzat megvaltozasa. Mindezek huméan vonatkozasban akar pszichiatriai

korfolyamatok kialakulasanak kockazatat fokozhatjak.

Kutatési eredményeink szerint a kémiai kornyezeti terhelésekben, széles korben jelen 1évo,
modellezett POP/EDC vegyiiletek, mint expozitorok az él6 rendszerek homeosztazisaban
valtozasokat generalnak extrém alacsony dézis €s kronikus kezelések esetén is. Ennek
kovetkezményeként a biologiai rendszerek homeosztatikus alkalmazkodasi potencialja
modosul, amelyek azonnali alkalmazkodasi mintazataikban, a viselkedésben detektalhato (a

kognitiv folyamatokat és a szocidlis viselkedési formakat is befolyasolo) eltéréseket indukal.

Eredményeink alatamasztjak, hogy mielobb ujra kell gondolni és tovabb kell finomitani
/ szigoritani a vizsgalt POP/EDC vegyiiletek alkalmazasaval kapcsolatos szabalyozast. A
jovobeni torvényi szabalyozas nem hagyhatja figyelmen Kkivill azokat a kutatasi
eredményeket, amelyek egyre nagyobb szamban igazoljak az EDC vegyiiletek

szubtoxikus dozis esetén is kimutathato, idében elhtizodé veszélyeit.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék kdszonetet mondani professzoraimnak, munkahelyi vezetdimnek, akik egész
palyam alatt timogattak tudomanyos munkamat.

Megkiilonboztetett halaval és koszonettel tartozom Dr Galfi Martanak, habilitalt foiskolai
tanarnak, aki rairdnyitotta figyelmemet a kdrnyezeti hatdsok fontos szerepére a betegségek
kialakuldsédban, bevezetett a kutatomunka rejtelmeibe és segitséget nyujtott a disszertacio
elkészitésében. Az 6 vezetésével és barati tamogatasaval késziiltek az elmult évtizedek alatt

koz0os eldadasaink és publikacioink.

Koszonetemet fejezem ki az | sz. Belgyogyaszati Klinika minden munkatarsanak, akik
munkam soran segitségemre voltak. Fénokeimnek, Dr Laszl6 Ferenc egyetemi tandrnak, aki
mellett indult pszichoneuroendokrinologiai érdeklédésem, Dr Julesz Janos egyetemi tanarnak,
aki az iras rejtelmeibe avatott be, Dr Szarvas Ferenc egyetemi tanarnak, akivel a mai napig a
szegedi endokrinoldgia torténetén dolgozunk. Elhunyt kollégamnak Dr Gaspar Laszlo

egyetemi docensnek, akivel szamos sikeres kongresszuson szerepeltiink egyiitt.

Kiilon koszondm Dr Radacs Mariannak ¢és Dr Juhdsz Anndnak Onzetlen segitségét €s

egylittmiikodését a tudomanyos munkam soran.

Koszonettel tartozom a megjelent munkékban szerepld dsszes szerzétarsamnak, elsdsorban Dr
Racz Karoly egyetemi tanarnak, aki mar évek Ota biztatott, hogy itt az ideje a disszertacio
megirasanak.

Kiilon jar kdszonet baratndmnek Kothy Juditnak, aki mar évek ota csiszolgatja magyar nyelvii

stilusomat és szigor nyelvhelyességi biralattal latja el és javitgatja irdsaimat.

Végiil, de nem utolsd6 sorban kdszondom sziileimnek, gyermekeimnek és a tarsamnak a

tiirelmet, kitartast és tamogatast, amely nélkiil ez a munka soha nem késziilhetett volna el.
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9. Osszefoglalas

A homeosztazis révén az ¢€l0 szervezet egyensulyi allapotot tart fenn a kornyezetével,
alkalmazkodik a valtozo kiilsé és belsé koriilményekhez. Az aktualis egyensulyi allapot a
kornyezeti paraméterek hatdsara kialakult biokommunikacids folyamatok valtozasaként
értelmezhet6. A hatékony alkalmazkodasu ¢él6 szervezetek el6szor neurogén, majd
neuroendokrin, ezutan neuroendokrin-immun és a jelenleg ismert legmagasabb szintii
pszicho- neuroendokrin-immun kommunikacios akkomodaciot mutatnak. A kemikalidk az
iparban ¢és a mezdgazdasagban széleskorlien hasznalt vegyliletek amelyeket perzisztens,
szerves szennyezd anyagoknak (POP/Persistent Organic Pollutant vegyiileteknek) neveziink
(pl. diklor-difenil-triklor-etan /DDT/, hexaklorbenzol /HCB). A POP vegyiiletek heterogén
csoportjadba a hormonhaztartast, az endokrin kommunikéciét zavar6 anyagokat soroljuk,
melyeket endokrin diszruptor (EDC) vegylleteknek nevezink. Az EDC vegyiiletek
viselkedésre vonatkozo hatasainak kutatasabol a szexualis viselkedés, az emocionalis tonus, a
motivacio, a kommunikécio, a szorongas, az agresszid, a dominancia, tovabba a szocialis
viselkedésformak adatai ismertek. Az EDC vegyiiletek aktivalhatjdk vagy gatolhatjak az
endokrin rendszert, igy a hormonok szintézisét, tarolasat, felszabadulasat, transzportjat és
metabolizmusat, valamint a receptor felismerést, kotddést, tovabba beleszolhatnak az indukalt
valaszokat érint6 neuroendokrin folyamatokba.

A kozponti idegrendszerben az endokrin vélaszokért és a magatartasfunkciokeért felelds
struktarak kozosek, igy a hormonok gyakran direkt hatassal lehetnek a viselkedésre (és
forditva), vagy a metabolizmus mddositasan keresztiil indirekt mddon is befolyasolhatjak azt.
(1) Munkank soran az EDC vegyiiletek koziil a halogénezett aromas szénhidrogének
csoportjabol a CIB, mint modellvegyiileteket kivantuk vizsgalni azzal a céllal, hogy ezen a
reprezentalt vegyiiletcsoporton keresztiil hivjiuk fel a figyelmet a veszélyre, amelyet a
homeosztatikus rendszerek modosulasa kozvetithet. A CIB a mezdgazdasdgban ma mar tiltott
szerek, bar egyes fejlodd orszdgokban tovabbra is hasznalatban vannak. Ipari alkalmazéasuk
expozicids korlatokkal (térvényi limitekkel) szabalyozott. A CIB legstabilabb lipofil
képviseléje a HCB. Ennek a xenobiotikum csoportnak alacsonyabb klorszubsztitualt, lipofil
tulajdonsagu szdrmazékai is jelen vannak a kornyezetiinkben, amelyek kémiai reaktivitasa
magasabb a HCB-nal.

(2) Az ¢l6 organizmusokat altaldban tobb expozicids artalom, azaz stressz(hatds) éri egy
idében, igy a kombindlt kémiai terhelések dltal kivaltott hatdsok vizsgadlatanak

tanulmanyozasara alkalmas kutatasi protokoll kialakitasat és standardizalasat is célunknak
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tekintettiik. Kutatasainkban két klorbenzol szarmazékot, a HCB és TCB kombinalt hatasainak
vizsgalati modellrendszerét kivantuk kidolgozni és standardizalni.
(3) Vizsgalataink soran a kémiai expozicio modellezéséhez kivantunk olyan in vivo kezelési
protokollt kidolgozni, amellyel az akkomodacidval fenntartott kornyezeti-adaptiv-potencial
kapacitas megdrzésének értékelésére alkalmas adatokat tudunk nyerni.
(4) Els6sorban a neuroendokrin homeosztatikus szabdlyozasi rendszerre kifejtett kombinalt
klorbenzol expozicios hatdasok vizsgalatat kivantuk elvégezni a stresszhormonok koziil az OT,
az AVP és az ACTH altal kozvetitett akkomodativ regulécio tanulméanyozéasaval.
(5) A stresszhormonok kombindlt expozicios hatdsokra kivalthato elvadlasztasanak
tanulmanyozasahoz in vitro modellt kivantunk kialakitani, amellyel a hormon felszabadulasi
folyamatok standardizalt kovetése is megvaldsithato.
(6) Kiilondsen érdekes kérdésnek tekintettiik - a CIB expozicids limitre vonatkozo torvényi
szabalyozasai miatt - azt, hogy az extrém alacsony dozisu kombindlt klorbenzol terhelések
indukalnak-e valtozdasokat a stresszhormonok neuroendokrin szabalyozdasi folyamataiban.
(7) A viselkedési mintdzatokat dontden a neuroendokrin szabalyozasban résztvevé hormonok
¢és a sejtek kozott kommunikald biogén aminok hatdrozzdk meg. Vizsgaltuk, hogy a CIB
expozicidja miként modosithatia a biogén aminok (5-HT, NA) medialta OT, VP
felszabaduldst.
(8) Tanulmanyozni kivantuk, hogy a biogén aminok és hormonok kézvetitette stresszvalaszok
megvaltoztatjak-e a gyors alkalmazkodasi mintdzatot,azaz, az dllatok viselkedését.
(9) Célunk volt annak a kérdésnek a vizsgalata is, hogy a jogszabdlyokban engedélyezett
expozicios dozisnadl sokkal alacsonyabb dozisu kombinalt klorbenzol kezelés okoz-e mérheto
viselkedésbeli valtozdsokat a kisérleti allatokban.
(10) Eredményeink értékelése soran valaszt kerestiink arra, hogy a kutatési protokollok szerint
a viselkedési mintdzatokban és/vagy a neuroendokrin szabalyozasban detektalhat6 valtozasok
milyen homeosztatikus mechanizmusokkal hozhatok 6sszefiiggésbe.
(11) Valaszt kerestlink arra is, hogy a CIB modellezett EDC vegyiiletek milyen tovabbi
egészségiigyi kockazatot jelenthetnek.
(12) Kutatasi eredményeink alapjan vizsgalni kivantuk, hogy eltéré szabalyozas vonatkozzon-
e a deponalddo és nem depondlodo EDC vegyiiletekre.
Eredményeink szerint :

(1) a szérum AVP mindkét dozis esetében (D1, D2) fokozatosan emelkedett a 60. naptol,

amely a 90. napig tartd expoziciot koveté méréskor érte el a kontrollhoz viszonyitott

szignifikans értéket.
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(2) a szérum OT mar a 60 napos expozicio esetén szignifikansan emelkedett a kontroll
allatokban mért értékekhez képest.

(3) a szérum ACTH a D1 és D2 dozis esetén 1s emelkedett, mar 30 napos expozicid utan
szignifikanssa valt, a kisebb dozis éltal kivaltott valtozas csak a 90 napos expoziciénal
volt szignifikans.

(4) a neurohipofizedlis VP, OT szekréciot in vitro sejtkultirakon vizsgalva az alkalmazott
D1 D2 doézisit  klorbenzol kezelések esetén 1dofuggéen fokozddott a
hormonelvalasztas.

(5)a 5-HT és a NA szignifikans mértékben fokozta i vifro a neurohipofizealis
sejtkulturdk VP €s OT elvalasztasat. A NH monolayer kontroll rendszerekbdl, és a
CIB elbkezelésekbdl késziilt standardizalt sejttenyészeteket 10° M 5-HT-nal vagy
NA-nal kezelve, fokozott monoamin medialt VP, OT felszabadulast mértiink.

(6) adataink részben korrelaltak az irodalmi megallapitasokkal, amelyek szorongassal
vagy agresszioval jaré pszichiatriai betegségekben szérum VP szint emelkedést
tapasztaltak.  Kisérleteinkben a deponalodott CIB mennyiségek novekedésének
fliggvényeben emelkedett az aktiv OT és VP mennyisége in vitro és in vivo. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a magatartds valtozasokban az OT/VP hormonok aktualis
aranya lehet meghatarozo. A D1 és D2 dozisok 30,60 és 90 napos kronikus CIB
expozicid hatdsara az allatok viselkedése megvaltozott: fokozodott az anxietas (OF

és EPM tesztek) €s az agresszid (ERI tesztek).

Az eredmények alapjan megallapitdsainkat és kovetkeztetéseinket a célkitiizés kérdéskoreinek
megfeleléen csoportositottuk.

A CIB vegyiiletek kémiai jellegiik, fiziko-kémiai sajatsagaik, ismert bioldgiai hatasaik (EDC
hatasok), valamint tarsadalmi vonatkozasaik (kemizacid, tarsadalmi tevékenységek,
xenobidlis jelleg) miatt széles korben elterjedtek. Igazoltuk, hogy a hierarchikus
komplexitasi szinteket képvisel6 evolucido munden szintjén jelen vannak, igy
kornyezettudomanyr megkdzelités szerint alkalmasak POP/EDC vegyiiletek expozicios
modelljeként vald vizsgalatokra. A CIB vegyiletek expozitorként torténd alkalmazasakor
kombinalt kémiai expoziciokat kivantunk vizsgalni. A szakirodalom az expozicios
vizsgalatokndl leginkabb csak egy hatasra bekovetkez6 valaszokat tanulmanyoz, ez azonban
nem életszer(i, hiszen a f6ldi koryezetben miikodo rendszereket (élettelen, €16, tarsadalom)
tobb expozicids hatas éri. A legegyszertibb kombinalt expozicids hatasok vizsgalatdhoz
indokolt volt kutatds-modszertani vizsgdlatok elvégzése, amelynek eredményeként a

standardizalt kombindlt modell-expozitor és vizsgalati modellrendszer kialakitdsa tortént.
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Teljesiilt az alkalmas expozicios ut szerinti a kisérleti rendszer modszertani kutatasokkal
standardizalt beallitasa.
A kombinalt, extrém alacsony ddzisi, kronikus, taplalkozasi Gtvonalat szimuldlo, elézetesen
standardizalt CIB kezelésekbdl szarmazd eredményeink 1y informacidkkal szolgalnak.
A, Wistar patkanyok kezelésekor a gasztrikus szondan at adott extrém alacsony CIB
szubtoxikus dozisok (0,1 és 1 pg/tskg/nap) megvaltozott szérum OT, VP és ACTH
koncentraciot eredményeztek, amely a moédosult neuroendokrin szabalyozast igazolta.
B, A neuroendokrin szabalyozas wvizsgalataira alkalmas monoamin (szerotonin,
noradrenalin) rendszeren keresztiil medialt OT, VP elvalasztasban is jelentds valtozasokat
detektaltunk, ami korabbi vizsgalatok alapjan nem volt ismert.
C, Az ecmlitett stresszhommonok (VP, OT) aktiv, szérumbeli Kkoncentracioinak
emelkedését az inm wvivo vizsgalatok mellett alkalmazott in vitro kutatasok i1s
megerodsitették.
D, A szerotonin és noradrenalin kozvetitette VP és OT elvalasztas CIB hatasara
kialakult fokozddasa korrelalt a modellvizsgalatokba vont kisérleti dllatok viselkedés
mintazataimak valtozasaival, fokozodott a szorongas €s agresszid a kezelési dozisok és
1ddtartamok figgvényében.
E, A necuroendokrin homeosztatikus szabalyozasi rendszerben mért eltérések a
viselkedés szintjén 1s detektalhatova valtak. A mechanizmus szintli eredményprezentalas
soran felvetettilk annak lehetéségét, hogy az OT és VP aktiv hormonformainak aranyaval
szolhat bele e magatartastormak szabédlyozasaba. Vizsgilati protokollunk ezen feltevés
1gazolasara alkalmas adatokkal szolgalt.
F, A komyezetben jelen 1évo, EDC hatast vegyiletek tulajdonsagar a ClB-kal
Osszevethetok. Eredményeink alapjan ezek jelentés kémiai, bioldgiai  kockazati
tényezokent kezelhetok.
- Kémiai kockazatuk xenobialis jellegiikbdl szdrmaztathatd, amit perzisztenciajuk,

reaktiv tulajdonsagaik, lipofilitasuk, stb. képvisel.

- Biologiai kockazatuk kémiai jellegiikbol adododan, tovabba a dozisfiiggd hatasokon
tul, a homeosztatikus szabalyozasi rendszereck modositasdval hozhato
Osszefiiggésbe. Ennek eredménye a magatartds, az azonnali alkalmazkodasi
mintazat megvaltozasa. Mindezek huméan vonatkozasban akar pszichiatriai

kérfolyamatok kialakuldsanak kockézatat fokozhatjak.
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Kutatdsi eredményeink szerint a kémiai kdrnyezeti terhelésekben, széles korben jelen 1évo,
modellezett POP/EDC vegyliletek, mint expozitorok az ¢l6 rendszerek homeosztazisaban
valtozasokat generdlnak extrém alacsony dézis és kronikus kezelések esetén is. Ennek
kovetkezményeként a biologiai rendszerek homeosztatikus alkalmazkodasi potencialja
modosul, amelyek azonnali alkalmazkodasi mintazataikban, a viselkedésben detektalhato
eltéréseket indukalnak (ami a kognitiv folyamatokat, a szocialis viselkedési formakat, stb.

érinti).
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10. Summary

By homeostasis, living organisms maintain equilibrium with their environments, adapt
themselves to the changing external and internal circumstances. Any current state of
equilibrium can be interpreted as the change of biocommunication processes emerging under
the effect of environmental parameters. Living organisms of effective adaptation abilities first
show neurogenic, then neuroendocrine, neuroendocrine-immune and the currently known
highest level of psycho-neuroendocrine-immune communication accommodation. In industry
and agricultural, chemicals are widely used compounds. They include such substances
carrying particularly significant environmental risks that are called persistent organic
pollutants/POP (as they are hard to decompose for their stabile chemical structures) (e.g.
dichloro-diphenyl trichloro-ethane /DDT/, hexachlorobenzene /HCB/). A heterogeneous
group of POP compounds is constituted by substances disrupting the hormone metabolism
and endocrine communication, and is known as endocrine disruptor (EDC) compounds.
Studies on the impacts of EDC compounds on behaviour have shed light on information
relating to sexual behaviour, emotional tone, motivation, communication, anxiety, aggression,
dominance and forms of social behaviour. EDC compounds may activate or inhibit the
endocrine system, thus the synthesis of hormones, their storage, release, transport and
metabolism, as well as the receptor recognition and binding, and furthermore they may
interfere in neuroendocrine processes affecting induced responses.
In the central nervous system, the structures in charge of endocrine responses and behavioural
functions are common, and therefore hormones often exercise a direct impact on behaviour
(and vice versa), or alternatively they may indirectly influence it via the modification of
metabolism.
(1) In the course of our work, from among EDC compounds and the group of aromatic
halogenated hydrocarbons CIB has been chosen as a model compound to use this represented
group of compounds for calling the attention to the threat that may be conveyed by the
modification of homeostatic systems. CIB compounds have already been forbidden in
agriculture, though in certain developing countries they are still used. Their application in
industry is regulated by means of exposure thresholds (statutory limits). CIB’s most stabile
lipophylic representative is HCB. From this xenobiotic group, there are derivatives of lower
chlorine substitution and lipophylic properties present in our environment, while their
chemical reactivity is higher than that of HCB.
(2) Living organisms are normally subject to several exposure harms, i.e. stress (effects)
simultaneously, and therefore we have also set the objective to develop and standardize a
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research protocol that is suitable for the examination of effects triggered by combined
chemical loadings. In our researches, we have tried to work out and standardize the
examination model system for the combined effects of two chlorobenzene derivatives, HCB
and TCB.

(3) In our studies, we endeavoured to develop an in vivo treatment protocol for modelling
chemical exposure, in order to acquire data suitable for evaluating the preservation of the
environmental adaptive potential maintained through accommodation.

(4) Our primary objective was to evaluate the effects of combined CIB exposure on the
neuroendocrine homeostatic control system by studying the accommodative regulation
mediated by the stress hormones OT, AVP, and ACTH.

(5) We endeavoured to create an in vitro model for exploring stress hormone release
inducible by the effects of combined exposure, which would be suitable also for the
standardized monitoring of releasing processes.

(6) In view of the legal regulations pertaining to the limit on CIB exposure, we considered
ascertaining whether extremely low-dose combined CIB load induces changes in the
neuroendocrine control of stress hormones an important assignment.

(7) Behavioural patterns are mostly determined by the biogenic amines driving the
communication between hormones and cells participating in neuroendocrine regulation. We
have examined how the CIB exposure can modify the OT, VP release mediated by the
biogenic amines (5-HT, NA).

(8) We intended to ascertain, whether the stress responses mediated by hormones and
biogenic amines alter the rapid adaptation pattern — that is, animal behaviour.

(9) Our objectives also included answering the question whether any combined chlorobenzene
treatment of much smaller dosage than the exposure dosage permitted in the relevant legal
regulations causes measurable changes in the behaviour of test animals.

(10) The analysis of our findings focused on identifying the homeostatic mechanisms
potentially related to the changes detected in behavioural patterns and/or neuroendocrine
regulation by the research protocols outlined above.

(11) Furthermore, we wanted to appraise any additional health risk potentially represented by
EDCs, in view of the findings obtained with CIB as their model substance.

(12) Finally, by analyzing our results, we wanted to decide whether the amended regulations

should apply to all EDC compounds characterized by or devoid of accumulation.
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On the basis of our results:

(1) Starting on Day 60, the serum level of AVP increased progressively with both (D1 and
D2) doses, and the difference vs. control reached statistical significance after 90 days
of exposure.

(2) Compared to controls, the increase of serum OT level was statistically significant as
early as after 60 days of exposure.

(3) Serum ACTH level increased after both doses. However, while the increase induced
by the larger dose became significant after 30 days of exposure, the smaller dose
achieved the same only after 90 days of exposure.

(4) In neurophyseal in cell cultures, the in vitro secretion of VP and OT increased in a
time-dependent fashion after both (D1 and D2) D1 doses of CIB.

(5) Both 5-HT and NA significantly increased the release of VP and OT by
neurohypophyseal cell cultures. Specifically, we found enhanced monoamine-
mediated VP and OT release following the treatment of standardized cell cultures
prepared from NH monolayer controls and CIB pre-treated systems with 10-6 M 5-HT
or NA.

(6) Our findings are in partial agreement with observations published in the literature,
which include elevated serum VP level found in psychiatric disorders associated with
anxiety or aggression. In our experiments, the quantity of active OT and VP increased
depending on the extent of CIB accumulation — both in vitro and in vivo. This suggests
that the actual ratio of OT and VP hormones might play a decisive role in behavioural
changes. Chronic exposure to CIB administered at two dose levels (D1 and D2) for 30,
60, and 90 days altered the behaviour of the animals — that is, increased both anxiety

(as shown by OF and EPM tests) and aggression (as demonstrated by ERI tests).

Based on the findings, we grouped our results and conclusions around the topics defined in
the objectives of this research.

Owing to their chemical nature, physical-chemical properties, known biological actions (EDC
effects), and social implications (chemicalization, social activities, xenobiotic character) CIB
compounds are ubiquitous substances. We demonstrated their presence in all levels of
evolution representing a hierarchy of complexity. Therefore, according to the approach of
environmental science, they are suitable for use in model studies of POP/EDC exposure. We
intended to investigate multiple chemical exposures by selecting CIB compounds as the

exposure agents. Although most exposure studies published in the literature evaluate
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responses to a single effect only, this is unrealistic, as all systems on Earth (inanimate objects,
living organisms, and the society) are subject to multiple exposures simultaneously. The
research methodology studies required before investigating the effects of even the simplest
forms of combined exposure led to the development of standardized models for evaluating the
impact of exposure to several factors. Methodology studies have thus accomplished the
standardization of the experimental system by suitable exposure routes.
Our results with combined, extremely low-dose, long-term, pre-standardized CIB treatment
simulating gastrointestinal exposure contribute novel information.
A. In Wistar rats, treatment with CIB administered through a gastric tube in extremely
low, subtoxic doses (0.1 and 1 pg/kg body weight/day) was associated with changes in the
serum levels of OT, VP, and ACTH - this confirmed the alteration of neuroendocrine
regulation.
B. Additionally, we detected substantial changes in OT and VP release mediated by the
monoamine (serotonin and norepinephrine) system suitable for the investigation of
neuroendocrine regulation — such changes have not yet been reported from earlier studies.
C. In addition to performing in vivo studies, we confirmed the elevation of the serum
level of the active fraction of the stress hormones in question (i.e. VP and OT) also by
conducting in vitro experiments.
D. The CIB-induced enhancement of serotonin- and norepinephrine-mediated VP and OT
release correlated with changes in the behavioural patterns of the laboratory animals used
in the experimental models. Specifically, we observed a dose-related and time-dependent
increase of anxiety and aggression.
E. The abnormalities detected in the neuroendocrine homeostatic control system
manifested as behavioural changes. Presenting the results at the mechanistic level, we have
suggested that the ratio of the active forms of OT and VP may have a role in the control of
these behaviours. The protocol of our study has contributed data appropriate for
confirming this suggestion.
F. The properties of EDCs present in the environment are comparable to those of CIBs.
As shown by our results, these may be regarded as significant chemical and biological risk
factors.
— These substances represent a chemical risk owing to their xenobiotic nature,
represented by persistence, reactive and lipophilic properties, etc.
— They represent a biological risk in addition, owing to their chemical properties, as
well as because of their dose-dependent effect, and influence on homeostatic

regulatory systems. Aggregately, these result in the changes of behavioural and rapid
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adaptation patterns. Eventually, this might even increase the risk of psychiatric

disease as far as human effects are concerned.

According to our findings obtained in an experimental model, the actions of POPs and EDCs
— ubiquitous in the environment as components of the chemical load — as exposure agents
generate changes in the homeostasis of biological systems even in extremely low doses, when
acting on the long term. In biological systems, these lead to alterations in the potential for
homeostatic adaptation, which in turn induce changes in rapid adaptation patterns and
behaviour (involving cognitive processes and social behaviour, etc.).

In view of our results, reviewing current legal regulations on the use of the POPS/EDCs

studied seems justified.
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