AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
(“Endocrine disrupters”) ;;

DEFINICIO (EPA)

Endokrin vagy hormonalis rendszert karositd kornyezeti
anyaq:

Olyan exogén tenyez8, amely beavatkozik:
m a homeosztazis fenntartasaert,
m areprodukcioért,

m az utodok fejlédéséert és/vagy viselkedéseért
felel6s természetes hormonok

Q szintéziseébe,
Q szekrécigjaba,
Q transzportjaba,
Q kotdédésebe,
O hatasaba, vagy
0

eliminacidjaba.



AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
LEHETSEGES TAMADASPONTJAI

KOZPONTI IDEGRENDSZER <:|

!

) —> HIPOTALAMUSZ <—| () <:|
l releasing hormonok

pl. GhRH
— ADENOHIPOFIZIS <—| ©) <:|
\
trophormonok célszervek hormonjai
(vérben széllitott) (vérben szallitott)
pl. FSH, LH pl. E2, P, T
A
(+)
— CELSZERVEK N <:|
pl. here, petefészek
(-) gatlas a toxikus agens
] <:| lehetséges
(+) serkentes tAmadaspontja




AZ ENDOKRIN RENDSZER FUNKCIOZAVARANAK
MEGNYILVANULASAI

1.) HIPERFUNKCIO (fokozott hormontermelés v. valasz)

OKOK:

B Termelés A

B [elszabadulas A
B Metabolizmus W
|

Kivalasztas W
2.) HIPOFUNKCIO (elégtelen hormontermelés v. valasz)
OKOK:

B Hormontermel 6 sejtek karosodasa
B Szintézis enzimjeinek gatlasa

B Metabolizal6 enzimek indukcioja




PELDAK AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
HATASANAK CELPONTJAIRA .

1.) HORMONSZINTEZIS

B Szintetizaldé enzimaktivitds moédosulasa
Fenarimol (fungicid)

aromataz
tesztoszteron —[-> dsztrogén

B Prekurzorok hianya
Kadmium

koleszterin szintézis & > - tersztoszteron
B Interferencia enzim kofaktorokkal
Cu-kelatképzdk (ditiokarbamatok, szén-diszulfid)
dopamin —/-> noradrenalin = adrenalin
2.) TAROLAS, FELSZABADULAS

B amfetamin = noradrenalin felszabadulas

B LH receptor agonistak - Leydig sejtek tesztoszteron
termelése N

B hormonszekretalo sejtek kdrosodasa - hiposzekrecio




PELDAK AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
HATASANAK CELPONTJAIRA II.

3.) SZALLITOFEHERJEK

A hormonok fiziolégias hozzaféerhetésege fligg:

-totél
-szabad koncentraciojuktol

Fehérjékhez kotédve: nincs receptorkotédés
Szallitéfehérjék hiany - nem jut el a célszervekhez
nagy mennyiség - szabad hozzéaférés
B Neéhany xenotsztrogén -> szexhormon kotd globulin
(TEBG) mennyiség M

B Androgének, glukokortikoidok - TEBG W

B Szalicilatok, difenil-hidantoin = tiroxink6té globulin

valtozdsa = szabad tiroxin valtozasa




PELDAK AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
HATASANAK CELPONTJAIRA IIl.

4)) RECEPTOR-LIGAND KOLCSONHATASOK

Az endokrin rendszert karositdo anyagok gyakran endogén
hormonok szerkezeti analogjai.

AGONISTAK

B XenoOsztrogének
- metoxiklor
- 0,p'-DDT hidroximetabolitok
- alkilfenolok
- néhany PCB metabolit
- dietil-stilbdsztrol

ANTAGONISTAK

B tamoxifen -antibsztrogén)
B vinclozolin (fungicid) metabolit -antiandrogén
B p,p'-DDE (DDT f6 metabolit) -antiandrogén

HORMONKOTO RECEPTOR TULAJDONSAGAINAK
MEGVALTOZASA

B TCDD
B PCB Osztrogénreceptor 0sztrogén iranti érz. ¥




PELDAK AZ ENDOKRIN RENDSZERT KAROSITO ANYAGOK
HATASANAK CELPONTJAIRA V.

5.) METABOLIZMUS ES ELIMINACIO

pl. m4j citokrom P450 aktivitas megvaltozasa - hormonok
metabolizmusanak/eliminaciéjanak megvaltozasa

B DDT - az androgéneket metabolizalo P450 dependens
monooxigenazok indukcidja - antiandrogén hatas

B Lindan - 6sztrogén metabolizmus/eliminacio ™ >
—> antiosztrogen hatas

Tartdés hormonalis egyensulyzavar - -> hormonérzékeny
szervek rakos megbetegedései (gonadok, mellékvese,
pajzsmirigy, prosztata, emld)

Lipidoldékony vegytletek - tartés hatas!
Tobb citokrom P450 induktor (PCB-k, DDT) ->-> méh,
pajzsmirigy rak




REPRODUKTIV TOXIKOLOGIA: ALAPFOGALMAK

A REPRODUKTIV TOXIKOLOGIA TARGYA:

Toxikus anyagok hatasat vizsgaljaa  feln étt reprodukcidra
és az utodok fejl édésére.

A megtermékenyités el 6tti expozicio hatasait vizsgalja
(melyek sok esetben a fertilizacié alatt, az intrauterin fejlédés soran
vagy posztnatalisan manifesztalédnak).

Gesztaci6 alatti és posztnatalis karosodasok = TERATOLOGIA

REPRODUKCIORA BIZONYITOTTAN TOXIKUS ANYAG:

1.) Elegend 6 human bizonyitéek a sikeres reprodukciot
karositd hatasrél és/ vagy

2.) Elegend 6, biologiailag relevans , emberre extrapolalhato,
allatkisérletes bizonyiték a sikeres reprodukciot — karosito,
szelektiv hatasrdl, ami nem egy jelent 6sebb szisztémas
toxicitas masodlagos kdvetkezménye.

A SIKERES HUMAN REPRODUKCIO ELEMEI:

1.) A par optimalis életkordban létrejov 6 terhesséqg ;
2.) a terhesség kell 6 ideig tortén 6 fennmaradasa;
3.) morfologiailag és funkcionalisan egészséges utddok

sziletése



SZTEROIDSZINTEZIS
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HiIM NEMI HORMONOK SZINTEZISE - |

MELLEKHERE

erés vaszkularizacio és
androgéndependencia,
spermiumok érése, tarolasa,
motilitasanak kifejlédése

LEYDIG-SEJTEK
ICSH (LH) kontroll alatt,
intersticiumban,
tesztoszteron szintézis

SERTOLI-SEJTEK

FSH kontroll alatt,
szeminiferus tubulusokban,
ivarsejtek taplalasa,
vér-testis barrier,
spermatogenezis szab.

SPERMATOGONIUMOK
(az ivarsejtek Ossejtjei)

és az ivarsejtek kiulonbozé
fejlédési formai

(primer spermatocitak,
szekunder spermatocitak,
spermatidak, spermatozoonok)
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bazalis membran
intersticialis (Leydig) sejtek
Sertoli sejtek
spermatogoniumok




HIM NEMI HORMONOK SZINTEZISE - I

MEMBRAN RECEPTOR
ADENIL-CIKLAZ

y

_CAMP ATP ( \
e
—/ PREGNOLON
PKA " KOLESZTERIN

v ESZTEREK ¥ 3p-HSD

g % SAR v PROGESZTERON

NOILESZIIERIN ¢ 17-a-HIDROXILAZ
KOLESZTERIN
e 17-0-OH-PROGESZTERON

$ C17-20-LIAZ
ANDROSZTENDION
$ 17-KETO-REDUKTAZ

ESZTOSZTERON /

MITOKONDRIUM SIMA ENDOPLAZMAS RETIKULUM

LEYDIG-SEJT

StAR = steroidogenic acute regulatory protein P450sc ¢ = koleszterin oldallanchasité enzim
3-B -HSD = 3-B-hidroxi-szteroid-dehidrogenaz PKA = protein kinaz A (cAMP-dependens protein kinaz)




NOI NEMI HORMONOK SZINTEZISE - |

Corpus . Corpus
albicans  Germinal luteum

epitelium \ OVARIUM

aly

Ovulation

Primary - " . . Corona
follicle radiata
Secondary
oocyte
Egg cell - Follicular

Antrum Auid)

; Theca
Zona intefna

oophorus ime pellucida
follicular granulosa FOLLIKULUS
fluid cells
theca cumulus
cells ‘ : A granulosa sejtek legfontosabb funkcioi:

- tapanyagok biztositasa

- hormondlis kérnyezet megteremtése
(els6sorban progeszteron) az oocyta
basement oocyte novekedése soran

membrane




NOI NEMI HORMONOK SZINTEZISE - I

A follikularis szteroidszintézis kétkompartmentes m odellje

THECA SEJT

-

@L ATKPVCAMP J

o

17-OH-Progeszteron

Dehidroepiandroszteron

Koleszterin \

Pregnolon

v

v

Androszténdion —]

v

Tesztoszteron — |

J

suejidey

AN\

uelquisw sijezeg

GRANULOSA SEJT

/ Koleszterin \

v

Progeszteron

¥

|_——» Androsztendion
* CAMP
|y Tesztoszteron

ATP
CAMP

¢ cAMP 1\
Pregnolon ATP

e

Osztradiol <— (")sztron/

A theca sejtek LH stimulusra androgéneket termelnek, amelyek atdiffundalnak a granulosa sejtekbe, ahol FSH
stimulusra 6sztrogénekké alakulnak.

A granulosa sejtek a 17-a-hidroxildz enzim hidnya miatt nem tudjak a progeszteront androszténdionna alakitani.




IN VITRO MODSZEREK A REPRODUKTIV TOXIKOLOGIABAN

ELONYOK

&

e £ & ¢ &

Nagy érzékenység

Magas specificitas

Alacsony koltsegek és kis idoraforditas
Nagyteljesitményl assay-k tervezhetdk (automatizalas)
Allatfelhasznélas csokkentése

Hatasmechanizmus meghatarozasa

KORLATOK

N\
N\

Valtozo metabolikus kapacitas A negativ teszteredmények

Csak egyféle hatasmechaniz- » Jelenleg e al_kqlfnas?alf o
el reproduktiv toxicitas kizarasara

A receptorkotési vizsgalatok nem tudnak kilénbséget tenni agonista és
antagonista hatas kozott



FOBB VIZSGALAT-TIPUSOK

Receptorkotés (in vitro)

A természetes szexualszteroidokéhoz hasonl6 szerkezetl kémiai anyagok képesek az androgén
(AR), ill. az 6sztrogén (ER) receptorokhoz kotédni és a természetes hormon hatasat utanozni
vagy blokkolni. Az AR-kétédési vizsgalatokhoz patkany prosztata citoszolt vagy patkany
rekombinans AR-t hasznalnak, mig az ER-k6tédési vizsgalatokhoz patkany uterusz citoszolt vagy

human rekombinans ERa-t alkalmaznak. A vizsgalatokkal sajnos nem kulonitheté el az agonista
vagy antagonista hatas.

Aromataz assay

Az aromataz egy olyan 6sztrogenszintézisert felelés enzimkomplex, amely az androgéneket
osztrogénekké, dsztradiolla és 6sztronna alakitja. Az aromataz assay a szteroidszintézisnek ezt a
szakaszat vizsgalja az aromataz aktivitasat gatlé anyagok detektalasa céljabdl.

Szteroidtermelés

A szteroidtermelést vizsgalo eljarasok a gonadok hormontermeld (szomatikus) sejtjeire (Leydig,
granulosa) gyakorolt kozvetlen hatasokat detektaljak. A korabban alkalmazott szerv- ill. sz6veti
kultarakat (pl. ,sliced testis”) egyre jobban kiszoritjak a primer és sejtvonal alapu sejttenyészetek.

Utébbiak kozott tobb igéretes rendszer is intenziv kutatasok targya, igy a tovabbiakban ezeket
ismertetjik részletesebben.



PRIMER SEJTKULTURAK

A gonadok egyes szomatikus sejtjei jol tenyésztheték és in vitro koérulmények kozott is megtartjak
szamos biologiai funkciéjukat. llyenek a here intersticiumaban elhelyezkedd Leydig vagy az ovarium
follikulusainak belsé falat boritd granulosa sejtek. JOI mérhetd ezekben a kultirakban a citotoxicitas
(MTT-teszt, neutral red assay), az apoptozis (TUNEL assay) é€s a szteroidtermelés (ELISA, RIA). A
sejtek lehetnek allati (pl. egér, patkany), ill. human eredetliek. Az expozicié lehet in vitro vagy in vivo (ex
vivo kisérletek). Ezek elényeit / hatranyait késébb targyaljuk.

Leydig sejt kulturdk

A Leydig sejtek legfontosabb feladata a tesztoszteron termelése. Mechanikus eljarassal izolalhatok
egér herébdl vagy enzimes emésztéssel patkany herébél. Mind a tisztitatlan intersiticialis
sejtpreparatum, mind a gradiens centrifugalassal szeparalt sejtek hormontermelése jol mérhetd 48
oras tenyészetben. LH (hCG) stimulusra adott hormonvalaszuk kivalo, de toxikus anyagok hataséara
hamarabb visszaesik, mint a stimulus nélkuli hormontermelés. igy a stimulalt hormontermelés
mérése fokozza a modszer érzékenysegét. A modszer egyetlen f6 hatranya, hogy allatot igényel.

Granulosa sejt kultirak

A granulosa sejtek f6 feladata a pete taplalasa és hormonalis kornyezetének (progeszteron)
biztositasa. Enzimes emésztéssel kiegészitett gradiens centrifugalasos eljarassal allati eredetd (pl.
patkany) follikulusokbdl vagy in vitro fertilizacidos (IVF) eljaras soran feleslegessé valt follikularis
folyadékbol nyerheték. Utobbi elénye, hogy allatot nem igényel, hatranya viszont, hogy a paciensek
nem tekintheték homogén, egészséges populacionak. A granulosa sejtek is kifejezett hormonvalaszt
adnak LH stimulusra és a stimulalt hormontermelés itt is hamarabb visszaeseik toxikus hatasokra.



AZ EXPOZICIO TIPUSAI

A primer kultardkon végzett kisérletekben a toxikus anyaggal torténd expozicio térténhet in vitro vagy a
tenyésztést megel6zéen in vivo. Ez utdbbiakat nevezzik ex vivo kisérleteknek. Az alabbi tablazatban a
kétféle expozicio elényeit és hatranyait foglaljuk dssze.

EXPOZICIO TiPUSA ELONYOK KORLATOK

& Az expozicio a vizsgalni kivant @ A sejtkultdrak fenntartasa
IN VITRO sejtekre, szovetekre korlatozédik bonyolultabb lehet
In vitro expozicio & A kezelésben résztvevo ¢ Figyelmen kivil hagyja a vizsgalt
In it [ sejtek/szovetek véletlenszeri anyag generalizalt toxicitasat
A b sl eloszlasa csokkenti a szorast
& Allatsziikséglet csokkenése, @ A vizsgalt anyag esetleges
révidebb expozicios idék oldédasi problémai a médiumban
& Expozicids id6 novelhetd, ismételt @ Az expozicios szintek kevesbeé
expozicio lehetséges kontrollalhaték, mint az in vitro
= _VIVO . expozicional
In vivo expozicio . . . . . ,
Ih Vitro midtes & A szisztémas expozicio lehetbve @ A vizsgalt anyag kiaramlasa a

teszi a szervek és szovetek
kozotti normal interakciokat

Standard expoziciés utak

tenyésztett sejtekbél/szovetekbdl
megvaltoztathatja az in vivo
korilmények kozott tapasztalt
hatas jellegét



SEJTVONALAK

Sejtvonalakat féleg szexualszteroid termeld in vitro bioldgiai modellként hasznalnak a reproduktiv
toxikologidban. Koltséghatékonyak, jol standardizalhatok, azonban nagyrészik a 17-a-hidroxilaz hianya
miatt androgének eléallitasara nem képes. Az alabbiakban leggyakrabban hasznalt tipusaikat tekintjuk at.

R2C

KGN

H295R

ATCC v" American Type Culture Collection sejtbankjaban hozzaférheté *Prof. M. Ascoli -nal (Univ. lowa, USA) hozzaférhet6é

egér Leydig
tumor

egér Leydig
tumor

patkany Leydig
tumor

human
granulosa-
szerl

human adreno-
kortikalis cc.

hCG, cAMP stimulusra szteroid valasz;

igen széles kdrben hasznalt, sok adat

hCG, cAMP stimulusra szteroid valasz;
igen széles kérben hasznalt, sok adat

hCG-re, CAMP-re nem reagal

magas aromataz aktivitds (CAMP-vel,
FSH-val stimulalhatd)

cAMP stimulusra P valasz

a szteroidszintézis legtébb fontos
enzimjével rendelkezik

P: progeszteron, 20-OHP: 20a-hidroxiprogeszteron, T: tesztoszteron, E2: dsztradiol

P, 20-OHP

P, 20-OHP

P, 20-OHP

P.T,E2Z




A H295R SEJTVONAL

48 éves néger n 6betegb 61 szarmazé adrenokortikalis karcinoma

Szamos szteroidhormont képes szintetizalni

v’ gesztagéneket

v' androgéneket és 6sztrogéneket

v'  glukokortikoidokat és mineralokortikoidokat

Expresszalja a szteroidszintézis legtdbb fontos enz ~ imjének génjeit

v'  CYP11A, CYP11B, CYP17, CYP19, CYP21

A vizsgalt anyagok szteroidszintézisre gyakorolt ha  tasa kilonféle szinteken merhet 6
v A génexpresszib szintjén  (mRNS szintek mérése RT-PCR -rel)
v Enzimkoncentraciok mérésével (katalitikus aktivitas mérése szelektiv szubsztrato  kkal)

v' A szteroid hormonok meghatarozasaval  (ELISA, RIA)



A H295R SEJTVONAL SZTEROIDSZINTEZISE

A H295R sejtvonal szteroidszintézisének legfontosabb lépései. A sejtek megtartottak
a mellkékvesekéreg harom eltéré fenotipust zonajanak szteroidtermeld képességét.

Cholesterol

4

Pregnenolone _., 17 a-OH-
" Pregnenolon M
Progesterone > 170-OH- 1_":’li1:::'il:c;steneE
¥ Progesterone PP

11-Deoxycorticosterone

| ¥ 3 Testosterone
Corticosterone | 11-Deoxycortisol 2
] 4 &, 17p-Estradiol ;
Aldosterone Cortisol ¢/ Zona reticularis
" Zona fasciculata

CYP11A koleszterin oldallachasité enzim CYP17 17a-hidroxilaz / 17,20-liaz

3B-HSD, 3B-HSD2 | 3B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz CYP21 21-hidroxilaz
CYP11B1 11B-hidroxilaz 17B-HSD | 17B-hidroxiszteroid-dehidrogen.

CYP11B2 aldoszteron-szintetaz CYP19 aromataz




A H295R SZTEROIDSZINTEZIS ASSAY

Kilonféle kémiai anyagok szteroidszintézisre gyakorolt hatasanak vizsgalata vazlatosan
a H295R sejtvonalon.

-sejttenyésztés Petri-csészében

-médiumcsere heti 2-3 x

-sejtek szétosztasa

kb.90% konfluencianal 24 h inkubacio sejtek expozicidja

00000

tripszinezeés médiumcsere

= = > —_—)
lelltetés
(kieg.médiumban)
48 h
inkubacio
a szteroidok
éteres extrakcidja
a médiumbal
<
ELISA, RIA, foly.kromatografia
fagyasztas folyekony N,-ben ¢—— §ejtek _
génexpresszib-vizsgalatig, osszegyujtese

enzim-analizisig

M. Hecker, Michigan State Univ., USA nyoman




KONKLUZIOK (IN VITRO SZTEROIDTERMELO MODELLEK)

Szamos szexualszteroid termel 6 sejtkultdra alkalmas in vitro modell lehet kémiai anyagok
reproduktiv toxikolégiai el 6zetes gyorstesztelésére, ill. azok cellularis szint G hatas-
mechanizmusanak tanulmanyozasara.

A H295R sejtvonalra épul 6, szteroidtermelést vizsgald tesztrendszer t  (inik jelenleg a
legigéretesebbnek, melyet az USA Kornyezetvédemi Hi  vatala (EPA) mar "Test Guideline"-
ként kiadott (OPPTS 890.1550:Steroidogenesis - Human  Cell Line - H295R). Az OECD-ben
a teszt validalas alatt van.

A H295R tesztrendszer f 6bb jellemz 6i:

v’ Gyors és egyszer U

v' Jelent 6s alap 6sztradiol, tesztoszteron és progeszteronte  rmelés

v' A hormontermelés valtozasai széles tartomanyban pon tosan mérhet 6k

v' J6l reprodukalhat6

v' Ugyanabban a rendszerben tébb biologiai szinten is vizsgalhatdk a valtozasok
(génexpresszid, enzimaktivitas, hormontermelés)

v Osszetett hatdsmechanizmus behatarolasara is alkalm  as lehet

v' Nagymértékben csokkentheti az allatkisérletek szama  t

v’ Koltséghatékony

v Gyors és gazdasagos eljaras kémiai anyagok szteroid  termelést befolyasolo

potencialjanak sz (résére, prioritAsok megallapitasara (Tier 1 screeni  ng)




