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KIVONAT

A doktori értekezésben bemutatott kisérletek célja vizi gerinctelen modellallatokban
progesztogén hatdéanyagokkal torténd hosszatava terhelések (6, 21 nap) soran kivaltott
valtozasok megfigyelése volt. A doktorjelolt a dolgozataban Gsszefoglalta a kiilonb6z6
viztestekben el6forduld progesztogének (progeszteron [PRG], levonorgesztrel [LNG],
drospirenon [DRO], gesztodén [GES]) koncentracidjat, majd megvizsgalta a
kornyezetileg is relevans atlagos 1 és 10 ng L, valamint a kérnyezetben helyenként még
mérhetd extrém magas 100 és 500 ng L™ progesztogén keverék komplex élettani hatésait
vizi makrogerinctelen (Lymnaea stagnalis) és zooplankton (Daphnia magna)

szervezetekre nézve.

(1) A doktorjelolt a L. stagnalis vizsgalatok esetében szignifikans valtozasokat figyelt
meg az embridk fejlddési idejében, pulzusszdmaban, tdplalkozasédban és csiuszo
mozgasanak aktivitdsdban, valamint a felnétt egyedek taplalkozési €és mozgasi
aktivitasaban. A kontroll csoporthoz képest minden alkalmazott kezelés
felgyorsitotta az embriondlis fejlodés idejét és a kapszula belsd falan torténd
csliszasi aktivitast is. A 10, 100 és 500 ng L-es kezelések fokoztak az embridk
pulzusszamat, valamint a fiktiv taplalkozasi aktivitasukat (harapasok szama). A
10, 100 és 500 ng L1-es keverék befolyasolta a felnétt allatok taplalkozasi
aktivitasat, mig az 1, 10 és 100 ng Ll-es kezelések a mozgasi aktivitast

valtoztattak meg.

(2) A doktorjelslt a D. magna-n torténd vizsgalatok soran jelentés molekularis és
sejtszinti valtozasokat figyelt meg. A gRT-PCR mérések alapjan (6 nap)
megallapitotta, hogy valamennyi alkalmazott progesztogén keverék fokozta a
glutation S-transzferaz (GST) detoxifikalé enzim génexpresszidjat, tovabba az
aktiv GST fehérje aktivitisa is fokozodott 10, 100, és 500 ng Lt-es kezelt
csoportok esetében. A hosszutavi, 21 napos kezelések soran megfigyelte, hogy
az elsd peterakds a 10 ng L1-es csoport esetében hamarabb valosult meg, mint a
kontroll csoportban, valamint az egy egyedre jutdé maximalis peteszam az 1 illetve

10 ng L 1-es kezelt csoportoknal megndvekedett a kontroll csoporthoz képest.



ABSTRACT

The aim of experimental research presented in this thesis was to observe the effects of

long-term (6, 21 days) progestogen exposure on invertebrate freshwater model species.

In doing so, the concentrations of four progestogen compounds, progesterone [PRG],

drospirenone [DROY], gestodene [GES], levonorgestrel [LNG], found in different bodies

of water were summarised. Guided by this data, specimens of the great pond snail

(Lymnaea stagnalis) and the water flea (Daphnia magna) were exposed to

environmentally relevant average (1 and 10 ng L) and extremely high (100 and 500 ng

L) equi-concentrations of mixtures of progestogens in order to investigate the possible

physiological effects in these well-established ecotoxicological model organisms.

(1)

(@)

During the experiments with L. stagnalis, significant changes were observed on
the embryonic development time, heart rate, feeding and gliding activities of the
embryos as well as in the feeding and locomotion activity of adult specimens. All
of the mixtures accelerated the embryonic development time and the gliding
activity. Furthermore, the 10, 100, and 500 ng L™! mixtures increased the heart
rate and feeding activity of the embryos. The 10, 100, and 500 ng L™' mixtures
affected the feeding activity as well as the 1, 10, and 100 ng L™' mixtures

influenced the locomotor activity of the adult specimens.

Investigating the impacts on D. magna, significant alterations were observed at
molecular and cellular levels. The gRT-PCR measurements during the short-term
exposure revealed that all of the mixtures increased the gene expression of
glutathione S-transferase (GST) detoxification enzyme, moreover, the activity of
GST was also significantly increased at the concentrations of 10, 100, and 500 ng
L', In the long-term exposure, the number of days until production of the first
eggs was reduced at the 10 ng L' concentration compared to control,
furthermore, the maximum egg number per individual increased at the

concentrations of 1 and 10 ng L.



ABSTRAIT

Le but des expériences présentées dans cette these était d'observer les effets d'une

exposition aux progestatifs sur deux espéces modeles d'invertébrés d'eau douce, a la fois

a long terme (6 et 21 jours respectivement). Pour faire cela, des mélanges de quatre

composés progestatifs - la progestérone, la drospirénone, le gestodéne et le Iévonorgestrel

- ont été établies dans différents plans d'eau. Guidés par ces résultats, des spécimens de

la grande limnée (Lymnaea stagnalis) et de la puce d'eau (Daphnia magna) ont été

exposés aux mélanges de progestatifs dans des €équi-concentrations moyennes pertinentes

dans I'environnement (1 et 10 ng L) ou extrémement élevées (100 et 500 ng L), afin

d'étudier les effets physiologiques qui pourraient se produire chez ces organismes

modeles bien établis en écotoxicologie.

1)

@)

Au cours des expériences avec L. stagnalis, des changements significatives ont
été observés dans le temps de développement embryonnaire, la fréquence
cardiaque, les activités d'alimentation et de glisse des embryons ainsi que dans
l'activité d'alimentation et de locomotion des spécimens adultes. Tous les
concentrations induisent une accélération du temps de développement
embryonnaire et de l'activité de glisse. De plus, les mélanges de 10, 100 et 500
ng L augmentent la fréquence cardiaque et l'activité alimentaire des embryons.
Les mélanges a 10, 100 et 500 ng L ont affecté I'activité alimentaire ainsi que
les mélanges a 1, 10 et 100 ng L™ ont influencé l'activité locomotrice des

spécimens adultes.

Les études d’impact sur D. magna, ont révélé des changements significatives aux
niveaux moléculaire et cellulaire. Les mesures par qRT-PCR de 1’expression de
I’ enzyme de détoxification glutathion S-transférase (GST) ont montré une
augmentation pendant I'exposition a court terme dans tous les concentrations. De
plus, l'activité de la GST était également significativement augmentée dans des
concentrations de 10, 100, et 500 ng L. Dans les expériences d'exposition & long
terme, le nombre des jours qui s'écoulent avant la production des premiers ceufs
a été réduit dans la concentration de 10 ng L™ par rapport au témoin, lorsque le
nombre maximal d'ceufs par individu était plus important dans les concentrations

delet10ngL™
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AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE
ASTM - American Society of Testing Materials

BSA — (Bovine Serum Albumin) szarvasmarha-szérum albumin

DJ-1 — protein deglikaz 1

DRO — drospirenon

CREB — (cCAMP Response Element-Binding Protein)

cDNA — (Complementary DNA) kiegészit6é dezoxiribonukleinsav

EDC — (endocrin distruptive chemicals) endokrin rendszert karosité hatéanyag
E1l — G6sztron

E2 — 17B-0sztradiol

EE2 — 17a/B-etinilésztradiol

E3 — Gsztriol

ELISA — (Enzime Linked ImmunoSorbent Assay) enzimmel kapcsolt immunoszorbens
teszt

GES — gesztodén
GST - glutation-S transzferaz enzim

HPLC —MS — (High Pressure Licquid Cromatography - Mass Spectrometry)

nagynyomasu folyadékkromatografiaval kapcsolt — tomegspektrometria
JNK1- (c-Jun N-terminal kinase)

LNG — levonorgesztrel

MAPK — (Mitogen-activated protein kinase) Mitogén-aktivalt proteinkinaz

NCBI — (The National Center for Biotechnology Information) Orszagos Biotechnologiai

Informaciés Koézpont

OECD - (Organisation for Economic Co-operation and Development) Gazdasagi

Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet
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p38alpha — (p38 mitogen-activated protein kinase)

PBS — (Phosphate Buffered Saline) foszfat puffer + s6

PhAC — (Pharmacologically active compound) farmakologiailag aktiv vegyiilet
PCR — (Polymerase Chain Reaction) polimeraz-lancreakcio

PRG — progeszteron

RNS - ribonukleinsav

T — tesztoszteron
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1 BEVEZETES

Az emberi eredetli gyogyszerhatoanyagok kornyezetben vald megjelenése az 1980-as
évektdl keriilt a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba. A nagymiiszeres analitika
fejlodésével ma mar szamos adat ismert a gyogyszermolekulak és bomlastermékeik
kornyezeti megjelenésérdl és koncentraciojarol. A felszini vizekben altalaban ng L™ és
ng L't — es koncentracio tartomanyba detektalhatok, melynek alapjan ezek a vegyiiletek
a nano- és mikroszennyezok csoportjaba sorolhatok (Snyder és mtsai, 2003). A felszini
vizekben eredetileg is megtalalhatok geologiai eredetli természetes szennyezok, de a
xenobiotikumok legnagyobb része antropogén forrasokbdl, elsdsorban kommunalis
szennyvizekb6l kozvetleniil, vagy kdzvetve jut a természetbe. Ennek eredményeként a
gyogyszermaradvanyok felhalmozodhatnak az tiledékben, vagy bioakkumulalédhatnak a
vizi szervezetek szdveteiben iS. Az emberi eredetli gyogyszermaradvanyok koziil az
okoszisztéma tekintetében az egyik legkockazatosabb csoportot a szteranvazas hormonok
alkotjak. A zsiroldékony szteroid hormonok csoportjaba tartoznak tobbek kozott az
endogén nemi hormonok (pl. PRG), illetve az olyan szintetikus fogamzasgatlo
hatdanyagok, mint pl. a progesztinek, mas néven progesztogének (vagy gesztagének) Iis.

Gazdasagi szempontbodl a progesztogének hozzak az egyik legtobb hasznot a
gyogyszergyarak szamara. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy tobb, mint 100 milli6é n6
fogyaszt ilyen szintetikus fogamzasgatlo készitményeket, kortdl, iskolai végzettségtdl és
tarsadalmi poziciotol fliggen évente (Huezo és mtsai, 1998; Christin-Maitre, 2013). A
fogamzasgatlo prevalencidjdban az 1960-as évek o6ta jelentds novekedés figyelhetd meg.
A fejlédd orszagokban ez a szam 2009-ben megkdzelitette a 70%-ot. A termékenységi
rata az 1970-es évek elején 4,7 sziiletésrol a 2000-es évek végére 2,6 sziiletésre csokkent,
els6sorban a fogamzasgatlok gyakori hasznalatinak koszonhetéen (Christin-Maitre,
2013). A szintetikus fogamzasgatloknak, valamint ezek metabolitjainak egy része,
biologiailag aktiv formaban iiriil ki az emberi szervezetbdl a kivalasztas soran. Ezek a
szerves nano- ¢és mikroszennyezok a harom lépcsds (mechanikai, kémiai, bioldgiai)
szennyviztisztitasi eljarasok soran, hatdanyag csoporttol fliggden, csak részben
eliminalodnak, igy, biologiai aktivitasukat megdrizve, kikeriilnek a tisztitott szennyvizzel
a felszini vizekbe, ahol jelenlétiik biologiai kockazatot jelenthet a vizi dkoszisztéma
szamara. Ezek a hatéanyagok befolyasolhatjdk példaul egy adott faj
populacidédinamikajat azaltal, hogy csokkend egyedszamot, rendellenes ivari fejlédést

eredményezhetnek, de hozzajarulhatnak a zsiranyagcsere felborulasahoz is, vagy
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mindezek eredményeként akar egyes fajok lokalis kipusztulasat is okozhatjak (Liu és
mtsai, 2011; Orlando és mtsai, 2014, Pirger és mtsai. 2015). Annak ellenére, hogy a
kornyezetben mért progesztogének koncentracidja altalaban alacsony, az egylittes
jelenlétiikbol adoddan  (lehetséges szinergizmusok kovetkeztében) még kis
koncentraciokban is hatassal lehetnek a vizi életk6zosségek egyedeire és befolyasolhatjak
azok élettani folyamatait.

Tobbféle hormonkeverékeket hasznalod, valos kornyezeti becslést adod kisérletek
eredményeit mar korabban is leirtak a kutatok (Runnalls és mtsai, 2013; Safholm és mtsai,
2015; Zucchi és mtsai, 2014), de csak a progesztogének hatasat vizsgalo, gerinces, vagy
gerinctelen tesztallatokon végzett megfigyelésekbdl még kevés megfigyelés sziiletett ez

idaig. A doktori disszertacidban bemutatott eredmények ezt a hianyt igyekeznek potolni.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az emberi eredetii gyogyszerhatéanyagok megjelenése felszini vizekben
Napjaink felgyorsult, varosiasodott vilagaban egyre tobb, az ipar altal eldéallitott
szintetikus anyagot hasznalunk. Ugyanakkor e szintetikus anyagok esetleges
szennyezését kovetden, azok pl. felszini vizekbdl torténd eltavolitasa, kisziirése
tobbségében még nem megoldott feladat. Az elmult néhany évben egyértelmiivé valt,
hogy a farmakolodgiailag aktiv vegyiiletek - mint példaul a vizi okoszisztémakban
megjelend emberi eredetii szennyez6 hatdéanyagok - kihivast jelentenek a gerinces és
gerinctelen allatok szamara egyarant, ezért kornyezeti hatasaik miatt oda kell rajuk
figyelniink a jovoben (Can és mtsai, 2014; Liu és mtsai, 2011; Maész és mtsai, 2019;
Postigo és mtsai, 2010). Mivel a tablettak hatéanyag tartalma magas, nem keriil sor azok
teljes lebontasara (metabolizalasara) a szervezetben, igy ezek a gyogyszerhatdoanyagok a
normal élettani folyamatok eredményeképpen, Sok esetben valtozatlanul, bioldgiailag
aktiv formaban iriilnek a kdrnyezetbe. Az emberi terhelések egyrészt természetes tton,
pl. vizelettel, masrészt pedig — a kiils6leg alkalmazott gyarhatdoanyagok esetében — a
fiirdévizzel jutnak a helyi csatornahdlozatba, majd onnan tovabb a szennyviztisztitokba.
Szamos irodalmi adat igazolja, hogy a jelenleg alkalmazott, altalaban haromlépcsds
szennyviztisztitasi eljarasok (fizikai szilirés — vizben nem oldodé lebegd anyagok
eltavolitasa, iilepités, 1lef6lozés; biologiai kezelés — nitrifikacid, denitrifikacid; fizikai-
kémiai kezelés — fertOtlenités, ultrasziirés, forditott ozmozis stb.) nem képesek teljes
egészében kisziirni (hatéoanyag tipustol fiiggden, csupan 10-30%) a szintetikus
hatéanyagokat a varosi kommunalis, vagy ipari szennyvizekbdl (Ying és mtsai, 2009;
Nieto és mtsai, 2010; Liu és mtsai, 2011; Behera és mtsai, 2011). Ennek kévetkeztében a
hatéanyagok, részben aktiv formaban, a tisztitott szennyvizzel kijutnak az élovizekbe és
ott potencialis veszélyforrasokka valnak a vizi 6koszisztémara nézve (Zeilinger és mtsai,
2009; Liu és mtsai, 2011; Kroupova és mtsai, 2014; Zrinyi és mtsai, 2017).
Megemlitendd, hogy a tisztitasi hatasfok novelésének érdekében bizonyos esetekben UV
sugarzast is alkalmaznak a szintetikus hatdanyagok elbontdsdhoz. Azonban az
alkalmazott UV-roncsolas megitélése kérdéses, mert egyre tobb az olyan tanulmany,
amely arrol szamol be, hogy a stabil kiindulasi molekulaszerkezetek, mint pl. a szteranvaz
IS, megbonthatd ugyan, de biologiai szempontbol még veszélyesebb, akar nagyobb
toxicitasu, tobbségében még ismeretlen bomlastermékek képzédhetnek (Kunz és mtsai,
2009).
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Az emberi eredetli gydgyszerhatdanyagok kornyezetben valdé megjelenése nem uj
keletii probléma. Kornyezeti toxikologusok mar az 1970-es évek elején felhivtak a
figyelmet erre a lehetséges kornyezeti kockédzatra. A felszini vizekben kimutathatd
hatéanyagszintek a ng L™ és a ug L™ koncentracié tartomanyba esnek. Ezek a nano- és
mikro-szennyezdk a természetben kénnyen felhalmozodhatnak és idével mar ang L™ -es
koncentraciok is szamos valtozast okozhatnak, az egyébként stabil dkoszisztémakban.
Példaul beépiilnek a taplalkozasi ldncokba, megzavarjak a természetes anyagforgalmat
(pl. zsiranyagcserét), illetve az életk6zosségek ¢és az egyes fajok természetes (pl.
szaporodasi) viselkedését is (Contardo-Jara és mtsai, 2011; Liu és mtsai, 2011; Orlando
és Ellestad, 2014; Runnalls és mtsai, 2015).

A felszini vizekben kimutathatd szdmos gyogyszerhatdéanyag csoport koziil
kutatdbmunkém soran tobbségében az oralis fogamzasgatld hatdoanyagokkal foglalkoztam.
fgy a relevans irodalmi hattér bemutatésa utan a disszertaciom tovabbi részében csak

ezekre a vegyiiletekre fokuszalok.

2.2 Oralis fogamzasgatlo hatéanyagok

A ndéi fogamzasgatlo tablettakban progesztogén és/vagy Osztrogén tipusu hormonalis
hatéanyagok talalhatéak. Megkiilonboztethetiink egy-, két- és  haromfazisu
készitményeket, attol fiiggden, hogy hogyan valtozik az egyes komponensek szama és
egymashoz viszonyitott ardnya. A ma hasznalatos fogamzasgatlo tablettak egyes tipusai
- a hatoanyagok folyamatos fejlesztésével - tobb évtized alatt jottek 1étre, amire elérték
az elvart hatékonysagukat. A  folyamatos fejlesztéseknek  kdszonhetden
megkiilonboztethetiink elsd-, masodik-, harmadik- és negyedik generacios tablettakat,
melyek kozott a kiilonbség azl7a/B-etinilosztradiol (EE2) szempontjabol, annak
mennyiségében keresendd. Az elsd generacios tablettdk még 50-150 pg EE2-t
tartalmaztak, majd késobb a harmadik generacidsokban mennyiségiik 20 pg-ra csokkent
(Roy és mtsai, 1980; Basdevant, 1979).

Az 6koszisztémara gyakorolt terhelés szempontjabdl hosszl ideig az dsztrogének
voltak a legszélesebb korben vizsgalt fogamzasgatld vegyiiletek. Hatasukat kiilonb6z6
gerinctelen (Hutchinson, 2002; Islam és mtsai, 2020; Kashian és Dodson, 2004; Ketata
és mtsai, 2008; Matthiessen és Gibbs, 1998; Torres és mtsai, 2015; Zou és
Fingerman,1997; Zheng és mtsai, 2020) és gerinces vizi fajokon (Bhandari és mitsai,

2015; Caldwell és mtsai, 2008; Costa és mtsai, 2010; Huang és mtsai, 2015) mutattak ki
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ez idaig. Az elmult években a fogamzasgatld gyogyszerek masik hatdanyag tipusa kertilt
az Okotoxikologia vizsgalatok kozéppontjaba, tigy mint a PRG és annak szintetikus
analogjai (pl. DRO, GES ¢és LNG) a progesztogének (Sitruk-Ware és Nath, 2010). A
doktori munkam soran a progesztogének Okoszisztémara gyakorolt lehetséges hatésait

vizsgéltam, igy a tovabbiakban csak ezeket a hatdoanyagokat részletezem.

2.2.1 Egy globalis probléma bemutatasa: a progesztogének

A természetes PRG egy n6i nemi hormon, amely a szexuélisan aktiv szakaszban 1év6 ndk
petefészkében termelddik, a tiiszérepedést (ovulatio) kovetden, a tiisz6ham és a belsé tok
sejtjeinek atalakulasaval kialakulo sargatestben (corpus luteum). A hormon alapjat
szteranvaz képezi - bar nem soroljak a klasszikus, mellékvesekéreg-eredetti szteroidok
(mineralokortikoidok, glukokortikoidok, androgének) kozé. Hatasara a méhnyalkahartya
olyan fejlett stadiumba keriil, amely vastagsagaval, tapanyag-felhalmozasaval ¢és
mirigyeinek tapanyagtermelésével kedvezd koriilményeket teremt a megfeleld
fejlettséget elért megtermékenyitett petesejt beagyazodasahoz és méhlepény (placenta)
kialakuldsdhoz. A sargatest tovabbra is fennmarad, ha a terhesség bekovetkezik, igy
hormonjaival védi a méhnyalkahartyat és meggatolja a méhizomzat dsszehtizddasait.
Abban az esetben, ha terhesség nem kovetkezik be, a PRG szint leesik, a méhnyalkahartya
levalik és kilokédik (Szentdgothai és Réthelyi, 1989). A férfiak esetében a PRG
els6sorban az anyagcsere folyamatokban jatszik szerepet. A férfi szervezet ebbdl a
hormonbol képes eldallitani a férfiak nemi jellegét meghatarozdo nemi hormont, a
tesztoszteront (T). A PRG-t a férfiakban a mellékvesék és a herék is termelik (Sumpter
¢és Jobling 1995).

Drospirenon

A PRG szintetikus formait 0Osszefoglald fogamzasgatld progesztogének
csoportjaba tartoz6 DRO-t 1976-ban szabadalmaztattak, majd 2000-ben vezették be
orvosi hasznalatra (Ravina, 2011). ,,Negyedik generacids” progesztogénnek is nevezik
(Hatcher és mtsai, 2011). 2017-ben az Egyesiilt Allamokban az egyik leggyakrabban
felirt gyogyszer volt az EE2-al kombinalt formaja (Drug Usage Statistics, 2020). A DRO-
t Osztrogénnel kombinalva tobbek kozott gender atalakitdé hormonterdpiakban
alkalmazzak (Majumder és Sanyal, 2017). Megallapitottak, hogy a posztmenopauzas ndk
esetében a DRO és E2 keveréke noveli a csontok asvanyi stiriiségét és csokkenti a
csonttorések elofordulasat is (Christiansen, 2005; Whitehead, 2006). Ezenkiviil a DRO

az 17p-osztradiol-al (E2) alkalmazva kedvezden befolyasolja a koleszterin és a triglicerid
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szintjét is (zsiranyagcsere), €s csokkenti a vérnyomast a magas vérnyomasu nok esetében
(Archer, 2007). Igen erdsen antiandrogén hatasu sargatesthormon (azaz PRG) analdg, igy

gatolja a T kozvetitését.

Levonorgesztrel

A progesztogén csoport masik ismert tagja a LNG, amit 1960-ban
szabadalmaztattak, és 1970-ben az EE2-al egyiitt vezettek be orvosi hasznalatra.
Progesztogén aktivitasanak koszonhetéen a LNG antigonadotrop hatasu, azaz képes mind
a nOkben, mind a férfiakban megakadalyozni a termékenységet és a nemi hormonok
termelését. Bortapasz formadban a LNG ¢és az E2 kombinacidjat ndk esetében
hormonpétlonak hasznaljak a menstruacié megszlinése utan, olyan tiinetek kezelésére,
mint példaul: a h6hullamok, vagy a csontritkulas. 2016-ban ez volt a 223. leggyakrabban

felirt gyogyszer az Egyesiilt Allamokban (Drug Usage Statistics, 2020).

Gesztodén

A GES szintén erdsen antigonadotrop progesztogén ¢s hatasa koriilbeliil
haromszor erdsebb, mint a LNG-é. A GES-t 1975-ben szintetizaltak, és 1987-ben
vezették be gydgyaszati célokra (Kuhl és mtsai, 1995). Fogamzéasgatlo tablettaként széles
korben forgalmazzdk az egész vilagon, mig menopauzas hormonterapidban csupan
néhany orszigban alkalmazzdk. A GES hasznélatat az Egyesiilt Allamokban nem
engedélyezik (Becker, 2001; Jiang és Weili, 2016). A GES csak EE2-vel kombinalva
kaphato tabletta formajaban. Irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy minddssze 1%-a
valasztodik ki a vizelettel valtozatlan, bioldgiailag aktiv formaban (Sitruk-Ware és mtsai,
2010; Besse ¢s mtsai, 2009), vagyis feltehetéen a kornyezetben alacsonyabb
koncentracioban fog megjelenni eredeti formajaban, mint pl. a PRG.

Napjainkban az emberi eredetii progesztogén hormonok valtak az egyik legjobban
tanulmanyozott kornyezetszennyez6 molekulakka, hiszen - mint endokrin rendszert
megzavarni képes hatéanyagok - veszélyesek a vizi és szarazfoldi 6koszisztémak szdmara
egyarant. 1977-ben mutattak ki el3szor hormonmaradvanyokat az Egyesiilt Allamok
teriiletén, majd 1985-ben olvashattunk els6 alkalommal ng L koncentrécié tartoményban
az Osztrogén és a progesztogén tipust vegyiiletek eredeti formaban valdo megjelenésérdl
¢lovizekben. Ismeretes, hogy a szteroid hormonok altalaban nem mutatnak akut
toxicitast, de hatasuk akar tobb generacioval késobb is jelentkezhet egyes populaciokban.
A vizi kornyezetbe keriilve, az amugy nem célszervezeteknek tekintett élélények

szaporodasara ¢s fejlodésére hatnak elsdsorban. 2017-ben publikalt irodalmi adatokbol
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Ismeretes, hogy a szteroid szennyezéseknek széleskorl a génallomanyt (genotoxikus), az
idegrendszert (neurotoxikus) és az ivarsejtkezdeményeket karosité hatdsuk is van az
emberi szervezetben.

Az analitikai technikak (pl. nagynyomasu folyadékkromatografiaval kapcsolt —
[HPLC-MS modszer])

kimutathatosagi szintek jelentésen csokkentek, ennek koszonhetden egyre tobb szennyviz

tomegspektrometria érzékenysége noOvekedett. Ezért a
be- és kifolyobol, felszini és akar ivovizbol is kimutathatova valtak a kiilonbozo
szintetikus nemi hormonok, a néhany ng L™ koncentracié tartomanytol gyakran a tobb
szaz ng L™ koncentracié tartomanyig (Aris és mtsai, 2014; Runnalls és mtsai, 2015). A
nemzetkozi és hazai irodalmi adatokat feldolgozva kutatdcsoportunk Gsszefoglalta a
kiilonbozé felszini  vizekben kimutatott progesztogének koncentracids értékeit,

feltiintetve az alkalmazott analitikai modszereket is. (1. tablazat).

Analitikai

Progesztogének Viztest neve MEC ng L* , Referencia
modszer
Balaton vizgyiijto teriilete, , .
. 0,23 - 13,67 HPLC-MS/MS Avar és mtsai, 2015
Magyarorszag
Balaton vizgyljtd teriilete, 0,60 2,30 SFC-MS/MS Magisz és mtsai, 2019
Magyarorszag
Felszini viz, Rio de Janeiro, |51 _ 47 99 LC-MS/MS Kuster és mtsai, 2009
Brazilia
Lee folyo, irorszég 6,00 GC-MS Aherne és mtsai, 1984
Papirgyari szennyviz, ~ . .
Fenholloway folyo, USA < 10,00 HPLC-MS/MS Jenkins és mtsai, 2003
Varosi folyok, Bejing, Kina 26,00 LC-MS/MS Chang és mtsai, 2009
Hoolvadék, Wisconsin, USA 37,00 HPLC-MS/MS DeQuattro és mtsai, 2012
Legel6vidéki felszini viz, Ly
California, USA 27,00 GC-MS/MS Kolodziej és Sedlak, 2007
Mezbgazdasigi felszini vizek, | 755 17 g9 GC-MS Velicu és Suri, 2009
Pennsylvania, USA
Llobregat folys és ivéviz, <1,39 LC-MS/IMS Kuster és mtsai, 2008
Barcelona, Spanyolorszag
Felszini & talajviz, 1,70-4,10 LC-MS/MS (ESI) Vulliet és mtsai, 2008
PRG Franciaorszag
Felszini és ivoviz, Japan 0,06 — 0,09 LC-MS/MS Chang és mtsai, 2008
Felszini és P Conghua, 1,20 - 2,50 UHPLC-MS/MS) Liu és mtsai, 2014
Felszini “vile Baden, 4,00 10,00 LC-MS/MS Ammann és mtsai, 2014
Danshui foly¢ fels6 szakasza, 0,50+ 0,10 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2011
Guandong, Kina
Danshui foly6 als6 szakasza, 2,50+0,10 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2011
Guandong, Kina
Piracicaba folyo, Brazilia 0,58 LC-ESI-MS/MS Torres és mtsai, 2015
Felszini viz, USA 0,199 GC-MS Kolpin és mtsai, 2002
SzennyviztiszAits telep 2,50+ 0,70 GC-MS/MS Pauwels és mtsai, 2008
kifoly6ja, Belgium
Szennyviztisztito telep 031-0,37 LC-MS/MS Chang és mtsai, 2008
kifolydja, Japan
Szennyviztisztito telep 0,80 2,30 RRLC-MS/MS Liu és msai, 2012
kifolyoja, Bohai, Kina
Szennyviztisztito telep ) . .
Kifolysja, USA 2,90 LC-MS/MS Yost és mtsai, 2014
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Szennyviztisztito telep

kifoly6ja, Beijing, Kina 6,00 UPLC-MS/MS Fan és mtsai, 2011
Szennyviztisztit6 telep 4,80-33,00 GC-MS/MS Pauwels és mtsai, 2008
befolydja, Belgium
Szennyviztisztitd telep 3,10 - 10,00 LC-MSIMS Chang és mtsai, 2008
befolydja, Japan
Szennyviztisztito telep 66,00 = 36,00 LC-MS/MS Chang és mtsai, 2011
befolydja, Bejing, Kina
Szennyviztisztito telep 6,10+ 0,30 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2011
befolydja, Huiyang,
Guangdong, Kina
Szennyviztisztitd telep 5,40+ 0,60 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2011
befolydja, Meihu, Guangdong,
Kina
Szennyviztisztitd telep 38,00 -108,00 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2012
befolyodja, Bohai, Kina
Szennyviztisztitd telep 10,10 LC-MS/MS Yost és mtsai, 2014
befolydja, USA
Szennyviztisztito telep 57,00 UPLC-MS/MS Fan és mtsai, 2011
befolydja, Beijing, Kina
Szennyviztisztito telep 4,15 LC-MS/MS Ammann és mtsai, 2014
befolydja, Baden, Svajc
Allatfarm szennyvize, Bohali, 56,70 — 2470,00 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2012
Kina
Allatfarm szennyvize, Kina 29,00 -11,90 RRLC-MS/MS Liu és mtsai, 2012
Allatfarm szennyvize, 5024,00 UHPLC-MS/MS Liu és mtsai, 2014
Jiangmen, Kina
[ . 186,00 — LC-MS/MS Yost és mtsai, 2014
Allatfarm szennyvize, USA 1430,00
Allatfarm szennyvize, < 7,00- 98,90 GC-MS/MS Yang és mtsai, 2012
Colorado, Denver
Allatfarm (A) szennyvize, Kina | 1,70 —9330,00 UHPLC-MS/MS Liu és mtsai, 2015
Allatfarm (B) szennyvize, Kina 2,31 - 5402,00 UHPLC-MS/MS Liu és mtsai, 2015
PRG koncentracié tartomanya 0,06 —9330,00
Balaton vizgyijt6 teriilete, 0,85 3,40 HPLC-MS/MS Avar és mtsai, 2016
Magyarorszag
Balaton vizgyijtd teriilete, 1,90~ 49,40 SFC-MS/MS Madsz és misai, 2019
Magyarorszag
Felszini & talajviz, 5,30-11,00 LC-MS/MS Vulliet é misai, 2008
Franciaorszag
Atlagos felszini vizek, Rhone- 3,60 LC-MSIMS Vulliet and Cren-Olive, 2011
Alpesi régio, Franciaorszag
Folyoviz, Malaysia 38,00 LC-MS/MS Al-Odaini és mtsai, 2010
Anoia és Cardener folyok, <0,20 4,00 LC-MS Petrovic és mtsai, 2002
Catalonia, Spanyolorszag
Szennyviztisztito telep kifolyo, . .
. . < 0,20- 4,00 LC-DAD-MS Lopez de Alda és mtsai, 2002
Catalonia, Spanyolorszag
SzennyviztiszAit telep kifolys, | 5 g5 7 29 GC-MS Labadie és Budzinski, 2005
Seine folyo, Franciaorszag
Szennyviztisztito telep kifolyo,
Jalle d'Eysines folyo, <2,00-5,00 GC-MS Labadie és Budzinski, 2005
LNG Franciaorszag
Szennyviztisztit6 telep kifolys, | ¢ 95 17 g9 LC-MS Vulliet és mtsai, 2007
Lyon, Franciaorszag
Sze““y"‘z“si‘ifatelep kifolyo, 1,10 HPLC Pu és mtsai, 2008
Sze“ny“z“s%“ifatelep kifolys, 1,30 ELISA Pu és mtsai, 2008
Szennyviztisztito telep kifoly, 30,00 LC-MSIMS Viglino és mtsai, 2008
Montreal,Canada
Szennyviztisztito telep befolyo, . .
Funan Chengdu folyo, Kina 8,10 HPLC Qiao és mtsai, 2009
Szennyviztisztito telep kifolyo, s .
Funan Chengdu folys, Kina 74,30 HPLC Qiao és mtsai, 2009
Szennyviztisztito telep befolyd, | 15 9 470 g LC-MS/MS Viglino és mtsai, 2008
Montreal, Kanada
Seennyviztisztité telep befoly, 6,50 ELISA Pu & mtsai, 2008
Srennyviztisato telep befolyo, 5,60 HPLC Pu és misai, 2008
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SzemnyViztisztité telep befolyo, | g 50 _ 16,19 LC-MS Petrovic és mtsai, 2002
Spanyolorszag
Szennyviztisztito telep befolys, | 5q 16 99 LC-DAD-MS | Lopez de Alda és mtsai, 2002
Catalonia, Spanyolorszag
SzennyviZtisziito telep befolyd, | 4 94, | 59 LC-MS/MS Chang és mtsai, 2011
Bejing, Kina
LNG koncentracio tartomanya 0,20 — 170,00
GES Duna, Magyarorszag 3,60 LC-MS/MS Neale és mtsai, 2015
Szennyviztisztit6 telep kifolys, || 61 g 39 UHPLC-MS/MS Shen és misai, 2018
Beijing, Kina
GES koncentracié tartomanya 0,61-8,30
DRO Balaton vizgylijtd teriilete, 0,26 - 4,30 HPLC-MS/MS Avar és mtsai, 2016
Magyarorszag

1. tablazat: A vizmintakban kimutathato kiilonbozo szintetikus progesztogen hatoanyagok mért
kornyezeti koncentracioja (MEC) és osszesitett koncentracio tartomdnya (kiemelve). HPLC-
MSIMS -nagyhatékonysdagu folyadékkormatografiaval kapcsolt tomegspektrometria, UHPLC-
MS/MS - ultranagyhatékonysagu  folyadékkormatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometria, RRLC-MSIMS - gyors rezoliicios folyadékkormatogrdfiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometria, SFC-MSIMS - szuperkritikus folyadékkormatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometria, GC-MS - gdzkormatogrdfiaval kapcsolt témegspektrometria, ELISA -
enzimmel kapcsolt immunoszorbens tesz

Ezek alapjan a legmagasabb progesztogén koncentracidkat (> 1000 ng L™)
allattenyészté telepekhez kapcsolodd vizelvezetokbdl/vizfolyasokbol mutattdk ki
Kinaban és az Egyesiilt Allamokban (Orlando és mtsai, 2014; Fent, 2015; Chang és mtsai,
2011). Alacsonyabb koncentraciokat (<400 ng L) mértek a szennyviztelepek be- és
kifoly6iban. Az oOkologiai szempontbol szdmunkra relevans felszini vizekben
(patakokban, folyokban, tavakban) a kimutatott progesztogén tipusi hatdéanyagok
koncentraciéi (<50 ng L) a szennyviztelepek tisztitott kifolydiban mért értékekhez
kozelitenek.

Eurdpaban el6szor 1985-ben, Aherne és munkatarsai (1985) mutattak ki a PRG
hormont az ivovizbél, 6 ng L koncentracidban, valamint még ebben az évben megjelent
az elsé olyan Osszefoglald kozlemény, amiben emberi eredetli szintetikus szteroid
hormonok jelenlétét irtak le szennyvizkifolyoban, folyokban, ivovizben 5-10 ng L*
koncentracioban (Richardson és Bowron, 1985). Mas kutatocsoportok analitikai
vizsgalatai alapjan megallapithato, hogy a PRG, DRO, GES és LNG tipikusan néhany ng
L koncentracioban detektalhato a felszini vizekben (Chang és mtsai, 2011; Fent, 2015;
Liu és mtsai, 2011; Orlando és Ellestad, 2014; Shen és mtsai, 2018; Vulliet és mtsai,
2008; Yost és mtsai, 2014). Azonban ismeretes, hogy ezek a hormonmaradvanyok mar
10 ng L koncentraciéban képesek befolyasolni a vizi szervezetek élettani folyamatait

(Tillmann és mtsai, 2001; Giusti és mtsai, 2014; Fent, 2015; Avar és mtsai, 2016).

21



2.4. A jelenlegi helyzet Magyarorszagon

A magyarorszagi folyok és tavak gyodgyszerhatbanyag szennyezettségérdl viszonylag
kevés informacio allt rendelkezésiinkre, azonban az elmult 10 évben tobb hazai
munkacsoport is széles kort felméréseket végzett ezen a teriileten.

A Budapesti Miszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki ¢és
Biomérnoki Karan, illetve az Eotvos Lorand Tudoméanyegyetem Természettudomanyi
Karan vizsgaltdk a Duna kommunalis szennyvizterhelésébdl ad6do szennyezettségét a
budapesti varostérségben. Az analitikai munka keretében tobbek kozott szamos
hormontipusu hatéanyag-molekulat is kimutattak. Az endogén szteroidok koziil példaul
akortizol, a T, az E2 és a PRG (> 4 ng L), mig a szintetikus hatoanyagok kéziil az EE2
(> 2,5 ng L) fordult elé (Andrasi és mtsai, 2013; Helenkar és mtsai, 2010). Az elmult
években a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési ¢és Innovacios Alap (NKFIA) tobb, mint
egymilliard forintos tamogatasaval, a Nemzeti Versenyképességi ¢s Kivalosagi Program
(NVKP) keretében nagyszabast kutatas-fejlesztési projekt valosult meg Budapest és a
varost koriilvevd ingdzasi zona népesség-dinamikajaval, illetve a lakossagi fogyasztas
altal okozott egyes szennyezésekkel kapcsolatban. A Csillagészati és Foldtudomanyi
Kutatokozpont Foldrajztudomanyi Intézete (Budapest) vezetésével, a Balatoni
Limnologiai Kutatéintézet (Tihany) és a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudoményi Kar Igazsagiligyi Orvostani Intézet kozremiikddésével innovativ
analitikai modszerekkel (HPLC-MS) vizsgaltak a talajba és a budapesti varostérség
felszini vizeibe jutd gyogyszerszarmazékok tér- és idobeli dinamikajat és ezek lehetséges
hatasait. Ezen kiviil, a Duna magyarorszagi szakaszan szadmos human eredetli aktiv
hatoanyagot (pl. alkaloidok, antiepileptikumok, kardiovaszkularis gyogyszerek,
antibiotikumok) mutattak ki, beleértve a szteroid hormonokat is. A progesztogén tipusu
hormonok koziil a LNG-t (9,82 ng L), mig az 8sztrogének koziil az dsztront (E1) (0,09-
2,33 ng L), az E2-t (0,11-0,40 ng L), és az EE2-t (0,10 ng L) mérték ki a
vizrendszerb6l (Kondor ¢és mtsai, 2020). A budapesti és a kornyéki termalvizek
kifolyoinak vizsgalata szintén relative nagy mennyiségli farmakologiailag aktiv vegyiilet
szennyezettségrol arulkodott. A szteroidok koziil az E1 (0,10-112,59 ng LY), E2 (0,05-
39,48 ng L"), EE2 (0,64-98,33 ng L), E3 (0,07-2,09 ng L), T (0,61-97,31 ng L), PRG
(0,51-10,24 ng L) és LNG (1,06-8,19 ng L) jelenlétét mutattdk ki a kutatok véltozo
koncentraciokban (Jakab és mtsai, 2020).

A Balatont és annak vizgytijté teriiletét (/. dbra) az emberi eredetli vegyiiletek,

beleértve a szteroid hormonokat is, szempontjabdl elsOként, a Balatoni Limnoldgiai
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Kutatointézet, Nemzeti Agykutatdsi Program altal tdmogatott, Adaptiv Neuroetologiai
Kutatocsoportjanak munkatarsai mérték fel. Eredményeik alapjan ismert, hogy a
vizsgalati teriileten a célzott 134 gydgyszer hatdanyagbol 73-at mutattak ki a
vizmintakbol, amelyeket az alkaloid, antiepileptikus, antidepresszans, szorongasoldo,
érzéstelenitd, gorcsoldd, opioid szarmazékok és stimulans, vagy hallucinogén
hatéanyagcsoportokba soroltak (Maasz és mtsai, 2019). Pirger és mtsai (2015) a
disszertacié szempontjabol relevans fogamzasgatld hatdéanyagok koziil az E2-t (0,07—
0,23 ng L) és az EE2-t (0,13 ng L?) a Balaton vizében is kimutattak mar a 2010-es évek
elején. A Zalaban és a Héviz—Pahoki csatornaban viszonylag magasabb E2 (0,55 és 0,26
ng L) és EE2 (0,68 és 0,52 ng L) koncentraciokat detektaltak (Avar és mtsai, 2016a).
Erdemes megjegyezni, hogy az Eurdpai Parlament 2014-ben hozott dontése alapjan az
Osztrogének az ugynevezett veszélyes anyagok listajara kertiltek; az E2 esetén 0,03 ng L
! mig az EE2-nél 0,40 ng L! hatarértékekkel. Jol lathato tehat, hogy, az dsztrogének
tekintetében a megadott hatarértékeknél magasabb koncentraciokat mutattak ki a kutatok
a Balaton vizrendszerében. A progesztogén tipusti fogamzasgatld hatdanyagok koziil a
PRG-t (0,23-13,67 ng L), az LNG-t (0,85-3,40 ng L) és a DRO-t (0,26-4,30 ng L ™)
53 mintavételi pontbol 21 helyen mutatta ki a tihanyi kutatécsoport (Avar és mitsai,
2016b; Maasz és mtsai, 2019). A progesztogének policiklikus szteranvaza, mint kémiai
szerkezet (lasd Friggelék 1. abra), rendkiviil stabil és nagymértékben ellenall a kbrnyezeti
degradacionak, de az etinilcsoport kivételével az egyes hormonok karakterisztikajat
kialakito funkcids csoportok mar kevésbé stabilak. Igy a progesztogén hormonok a
kornyezeti- és/vagy biodegradacio kovetkeztében atalakulnak (pl. PRG = T) és mas
jelatviteli Gitvonalakat aktivalnak (Ojoghoro és mtsai, 2017). Ugyanakkor pl. a Balaton
vizrendszerében, a szezonalis terhelést is figyelembe véve, a progesztogének allando
terhelése és jelenléte figyelheté meg. Igy Osszességében - a viszonylag alacsony
kornyezeti koncentraciok ellenére is szamolni kell a progesztogének specifikus, vagy
aspecifikus hatasaval, ugyanis folyamatos és egyidejii jelenlétik egy hosszantarto
kornyezeti terhelést jelenthet a Balatonban ¢16, egyébként nem célszervezetek szamara

is.
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1. abra: A Balaton és vizgyiijtd teriilete. A szamozott téglalapok (1-10) a 10 mintavételi helyet
jelolik. A kiilonbozé meretii és szinii kordkkel a kiilonbozo kapacitasu szennyviztisztito telepeket
jeloltiik. A piros vonal a Szennyvizelvezetd csatornat, a piros nyilak pedig a szennyviz kifolyas
iranyat jelolik a vizgyiijtorol. Madasz és mtsai, 2019 alapjan, modositva.

2.5 Fogamzasgatlé hatéanyagok hatasai gerinctelen allatokra

Szamos tanulmanybol ismert, hogy a vizi gerinctelen és gerinces szervezetek kifejezetten
érzékenyek a szintetikus fogamzasgatlo hatdbanyag maradvanyok szennyezéseire (Frankel
és mtsai, 2016; Giusti és mtsai, 2014; Maasz és mtsai, 2017; Tillmann és mtsai, 2001;
Zrinyi és mtsai, 2017, Svigruha és mtsai, 2020; 2021). Ezek a szintetikus fogamzasgatlo
hormonok, mint endokrin rendszert karositd, un. EDC-k ismertek. Az EDC-k olyan
alacsony toxicitasu aktiv hatéanyagok, amelyek akar egyetlen kontaminaciot kovetden is
meg tudjak valtoztatni a kiilonboz6 gerinctelen allatok - példaul puhatestiiek - fizioldgias
folyamatait.  Altalanossagban megallapithatd, hogy sok szakirodalmiadat all
rendelkezésiinkre a gerinctelenck estében az aktiv hatéanyagok fejlodésre- és a
kiilonbozé viselkedési mintazatokra (pl. reprodukcid, taplalkozds, mozgas, stb.)
gyakorolt modulalé hatasairol. Ugyanakkor a progesztogén szennyezés élettani hatasair6l
kevesebb kisérleti adatot ismeriink a vizi gerinctelen, mint a gerinces fajok esetében.
Tovabba meg kell jegyezni azt is, hogy hosszt ideje folyik a vita arrdl, hogy a
kornyezetben eléforduld természetes (gerinces eredetii) és szintetikus nemi hormonok

egyaltalan képesek-e befolyasolni a gerinctelen szervezetek neuroendokrin rendszerét és
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fiziologiai folyamatait (Alzieu, 2000; Amorim és mtsai, 2019; Fodor és mtsai, 2020b;
Matthiessen és Gibbs, 1998; Scott, 2012, 2018; Tran és mtsai, 2019).

A gerinces eredetii szteroidok jelenlétét mar szamos alkalommal vizsgaltak a
puhatestiieckben és az izeltlabtiakban (Fernandes és mtsai, 2010; Giusti és mtsai, 2013;
Janer ¢és Porte, 2007; Scott, 2018). Ugyanakkor a 2000-es évektdl kezdve tobben is
igazoltak, hogy a puhatestli fajok nagyon konnyen fel tudjak venni ezeket a ,,gerinces”
hormonokat a kornyezetbdl (Scott, 2018), illetve hetekig-honapokig tudjak tarolni a
szervezetlikben észterifikalt formaban (Scott, 2012). A szex szteroidok szintéziséhez
sziikséges koleszterin jelen van minden puhatestiiben (Altelaar és mtsai, 2005; Idler és
Wiseman, 1972) és izeltlabuban (Markov és mtsai, 2017). Ennek ellenére kérdéses, hogy
a szex szteroidok mindegyikét képesek-e endogén ton szintetizalni, mivel a klasszikus
gerinces szteroidok bioszintetikus utjanak harom kulcsfontossagl 1épése - koleszterin
oldallanc hasitasa, 17-hidroxilacio, €s az aromatizacié - vagy hidnyzik, vagy nagyon
gyenge aktivitassal fordul el6 a puhatestiieckben (Fodor és mtsai, 2020b; Scott, 2012).
Még fontosabb, hogy azoknak az enzimeknek a génjét, amelyek az elsé és harmadik
reakciot katalizaljak a gerincesekben (lasd 2. dbra) eddig nem irtak le a gerinctelenek
genetikai allomanyaban (Fodor és mtsai, 2020b; Markov és mtsai, 2017). A hormonalis
hatas kifejtéséhez alapvetden sziikséges a szex szteroidok észlelése, ami a gerincesekben
specifikus nuklearis- €s membran receptorokon keresztiil torténik (Fodor és mitsai,
progeszteron receptor izoforma (nPR-A és nPR-B, ugyanaz a gén kodolja 6ket), 5 db
membran progeszteron receptor (mPRa, mPRB, mPRy, mPRd& és mPRg), valamint 4 db
membran-asszocialt progeszteron receptor (PGRMCI1, PGRMC2, neudesztin ¢és
neuferricin) taldlhat6 (Fodor €s mtsai, 2020b). Habar a nuklearis progeszteron receptor
génje nem talalhato meg a gerinctelen fajokban (Fodor és mtsai, 2020b; Markov és mtsai,
2017), tobb mPR és membran-asszocialt progeszteron receptor homologot is leirtak mar
benniik (Ren és mtsai, 2019). A puhatestiiek esetében ismert, hogy aspecifikus mdédon
képesek Osztrogént szintetizalni tesztoszteronbodl a gerincesekben megtalalhato katalizalo
enzim homolodgjanak hianyaban is (Hallmann és mtsai, 2019). Ennek alapjan azonban az
is valoszinisithetd, hogy a gerinctelen fajok képesek a szex szteroid utvonal minden
elemét endogén uton szintetizalni (2. dbra), noha ennek igazoldsara még tovabbi

vizsgélatokra van sziikség.
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2. dbra: A szteroid szintézis utvonala a gerinctelenekben. Az 5 f6 lépés (folyamatos nyilak) és az
azokat katalizalo enzimek (és azoknak génjei) bizonyitottan megtalalhatok a gerinctelen fajokban.
Azonban, eddig még nincs bizonyiték a koleszterin-pregnenolon dtalakitast (szaggatott nyil)
katalizalo CYP11A (ddlten irva) és az aromatizdciot katalizalo CYP19A (débiten irva) gének
Jjelenlétére a gerinctelenekben.

A PRG-r6l kimutattak, hogy hatassal van: az éticsiga (Helix pomatia) és a japan
féstikagylo (Mizuopecten yessoensis) ivarsejtképzésére, azaz gametogenezisére (Csaba és
Bierbauer, 1979; Varaksina és mtsai, 1992); vitellogenezist, petesejt osztodast és
spermatozoa aktivalodast okoz a kozonséges nyolckart polipban (Octopus vulgaris) (Di
Cristo és mtsai, 2008; Tosti és mtsai, 2001); in vitro gaméta felszabadulast indukal a Szent
Jakab-kagyloban (Placoplecten magellanicus) (Wang és mtsai, 2003); befolyasolja a
termékenységet, az utddok energiahaztartasat és azok korai fejlodését a nagy mocsari
csigaban (Lymnaea stagnalis) (Zrinyi és mtsai, 2017); valamint, hogy modositja a peték
ivararanyat a nagy vizibolhaban (Daphnia magna) (Kashian és Dodson, 2004). A T-nal
kapcsolatosan leirtak, hogy befolyasolja: a pizai fiicsiga (Theba pisana) ivarszerveinek
fejlodését (Sakr és mtsai, 1992); egy édesvizi csiga (Biomphalaria glabrata)
termékenységét (De Souza és mtsai, 1978); in vitro gaméta felszabadulast indukal a
mélytengeri fésiikagyloban (Placoplecten magellanicus) (Wang és mtsai, 2003); valamint
csokkenti a fertilitast és befolyasolja az utddok ivararanyat a D. magna-ban (Barbosa és
mtsai, 2008; Clubbs és Brook, 2007). Az E2-rol megallapitottak, hogy megnovekedett
peterakasi aktivitast okoz egy szarazfoldi tiidds csigaban (Euhadra peliomphala)
(Takeda, 1980); befolyasolja a petesejtek méretét az ehetd kagyloban (Scrobicularia
plana) (Langston ¢és mtsai, 2007); szamos fehérje-szintli transzkripcios valtozast,
valamint testméret és utddszam csokkenést okoz a D. magna-ban (Zheng és mtsai, 2020;
Dietrich és mtsai, 2010; Luna és mtsai, 2015). Az E3 pedig nagy koncentracioban
mortalitast eredményez az esetilkben (Torres €s mtsai, 2015). Megjegyzendd, hogy

ezeknek a vizsgalatoknak a tobbsége csak egyetlen hatdéanyagot alkalmazott a
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laboratoriumi kezelések soran, igy kevés adat all rendelkezésiinkre a hormonkeverékek
egyiittes és karositd hatasairél, kiilondsen a kornyezetileg relevans (~1-10 ng L™?)
koncentraciok esetében.

Mindezen adatok alapjan megallapithato - valoszinlileg az azonositott membran-,
vagy membran-asszocialt progeszteron receptorok, esetleg nem specifikus interakciok
révén (pl. mas vegyiiletek receptoraval) (Fodor és mtsai, 2020b; Scott, 2012) -, hogy
példaul a puhatestiieck érzékenyek a progesztogén szennyezOdésekre. A lehetséges
mogottes sejtmechanizmusok megértésében segitséget nyuajthat a Lymnea stagnalis
kozponti idegrendszerében is megtalalhato négy kulcsmolekula: DJ-1, CREB, p38alpha
¢s a JNKI1 is. A DJ-1-r6l korabban mar megallapitottak, hogy bodorkaban (Rutilus
rutilus) a kornyezeti progesztogén-expozicié egyik potencialis biomarkere (Maasz és
mtsai, 2017). A CREB-rél ismert, hogy részt vesz kiilonb6zé szex szteroid
szignalizaciojaban (Lazennec és mtsai, 2011). A p38alpha és a JNKI1 stress-aktivalta
protein kinazok érintettek a kiilonb6z6é metabolikus €s egyéb (kornyezeti) faktorokra (pl.
hormonok) adott sejtes valaszokban (Bengal és mtsai, 2020). Tovabba, a p38alpha

crer

idegrendszerében progesztogén kezelés hatasara (Blackshear és mtsai, 2017).

2.6 Gerinctelen tesztallatok

2.6.1 A nagy mocsari csiga - Lymnaea stagnalis

A puhatestiek (Mollusca) — amelyek fajszamukat tekintve a masodik
legdiverzebb allatcsoport a Foldon- altalaban az 6kologiai allapot kivalo (bio)indikatorai
(pl. mert a legtobb él6helyen jelen vannak a
tropusi €és mérsékelt égdvben, érzékenyek az
antropogén szennyezésekre, stb.), ezért gyakran
hasznaljak oket kornyezeti vizsgalatokhoz. A
torzson beliil az egyik potencialis tesztallat a

hermafrodita nagy mocsari csiga (Lymnaea

stagnalis) (3. dbra), ami a csigak osztalyaba
o ) (Gastropoda), a tiidés csigak  rendjébe

3. dbra: L. stagnalis felndtt egyede.
A skala 5 mm-nek felel meg. (Pulmonata), és a Lymnaeidae csaladba tartozo
széles korben elterjedt csigafaj (Fodor és mtsai, 2020a, Benjamin 2008). Szamos

okotoxikologiai vizsgalatban alkalmaztak korabban (Czech és mtsai, 2001; Ketata és
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mtsai, 2008; Giusti és mtsai, 2014). ,,Egyszer(i” idegrendszeriiknek koszonhetéen pedig
kivaldo modellfajnak bizonyultak idegélettani és viselkedésokologiai vizsgalatokban is
(Benjamin, 2008; Fodor és mtsai, 2020a)

A L. stagnalis Eszak-Amerikaban, Eurdpaban, valamint Azsia és Ausztralia egyes
részein fordul eld (Atli és Grosell, 2016; Zhang és mtsai, 2018). Megél a névényzetben
gazdag 4llo- és lassu folyasu vizekben, folyokban, tavakban, de a mesterséges tavakat és
akvariumokat is jol toleralja. Taplalékaul szerves iiledék, alga, de olykor foszlo allati
tetem is szolgalhat. Egész évben aktivak, de jellemzben tavasztol kés6 Oszig szaporodnak
(Nakadera ¢és mtsai, 2015), a petezsakokat altalaban napkozben rakjak le (Ter Maat és
mtsai, 2012). Nincs jol definialhato nappali-éjszakai ritmusuk, de alvasszerti viselkedést
mutatnak (Stephenson és Lewis, 2011). A L. stagnalis hazanak hossza viszonylag nagy,
4,5 — 5,5 centiméter, szélessége 2 — 3 centiméter, és mészbdl épiil fel. Hegyes cstucsban
végzodik, szarusarga szind, vékony, éppen ezért torékeny. Tapogatdi sok mas fajtol
eltérden haromszog alakuak és oldaliranyban lapitottak, az egy par szem pedig a toviikben
helyezkedik el. Az er6sen oxigenizalt vizben testiiket kiviilr6l boritd bérizomtomléjiikon
keresztiil kozvetleniil is képesek felvenni az oxigént, de amikor az oldott oxigénszint
csokken, atallnak a pneumostomanak nevezett 1€gzonyilason keresztiil a ,,tiid6s” 1égzésre
(Lukowiak és mtsai, 1996).

A faj masik elnevezése a mételycsiga, ugyanis koztes gazdaként szolgal egyes
parazitaknak, mint példaul laposférgeknek, amelyek olyan betegségekért feleldsek, mint
a fascioliasis (majmételyféreg fert6zés) és a cercarialis dermatitis az emberek esetében
(Adema ¢és mtsai, 1994; Davison €s Blaxter, 2005; Ferte” és mtsai, 2005; Nunez és mtsai,
1994; Skala és mtsai, 2020). Az itthoni csigapopulacio 80-85%-a fert6zott majmétellyel
(Zrinyi, 2017). A terepi és a laboratoriumi vizsgalatok azt mutattak, hogy amennyiben a
parazita bejut a csigaba, akkor egy olyan kronikus fertdzést indit el, amely soran a parazita
szaporodasat is (Kryukova €és mtsai, 2014; Langeloh és Seppala”, 2018; Vorontsova és
mtsai, 2019).
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A faj ¢életciklusa és szaporodasi bioldgiaja részleteiben ismert (Ivashkin és mtsai,
2015; Koene, 2010; Mescheryakov, 1990;
Morrill, 1982). A megtermékenyités utan
utdédait un. kapszula (tojas) formajaban
atlatszd6,  kocsonyds  masszdba, azaz
petezsakba helyezi el (atlagosan 2-3 db
petezsak/hét/allat). A petezsakokat novények
szarara, vagy kovekre rogziti, a benniik 1évo
peték szama valtozd, 100 és 150 kozott
mozog, az egyed koratol, testméretétdl és E 90% -

" -
-

kondicigjatol fiiggben (Nakadera és mitsai,

-

D

2014). A petezsdk  atlatszosaganak
koszonhetden, részletesen megfigyelhetok az
egyes fejlodési szakaszok a kikelésig
(laborban 11-15 nap a tartasi kondicioktol

fiiggben). A kapszuldkban minden egyed
atesik a blasztula, gasztrula, trochophora és 4. dbra: A L. stagnalis egyedfejlodése. Az

. L ) . ... E0% az els6 barazdaloédasnak, az E100%
veligera fejlddési allapotokon, majd a kikelési pedig a kapszulabol vald kikelésnek

1d6 felénél a metamorfozison (Morill, 1982; feleltethetd meg.

Mescheriakov, 1990). Az embriondlis fejlddés egyes szakaszait a teljes fejlodési id6
szazalékaban fejezi ki a szakirodalom (4. dbra) (Marois, 1989). A faj morfometriai
valtozasairdl szamos irodalmi adat all rendelkezésiinkre (pl. Raven, 1958; Morill, 1982;
Mescheriakov, 1990), igy a fejlddés stddiumainak beazonositdsdhoz timpontot nyujtanak
az egyes szervek, vagy testrészek, illetve bizonyos embrionalis viselkedési formak
megjelenései, gy mint: a forgd mozgas, a kapszulan beliili cstisz6 mozgés, vagy a reszeld

nyelv 6ltogetése (fiktiv taplalkozas), ami felkésziilés a kikelés utani életre (5. dbra).
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5. abra: A nagy mocsari csiga egyedfejlédésének modositott, sematikus dabraja (Ivashkin, 2015;
Morill, 1982; Filla, 2008). 4 képek a nagy mocsari csiga kifejlédését mutatidk be a
megtermékenyitéstdl kezdve a kikelésig, lentebb pedig az embrié hossz névekedése lathato a
fejlédés fiiggvényében. Jol elkiilonithetdek az egyes napokon kialakulo morfologiai tulajdonsagok
és viselkedésbeli formak megjelenései, amelyek segitenek meghatarozni a fejlddési allapotokat.

A L. stagnalis egyedei az ivarérettséget 2 honap alatt érik el. Ennek pontos
idopontja olyan kiilsé kornyezeti tényezoktdl is fiigg, mint a hdémérséklet, a
fotoperiodicitas, az elérheté taplalék mennyisége, vagy az ¢él6hely tipusa. Egyes
tanulmanyok alapjan az egyedek maximalis varhato élettartama egy év a természetben és
két év a laboratoriumban (Janse és mtsai, 1988; Nakadera és mtsai, 2015), de mas
tanulmanyok szerint tobb év is lehet a természetben (Berrie, 1965; Boag és Pearlstone,
1979) és 2,5 év a laboratoériumban (Watson és mtsai, 2013; Hermas és mtsai, 2014).

Mint a csigék legtobbje, ez a faj is himnds, szervezetében egyidejiileg jelen van

mindkét nem funkciondlis reprodukcids rendszere. A him és a ndstény reprodukciot
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szabalyozd idegrendszeri elemek pontosan elkiiloniilnek az allatok kozponti
idegrendszerében (Koene 2010). Igazoltan képes az onmegtermékenyitésre is izolalt
koriilmények kozott, de elsdsorban (a genetikai sokféleség megOrzése miatt) mas
egyedekkel parosodik. Az egyedek unilateralisan parosodnak, azaz a parzas soran az
egyik egyed kizarolag himként, a masik pedig kizarolag néstényként viselkedik. Nincs
mindenképpen felcserélédés a nemi szerepekben, de ha mindkét egyed himként motivalt,
akkor a nemi szerepek felcserélédhetnek egy masodik kopulacio soran (Fodor és mtsai,
2020a).

A L. stagnalis mar az 1970-es évek 6ta a gerinctelen neurobiologia egy kozkedvelt
modellallata, igy ideg- és neuroendokrin rendszere jol ismert a kulcsmolekulaktol
egészen a mar korabban emlitett viselkedési mintazatokat kialakitoé neuralis haldézatok
szintjéig (Benjamin, 2008; Koene, 2010; Fodor és mtsai, 2020a; Pirger és mtsai, 2021).
Korabbi vizsgalatok alapjan a L. stagnalis reprodukcios tesztjét az OECD tagorszagainak
nemzeti koordinatorai hivatalosan is jovahagytak, mint szabvanyt (OECD, 2016).
Okotoxikolégiai kisérletekben betoltott jelentéségét az is alatimasztja, hogy ez a csigafaj
lett az elsd elismert, vizi, nem izeltlabi gerinctelen modell a kornyezeti
kockazatértékelések soran (Amorim és mtsai, 2019; Ducrot és mtsai, 2014; Giusti és
mtsai, 2014; Fodor és mtsai, 2020a; Pirger és mtsai, 2018). Emellett, szamos egyéb
tudomanyteriilet kozkedvelt modellallata is, igy az L. stagnalis-on végzett vizsgalatok
nagyon jO lehetdséget adnak arra, hogy kiillonb6zd bioldgiai szinteket integralva

vizsgaljunk egy adott biologiai jelenséget, illetve kérdéskort.

2.6.2 Nagy vizibolha - Daphnia magna

A D. magna (6. abra) a levéllabu rakok osztalyaba (Branchiopoda),
agas csapu rakok rendjébe (Cladocera) és Daphniidae csaladjaba
tartozo tesztszervezet. A Daphnia nemzetség tobb mint 100 édesvizi
plankton fajt tartalmaz, amelyek vilagszerte megtalalhatéak a
viztestek széles skaldjaban. Nagyon fontos szerepet tolt be a |
taplaléklancban, hiszen szamos toban a halak 6 taplalékforrasa.

Tobbnyire pelagikus, azaz nyilt vizben lebegve Uszo6

¢letmodot folytat. Két jol ismert és jellemzett mozgas/uszasformaja

6. abra: D. magna

van: ugrasszerl €s vertikalis mozgas, ami a masodik par csap le- és
felfelé irdnyulo csapkodaséaval valdsul meg. A testiik vese alaku és attetszd, a ndstény 3-

4 milliméter hosszl, a him 1,5 milliméter csupan. Az allat torzsét két félbdl allo attetszo
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héj (carapax) boritja, melybdl csak a feje nyulik ki, és lefelé egy tiiskében végzddik. Tobb
parazita (pl. Pasteuria ramosa, Glugoides intestinalis) koztes gazdajaként is ismert,
amelyek befolyasoljak a populacié denzitasat és dinamikajat (Ebert és mtsai, 2000).

Ennek a szervezetnek szamos elénye van az 6kotoxikologiai tesztelés soran, mint
példaul: magas termékenység, gyors novekedés (6-8 napon beliil elérik az ivarérettséget),
laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthato, rovid, jol jellemezhetd életciklusa
van (7-8 hét, 20 ° C-on), tovabba ismert genomja lehet6vé teszi a molekularis szint(i
vizsgalatok elvégzését is (Orsini €s mtsai, 2011).

A D. magna nyitott vérkeringéssel rendelkezik, apré szivik (20 °C-on a
szivfrekvencia atlagosan 200/perc) anterio-dorsalis elhelyezkedésii a testiiregben (6.
abra). A vérsejtek konnyen azonosithatok az atlatszo testiiknek koszonhetéen, amelyek
gyorsan aramlanak at a testlireglikon keresztiil. Idegrendszeriik jellemzéje az agyduc
(cerebralis ganglion), amely a bél €s a szem kozelében helyezkedik el. A fiatal és felndtt
D. magna-nak egy nagy 0sszetett szeme van, mig az embrioknak kettd, amelyek a fejlodés
utols6 szakaszaban Osszeolvadnak. Ez az Osszetett szem segiti az allatok mozgasat.

Sziirogetéssel taplalkoznak, a torlabak sortéi segitségével kornyezetiikbol algakat sziirnek

Ki.

bélesatorna

kettos héj

torlibak

végbélnyilas

végbél

6. abra: A néstény D. magna anatomiai felépitése. Forrds:

https://public.wsu.edu/~rlee/biol103/circulation.pdf alapjin
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A faj nemzedékvaltakozassal (heterogonia) szaporodik (7. dbra). A felnétt

egyedek minden vedlés utan

partenogenetikus  petéket  (2N)
et sza"md‘“ P : hoznak 1étre a hatukon 1évd
koltbiiregben (6. abra), itt kelnek ki a

petékbél a  juvenilis egyedek,

Tanos pete

/ Diapauza

=) utani kikelés

amelyek genetikailag megegyeznek
az anyaval (Hebert, 1987). Az

Partenogenetikus kor

embriok fejlodése a ndstény testében
Partenogenetikus
nosteny

X/

\__//’ kelnek ki, de még a koltdiiregben
d fejlédnek tovabb koriilbeliil 3 napig,

Partenogenetikus him

S mikroszkoppal, de szabad szemmel
aploi

petesejt képzés

is  megfigyelhet. A  juvenilis
egyedek atlagosan 1-2 nap utan

majd kiszabadulnak az anyabol. Az
7. dbra: A D. magna szaporoddsi ciklusa ujsziilottek tobbnyire hasonlitanak a
felnottekre, kivéve hogy nincs koltdiiregiik. A fiatal allatok 4-6 jol jellemzett fejlodési
stddiumon mennek 4t, amig elérik az ivarérett kort (atlag 5-10 nap a tartasi kondicioktol
fiiggden). Egy felndtt egyed atlagosan 3-4 naponta hoz létre 0j utddokat (Ebert és
Bethesda, 2005). Laboratoriumi koriilmények kozott az egyedek kortilbeliil 2-3 honapig
¢lnek. Az aszexualis tipikus szaporodasi forma mellett, ugynevezett tartos/nyugalmi
petéket is képezhetnek. Ezek a koltdiiregben kialakuld és védelmet nyujtod, erésen
melanizalt (barna szinll) koltdtasakokban helyezkednek el (4ltalaban 2 pete/tasak). A
tartos peték a D. magna-ban szexualis szaporodas utjan képzdodnek, de vannak olyan
ismert fajok is, amelyek aszexualis Gton hozzak 1étre a diploid tartos petéket is. A tartos
peték képzését megeldzi a haploid himek aszexualis Gton torténd képzése, amelyek majd
megtermékenyitik a haploid petesejteket 1étrehozva a tartos petéket. Ezek a szabadba
keriilnek, a viz felszinén sodrodnak, és attelelni is képesek. A tartos peték tipikusan
kedvezétlen kornyezeti feltételek mellett képzGdnek az allatokban.
A D. magna-t gyakran hasznaljadk tesztallatként az oOkotoxikologidban
(Stollewerk, 2010), kiilondsen az édesvizi Okoszisztémak toxicitdsanak értékelésére
(Martins és mtsai, 2007; OECD, 2012), mivel érzékeny a vizben old6dé hatéanyagokra,

tobbek kozott a szteroid hormonokra is (Ten Berge, 1978; Luna és mtsai, 2015; Torres €s
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mtsai, 2015; Zheng ¢és mtsai, 2020). Szamos sejtes biomarkert vizsgaltak mar D. magna-
ban (Jemec ¢és mtsai, 2007), mivel ezeket széles kdrben hasznaljak a kornyezeti
szennyezések étékelésére (Nunes €s mtsai, 2006; Oliveira és mtsai, 2015), illetve
méregtelenitéssel kapcsolatos molekularis (GST enzim expresszid) valtozasok
vizsgalatara. A GST enzim szdmos toxikus anyag (pl: gydgyszermaradvanyok,
mikromiianyagok, rovarirtd szerek) méregtelenitésében részt vesz, és fontos szerepe van
a szovetek oxidativ stressz elleni védekezésében (Yu és mtsai, 2009; Imhofe és mtsai,
2017; Mortl és mtsai, 2020; Yoo és mtsai, 2009). Terjedelmes szakirodalom foglalkozik
génexpresszios vizsgalatokkal, amelyek a toxikus anyagok organizmusokra gyakorolt
hatasainak vizsgalatait tlizték ki célul (Le és mtsai, 2010; Pereira és mtsai, 2010). Ezen
folyamatok felhasznalhatéak a toxikus anyagok, példaul D. magna-ra gyakorolt
hatasainak a megértéséhez is (Le és mtsai, 2010; Pereira és mtsai, 2010; Trac és mtsai,

2016).
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3 CELKITUZES

Az irodalmi bevezetében felvazolt human eredetli szennyezések 6koldgiai hatasanak
megismerése érdekében f6 célunk az volt, hogy kisérletes munkainkban megvizsgaljuk,
hogy a kornyezetben megtalalhaté progesztogén tipusti hatéanyagok vajon milyen
szinteken és mértékben, tovabba, milyen lehetséges titvonalakon keresztiil befolyasoljak
az OECD A4ltal is javasolt 6kotoxikoldgiai modellszervezetek, igymint a nagy mocsari
csiga (L. stagnalis) és a nagy vizibolha (D. magna), ismert életfolyamatait. Kontrollalt
laboratoriumi koriilmények kozt - a kdrnyezeti szituaciot modellezve - az allatok kezelése
soran a hatdéanyagokat (PRG, LNG, DRO, GES) keverékben, kdrnyezeti szempontbol
relevans atlagos (1 és 10 ng L) és extrém magas (100 és 500 ng L) koncentraciokban

alkalmaztunk.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1) milyen progesztogén indukalta valtozasok figyelhetok meg az egyedfejlédésben (pl.
testméret) és a kiilonbozd, jol jellemzett viselkedési mintdzatokban (pl. reprodukcio,
taplalkozas), tovabba,

2) milyen lehetséges sejt - és molekularis szintli valtozasok allhatnak a megvaltozott

viselkedési mintazatok hatterében?

A feltett kérdések megvalaszolasara az alabbi célokat thztik ki:

1) Vizsgaljuk a progesztogén kezelések hatasara a L. stagnalis embriok kikelésének
dinamikajat, a szivfrekvencia valtozasat, a kapszulan beliili (intrakapszularis) mozgas
intenzitasat és a reszeld nyelv (radula) oltogetések (fiktiv taplalkozas) szamat

2) Elemezziik, hogy a L. stagnalis feln6tt egyedeinek jol jellemzett taplalkozasi és
mozgasi aktivitdsa hogyan valtozik a kezelések hatasara

3) Azonositjuk a metabolikus és kornyezeti stressz-indukalt cellularis valaszokban
szerepet jatszo kulcsmolekulakat (p38alpha, INK1 és CREB) és megvizsgaljuk, hogy mas
ismert stresszmarkerekkel egyiitt (DJ-1), hogyan valtozik a mennyiségiik 10 ng L*
hormonkezelés mellett

4) Nyomon kovetjik a progesztogén keverék hatasat a D. magna kikelés utani
novekedésére és fertilitasara valamint

- megfigyeljiik, hogy a progesztogének milyen hatassal vannak a D. magna detoxifikacios

rendszerére (GST génexpresszio és aktivitas)
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Kisérleti allatok
4.1.1 L. stagnalis

A Kkisérleteinkhez 3-4 honapos, ivarérett (fen6tt) csigakat és egy napos (<24 h) embridkat
hasznaltunk sajat, parazitamentes tenyészetiinkb6l (BLKI, Tihany). A felnétt allatokat 20

L-es tartalyokban tartottuk alacsony réz tartalmu, mesterséges vizben (s6 9sszetétel mM-

ban: 0,1309 NaHCOs, 0,0378 K>SOs, 0,4013 CaCl,-2H20, 0,0390 Mg(NOs3).-6H20;
pH=7.6) kozel allando, 20 £ 1,5 °C hémérsékleten, folyamatos levegdztetéssel, 12 oras
fény — sotét ciklusban, hetente minimum harom alkalommal saldtaval, és heti egy
alkalommal zoldségalapu haltappal (TETRA Werke Company, Németorszag) etetve
Oket. A mesterséges vizet heti egy alkalommal cseréltiik a tenyészet tartalyaiban. Az
allatokon végzett kisérleteket a Balatoni Limnoldgiai Kutatdintézetének Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaga altal kidolgozott és engedélyeztetett eljaras szerint végeztiik (VE-
1-001/01890-10/2013). A kisérletekben hasznalt allatok szamanak minimalizalasara

minden esetben torekedtunk.

4.1.2 D. magna

A D. magna kisérleteinkhez a juvenilis egyedeket (harmadik generacio) a 4 éve beallitott
¢s fenntartott tenyészetiinkbol hasznaltuk. A tenyészetet az OECD (No. 211)
iranymutatasa alapjan tartjuk fent 15 allat/500 mL szintetikus ASTM (mesterséges)

vizben (8sszetétele mg L-ben: 67,75 NaHCOs3; 294 CaCl,-2H,0; 123,3 MgSO4-7H,0;
5,75 KCI; pH=7.8) (ASTM, 2008), 16:8 oras fény - sotét ciklusban, 23 £ 1 °C-on, és
hetente haromszor algaval (Scenedesmus obliquus (0.5 x 10 sejt/mL) és haltappal (0.9-
1 mg L, FIX1, Aqua-Life Ltd., Magyarorszag) etetve. A vizet hetente kétszer cseréltiik

a tenyészeten.

4.2 Progesztogén kezelések

A kezelések soran HPLC tisztasagu, gyogyszertari hatéanyagokat — PRG (#P0130), DRO
(#SMLO0147), GES (#L0551000) és LNG (#L0551000) — hasznaltunk (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag). Ezek torzsoldatait (1 mg mL™?) acetonban oldottuk fel (ACS reagens, >
99,5%; CAS-szam: 67-64-1; VWR, Magyarorszag). Az esetleges oldoszer

maradvanyokat levegbztetéssel elparologtattuk a vizbdl, igy azok hatasat nem kell
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feltételezniink. Ezt kisérletekkel korabban mar igazolta a kutatocsoport (Svigruha és
mtsai, 2020, 2021).

4.2.1 A L. stagnalis

A petezsakokat sajat tenyészetiinkbol gylijtottiik a peterakast kovetd 24 oran beliil, majd
korabbi tanulményokat kovetve (Filla és mtsai, 2009; Voronezhskaya és mtsai, 1999)
izolalt, egészséges (szin, konzisztencia, méret) zigdtadkat tartalmazo kapszuldkat
hasznaltunk a fejlédés és a pigmentalt szemek megjelenésének nyomon kovetéséhez,
illetve az embrionalis viselkedési valtozasok megfigyeléséhez. Ezzel biztositottuk a
kisérletek reprodukalhatosagat. A zigétakat tartalmazo kapszulakat véletlenszeriien
preparaltuk ki a petezsakbol, majd 6 lyuka lemezbe (well plate) (BioLite 6 Well
Multidish;  #100184 Thermo  Fischer Scientific) helyeztik Oket (n=10
zigota/csoport/megfigyelés). A kisérletek kontroll és kezelt csoportokbol (1, 10, 100, 500
ng L; 1 mg mL? acetonban oldott tdrzsoldatbol higitva) alltak, az ismétlések szama
kezelésenként harom volt. A kontroll csoportot 10 mL mesterséges vizben tartottuk,
amely eredetileg < 0,0001% oldoszert (aceton) tartalmazott (az oldoszer hatasa nem volt
kimutathato; a progesztogén expozicioval azonos kozeg kialakitasara torekedtiink). A
kezeltiik az els6 (E0% fejlettség) naptol kezdve egészen a kikelésig (E100%). A vizet
hetente harom alkalommal cseréltiik a kezelések soran mind a kezelt, mind a kontroll
csoportokon. A kivant kezelési koncentraciokat minden alkalommal ismételten
beallitottuk az egyes csoportok esetében.

A felnétt csigdkat a viselkedési vizsgalatok eldtt 2 napig ¢heztettiik a kelld
motivaltsag elérése érdekében. A kisérletekben 60 allatot teszteltink (n=12
allat/csoport/tartaly), az ismétlések szama kezelésenként harom volt (total n=180 allat).
A kezelt csoportokat 2 L mesterséges vizben (amely 1 mg mL? acetonban oldott
torzsoldatbol higitva 1, 10, 100 és 500 ng L™ progesztogén hormonkeveréket tartalmazott
csoportonként, ekvivalens koncentracioban) tartottuk 21 napig. A kontrollcsoport allatait
2 L mesterséges vizben tartottuk a kisérlet alatt, amely eredetileg < 0,000001% oldoszert
tartalmazott (az oldoszer hatasa nem volt kimutathatd; a progesztogén expozicioval
azonos kozeg kialakitasara torekedtiink). A tankok vizét hetente harom alkalommal
cseréltilk a csoportokban a kivant kezelési progesztogén koncentraciok fenntartasa

érdekében. A kivant kezelési koncentracidkat minden alkalommal ujra bedllitottuk a
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munkaoldatokat felhasznalva. A 21 napos expozici6 soran az allatokat hetente haromszor

etettiik egyenlé mennyiségii (atlagosan 3,5 g/egyed) salataval.

4.2.2 A D. magna

A 21 napos progesztogén (PRG, LNG, GES, DRO) kezelésekhez (1, 10, 100 és 500 ng
L) a fiatal egyedeket (< 24 6ra) egyenként helyeztiik el egy-egy 150 mL-es f6z8poharba
(n=6 allat/csoport) (8. dbra). Az ismétlések szama kezelésenként harom volt (6sszesen
: n=90 allat). A kontroll csoportba tartozd
- 4llatok vize eredetileg < 0,0001% olddszert
tartalmazott. Az olddszer hatdsa nem volt
megfigyelhetd. Tekintettel arra, hogy a
vizsgalatokhoz hasznalt progesztogének
| instabilla valnak vizes oldatban (Kumar és

mtsai, 2015; Ojoghoro és mtsai, 2017), a

vizet hetente haromszor lecseréltiik, és a
8. abra: D. magna 21 napos progeszteron hormonokat jbdl hozzaadtuk a névleges
kezelése 130 mL-es Joz0poharakban koncentraciok eléréséhez. A 21 napos
kisérlet soran az allatokat hetente haromszor etettiik.
A GST enzim expresszidjaban ¢s aktivitasaban bekdvetkezd valtozasok
vizsgalatahoz a fiatal egyedeket 500 mL-es {iivegpoharakban tartottuk (n= 20
allat/csoport) és 6 napig kezeltiik ket a progesztogének (PRG, LNG, GES, DRO)

keverékével. Az ismétlések szadma kezelésenként harom volt. A kezelések eldtt a fiatal

egyedeket 2 oran at akklimatizaltuk mesterséges vizben.
4.3 L. stagnalis kisérletek

4.3.1 Embrionalis fejlodés

A L. stagnalis embriok fejlddése egy atlatszo, kocsonyas petezsakban (9. dbra) torténik
koriilbeliil 22-25 °C-on, altalaban 10-15 napig (Marois és Croll, 1991). Az embrionalis
fejlédés morfologiai, morfometriai illetve viselkedésbeli valtozasait Morill (1982) ¢és
Mescheriakov (1990) megfigyelései alapjan készitett sematikus dbra segitségével
kovettiik nyomon a kiséreltek soran (lasd 5. abra). A kontroll illetve a kezelt embriok
fejlodését az elsé naptol kezdve a kikelésig egy DFC3000G (Leica) digitalis
fényképezdgéppel felszerelt Leica M205¢ sztereo mikroszkop segitségével figyeltiik

meg.
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9. dbra: Atnézeti kép a L. stagnalis petezsikrol (A); B — kapszula (tojds); C — megtermékenyitett
petesejt (zigota)

4.3.2 Viselkedési tesztek

4.3.2.1 Embriok

Voronezhskaya (1999) ¢és Filla (2009) megfigyelései alapjan az embriok
szivirekvenciajanak valtozasait, a kapszula falan torténd
csisz0 mozgéds aktivitdsat, illetve a reszeldnyelv
oltogetések szamanak valtozasait a kontroll, illetve
kezelt csoport embrioi kdzott a fejlédés E65%, E85% és
E95% stadiumaiban figyeltiik meg. A fentebb emlitett
vizsgalatok kozil a szivverést illetve a radula
Oltogetések szamat 2 percig szamoltuk (mivel ezek
gyors viselkedési valtozasoknak tekinthetdek), a
kapszulan beliili mozgasokat 4 percig kovettiik (lassu
viselkedés) egy Leica M205¢ tipusu
sztereomikroszkoppal (10. dbra). A progesztogén

kezelés altal kivaltott szivfrekvencia  valtozas

megfigyelése soran az egyedeket jellemzd természetes

10. abra: Well plate kisérlet, ahol o o
eqy petezsakbol szarmazo, iker  Variancia magas volt, amely a nagy szorasok

embriok szivfrekvencidjat

e kovetkeztében elfedte a varhatd kiilonbségeket. Ennek
vizsgaltuk

kikiisz6bolésére, a szivverések szamanak valtozasat a
kontrollhoz viszonyitott relativ szivritmus értékekkel szamoltunk OriginPro 2018

program segitségével. A radula oltdgetések és a kapszulan beliili csuszd6 mozgasok
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valtozasanak dabrazolasdhoz nem volt sziikség a relativ értékek szamoldsara. Az

ismétlések szama kezelésenként harom volt, minden viselkedési teszt esetében.

4.3.2.2 Felnétt egyedek
Vizsgaltuk a feln6tt csigdk taplalkozasi és mozgési viselkedésének valtozasait. A

taplalkozasi kisérletek soran a csigakat egyesével helyeztiik ki 150 mL-es Petri csészékbe,

a képen lathat6 elrendezésben (11. dbra).

11. abra: A taplalkozasi teszt kisérleti elrendezése

A taplalkozasi magatartas a reszeld nyelv, azaz a radula 6ltdgetésben nyilvanul
meg, mint magatartdsi forma, amely a //. dbran bemutatott kisérleti elrendezésben a
tilkkros rendszer segitségével nyomon kovethetd és detektdlhatd (Kemenes és mtsai,
1986). A kisérlet els6 1épése a vizteszt, amely a spontan taplalkozasi aktivitast mutatja
meg. A vizteszt soran 90 mL mesterséges vizet tartalmazo Petri csészékbe egyesével
helyezziik ki az allatokat, majd a 10 perc akklimatizacidé utan 5 mL csigavizet adunk
fecskendo segitségével az edényekbe. Ez utan szamoljuk a viz altal ,,indukalt” harapasok
szamat 2 percig (spontan, felfedez6 harapasok). Ezt koveti a cukorteszt. A cukoroldat egy
er0s kémiai inger a taplalkozasi magatartas kivaltasahoz, igy ezzel az oldattal mindig,
minden koriilmény kozott képesek vagyunk taplalkozast stimulalni az egyes allatok
esetében a hormonkezelések eldtt és utan egyarant. Fecskendd segitségével 5 mL 20%-
os cukoroldatot adunk a csigaknak, majd szintén 2 percig szamoljuk a kivaltott harapasok
szamat, mind a kontroll, mind pedig a kezelt csoportok esetében. Végiil, a cukorra kapott
harapasok szamabol kivonjuk a viztesztben kapott harapdsok szamat (hattér). A
kisérleteket a progeszteron kezelés 21. napjan végeztiik.

A felnétt egyedek mozgdsi aktivitasdnak vizsgalata soran a kontroll illetve a

progesztogén keverékkel kezelt csigakat egyenként helyeztiik egy- egy kisérleti tartalyba
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(10 x 20 x 5 cm, (Salanki és mtsai, 2003)) a kezelések 21. napjan (12. dbra). 10 perc
akklimatizaciot kovetden a kisérleti allatok altal megtett Gitvonalat 4 percig ,,white board”
marker segitségével jeloltiik, majd a befejezés utan minden esetben digitalis fényképeket
készitettiink a megjel6lt utvonalrol egy Nikon D5100 kamera segitségével. A képek
alapjan az egyes allatok altal megtett utat Mousotron8.2 freeware szoftver segitségével,
(BlackSun, www.techspot.com/download) cm-ben hataroztuk meg.

12. abra: Felnott csigak mozgdsi aktivitasanak vizsgalata - jelolve 4 percen keresztiil a megtett
utvonalat az 1, illetve az 500 ng*L-es csoportok esetében (reprezentativ dbra).

4.3.3 Molekularis és sejtes vizsgalatok

4.3.3.1 Nukleotid szekvenalas, bioinformatika

Nukletoid szekvenalashoz a csigak (n=15) teljes idegrendszerét Kipreparaltuk és
homogenizaltuk TRI reagensben (#93289, Sigma-Aldrich) TissueLyser LT (QIAGEN)
késziilékkel. Az RNS-t a Direct-zolTM RNA MiniPrep kit (#R2050, Zymo Research)
segitségével izolaltuk. A mintdk RNS tartalmat Qubit BR RNA Kit (#Q10211,
ThermoFisher) hasznalataval kvantifikaltuk, majd mindségi ellendrzést is végeztiink
Agilent Bioanalyzer 2100 késziilékkel és RNA 6000 Nano Kit-el (#5067-1511, Agilent).
Nanopore szekvenaldsi modszert hasznaltuk az evolucidsan konzervalt szignal
transzdukcidos molekulak azonositdsahoz. A szekvenélashoz sziikséges konyvtarat a
cDNA-PCR Kit (#SQK-PCS108, Oxford Nanopore Technologies) segitségével
készitettiik. A mintakat MinION késziilékkel szekvenaltuk R9.4.1 tipusu aramlasi cella
(#FLO-MIN106) segitségével. A szekvenalas soran a Guppy v3.2.2 szoftverrel
dolgoztunk. Relevans human szekvenciakat (p38alpha and JNK 1) az NCBI adatbazisbol
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(#NP_001306.1; #P45983.2) hasznaltunk referencia szekvenciaként. Az adaptereket,
illetve olyan szekvencidkat, amelyek belsé adaptert tartalmaztak (kiméra ’read’),
Porechop v0.2.4 (Wick és mtsai, 2018) szoftverrel tavolitottuk el. A ’read’-ek
Osszeszerelése €s a konszenzus szekvenciak létrehozdsa a CLC Genomimes Workbench
v12.0.3 software de novo pipeline (QIAGEN) hasznélataval valosult meg.

A kapott szekvencia eredményeket feldolgoztuk. A szekvencia korrekciohoz a
konszenzus szekvenciakat dsszehasonlitottuk a L. stagnalis elézetes genom adatokbol
szarmaztatott virtualis cDNS szekvencidkkal (Illumina szekvenalassal), amelyekhez
konzorciumi partnerként hozzaférésiink van (a teljes genom publikacio folyamatban van).
A L. stagnalisban azonositott szekvenciakat (p38alpha és JNK1) feltoltottilk az NCBI
nukleotid adatbazisba (#MW322711; #MW322712) majd konzervalt domén keresést
végeztiik az NCBI CDD/SPARCLE (Marchler-Bauer és mtsai, 2017; Lu és mtsai, 2020)
szoftverrel, hogy ellendrizziikk azt, hogy a kulcsrégiok valoban megtaldlhatéak-e a

kovetkeztetett funkcionalis fehérje szekvencidkban.

4.3.3.2 DJ-1 ELISA

Kontroll (n=6) és 10 ng L™ progesztogén kezelt (n=6) csigak teljes idegrendszerét
Kipreparaltuk, homogenizaltuk 100 pL higité oldatban (1% szarvasmarha szérum albumin
[BSA] PBS-ben oldva, pH=7,3), centrifugaltuk (8000 g, 10 perc, 4°C) és a feliiluszokbol
ELISA technikaval (DuoSet ELISA Kit-R&D systems, RDDY8136-05) kvantitativ DJ-1
fehérje meghatarozast végeztiink a gyarto altal eldirt protokoll szerint. A DJ-1 protein
szekvenciajat kutatocsoportunk korabban mar azonositotta (#MT153192.1) a L. stagnalis
kozponti idegrendszerében és igazolta, hogy az evolucidsan erésen konzervalt (Fodor és
mtsai, 2020c). A kisérletekhez hasznalt DJ-1/PARK7 DuoSet ELISA Kit-et sikeresen
alkalmaztuk korabban a célfehérje kvantitativ elemzésére a bodorkaban (Rutilus rurilus)
is (Maasz és mtsai, 2017).

Els6 Iépésben a mintahelyekre kikotottiik a DJ-1 specifikus elsddleges antitestet
(#844090) 0,8 g mL™* mennyiségben (100 pL/lemez) és inkubaltuk szobahdmérsékleten
az ¢éjszaka folyaman. A mintahelyeket a mosast kovetéen (0.05% Tween-20 in PBS, pH
7.2-7.4) szobahémérsékleten 1 oran at blokkoltuk (300 puL/lemez, 1% BSA in PBS, pH
7.2-7.4), majd mosas utan 100 pL DJ-1 standard (#844092) higitasi sort (0,313; 0,625;
1,25; 2,5; 5 ng mL'l) ¢s 100 pL szovethomogenizatum mintat adtunk a megfeleld
mintahelyekhez. 1 6ran at ismételten inkubaltuk azokat szobahdmérsékleten. Ismételt

Mosés utdn a mintdkhoz higité oldatban 45 ng mL™ koncentracioban feloldott masodlagos
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antitestet (#844091) adtunk (100 uL/lemez), majd tovabbi 2 6ran at szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Ezt kovetéen higité oldatban oldott steptavidin-HRP-t (1:40) adtunk a
mintahelyekhez (100 pL/lemez) és tovabbi 20 percet sotétben inkubaltuk Oket. Az
enzimreakciot 3,3',5,5'-Tetramethyl-benzidine (TMB, #T0440; Sigma Aldrich) el6hivo
oldattal intenzifikaltuk, majd 20 perc sotétben valo el6hivast kovetden a reakciot tomény
kénsavval (2N) allitottuk le. Az immun komplex jelenlétére utaldo kék szin optikali
denzitasat ELISA-lemez olvasoval (Victor3 1420 t6bb csatornas szamlalod, PerkinElmer)
mértiik, 450 nm hulldmhosszon. A mérést harmas paralel elrendezésben végeztiik,
korrekcids hattérkivonassal (550 nm), végil a mintdk DIJ-1 tartalmdt szoveti
koncentraciora (ng/mg szovet) szamitottuk at. A metodikai kontrollokat elsédleges és
masodlagos antitestet tartalmazo higitasi oldatokkal végeztiik 3 ismétlésben, 2 oOras

inkubalassal, szobahdmérsékleten.

4.3.3.3 MAPK microarray

A progesztogén kezelés MAPK utvonalakra gyakorolt lehetséges hatasainak vizsgalatat
a Human Phospho-MAPK Array Kit (Biomedica Hung., Budapest, Hungary)
segitségével végeztiik. A kontroll (n=6) és a 10 ng L™ progesztogén keverékkel (PRG,
DRO, LNG, GES) kezelt (n=6) csigak teljes idegrendszerét Kipreparaltuk, és
elokészitettik MAPK array-hez.

A felcseppentett antitesteket tartalmazé membranokat 1 6ran at blokkoltuk a
gyarto altal mellékelt protokoll szerint, majd hozzaadtuk a rekonstrualt mésodlagos
antitest koktélt, és egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk azt a homogenizalt mintakkal.
Mosas utan steptavidin-HRP-t adunk a mintakozeghez, majd a membranokat
kemilumineszcens reagenssel inkubaltuk. Az immunjel kialakuldsa utin a reakciot
leallitottuk és a membranokat mostuk, majd kiértékeltiik az eredményt. A kapott adatokat
ImageJ szoftverrel kvantitativ elemeztiik. Korabbi eredmények (Sadamoto és mitsai,
2004) és a dolgozatban azonositott szekvencia adatok alapjan a L. stagnalis-ban, a CREB
fehérje (#BAC20140.1), a p38alpha és JNK1 nagy hasonlosagot mutatott a relevans

human szekvenciakkal.
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4.4 D. magna kisérletek

4.4.1 Novekedés és reprodukcios valtozasok

A D. magna novekedésének és szaporodasanak (peteképzés) megfigyelését LEICA
M205C sztereomikroszkoppal (BioMarker Ltd, Magyarorszag) végeztik, majd a
novekedés dinamikajat (testméret valtozasa) LAS szoftver segitségével mértiikk meg
(verzio: 4.12). Az allatok testméretét (heti harom alkalom) az ellipszis kozelité
kertiletének képletével (1) hataroztuk meg. Az ellipszis kozelité keriiletének (K)
képletében az "a" az allat anterior -poszterior, a "b" pedig az allat dorzalis - ventralis

tengelyét jeloli.

mab + (a — b)?

WK~ 4+—275

4.4.2 Molekularis és sejtes vizsgalatok
4.4.2.1 A GST expresszios szintjének vizsgalata

Az RNS mintakhoz a kontroll, illetve a kezelt csoportok azonos koru 20-20 egyedét
golyos-malom segitségével (TissueLyser LT, QIAGEN) TRI reagensben (#93289,
Sigma-Aldrich) homogenizaltuk. Az RNS-t a Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (#R2050,
Zymo Research) alkalmazasaval izolaltuk a gyartd utasitasai alapjan. Az RNS
mennyiségeket Qubit 4.0 eszkozzel (#Q33238, Thermo Fisher Scientific) és Qubit BR
RNS Kit (#Q10211, Thermo Fisher Scientific) segitségével kvantifikaltuk. A 200 ng RNS
standardizalast kovetéen cDNS-t készitettiik a RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (#K1631, Thermo Fisher Scientific) hasznalataval, majd a kapott cDNS-t
felhasznalva kvantitativ real-time PCR-t végeztiink. Minden reakcioelegy 10 pL volt, ami
5 uL 2X PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix-et (ROX referencia festékkel)
(A25741, Thermo Fisher Scientific), 3,0 uL desztillalt vizet, 1 uL cDNS mintat és 1 pL
primer part (10 uM) tartalmazott, ami szelektiven amplifikalta a GST-t, vagy a p-actin-t.

Az alkalmazott primer parokat Liu és mtsai (2017) munkaja alapjan adoptaltuk:
forward primer a GST-re: GGG AGT CTT TTA CCA CCG TTT C; reverse primer a
GST-re: TCG CCA GCA TAC TTG TT; forward primer a B-actin-ra: GCC CTC TTC
CAG CCC TCA TTC T; reverse primer B-actin-ra: TGG GGC AAG GGC GGT GAT
TT. Minden reakcidelegyet egy 96-lyukti mikrolemezben készitettiink el, 3 ismétlést
végezve. A PCR reakcio kondicioi a kdvetkezéek voltak: 50 °C 2 percig, 95 °C 2 percig
(holding stage); 40 ciklusban 95 °C 3 masodpercig, 60 °C 30 masodpercig (cycling stage)

44



StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies) késziilék
és StepOne™ (version 2.3) software haszndlatival. A mérés végén olvadasi gorbe
analizist végeztiink (0,3 fokonként 60-95 °C ko6z6tt), hogy ellenérizziik a PCR termék
specifitasat. A GST relativ mRNS expresszidjat Ct (AACt) moddszerrel hasonlitottuk
Ossze a kontroll és a kezelt csoportbol szarmazoé mintak esetében, a B-actint mRNS
expressziods szintjéhez viszonyitva (endogen kontroll, a kezelések indukalt hatasatol

fliggetlen molekula, igy szintje allando).

4.4.2.2 A teljes fehérjetartalom és a GST enzim aktivitasa

A GST enzim aktivitasat a teljes fehérje tartalom alapjan hataroztuk meg, igy el6szor
megmértiik az egyes mintak teljes fehérje tartalmat (/3. dbra). A méréshez 20-20 db
azonos koru feln6tt kontroll és kezelt D. magna egyedét hasznaltuk. A fagyasztott
allatokat homogenizaltuk golyds-malom segitségével (TissueLyser LT, QIAGEN), 150
uL foszfat puffer sboldatban (PBS, pH=7,4). A homogenizatumot centrifugaltuk (8000 g
10 percig, 4 © C-on), majd 20-20 uL feliiltiszot hasznaltunk fel a biokémiai mérésekhez.
Csoportonként 20 pL feliiliszohoz 240 uL Bradford-reagenst (#B6916, Sigma-Aldrich)
pipettaztunk, ezzel hataroztuk meg az 6ssz-fehérje tartalmat szinreakcio alapjan. A GST-
aktivitasokat GST Assay Kit-el (#CS0410, Sigma-Aldrich) mértiik, majd a kapott
eredményekbdl a (2) egyenlet alapjan szamitottuk ki azokat. A 8,5 perces sotétben torténd
inkubaci6 utan, a kialakult szinreakciot 340 nm hullamhosszon Victor III. (Perkin Elmer)
plate olvasd segitségével mértiik meg. A kapott abszorbancia értékekbdl ismert
fehérjekoncentracio alapjan elkészitett kalibracios egyenes segitségével hatdroztuk meg
a fehérje tartalmat (nmol/mg/perc). Az enzim aktivitdsanak mérésekor 20 pL
feliiluszohoz 180 pL puffert pipettaztunk. A puffer 6sszetétele: CDNB festék (100 mM)
100 pL, L-glutation reduced (200 mM) 100 uL és GST puffer (pH=6,6) 9,8 mL. Az

ismétlések szama harom volt.

(AAb534—O)X Vtotal

2) GST aktivitas =
2 akttvitas At X I X € X Vipinta X [fehérje]

ahol ,,AAbsz40” abszorbancia valtozasa 340 nm-es hullamhosszon, ,,V” térfogat, ,,e” az

extinkcios egyiitthato, ,,I” az olvasasi magassag a cellaban.
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13. dbra: Teljes fehérje meghatarozasa Bradford-reagenssel 96-lyukii platen

4.5. Statisztikai vizsgalatok

A L. stagnalis kisérletek statisztikai elemzéseit az OriginPro 2018 (OriginLab Corp.,
Northampton, Massachusetts, USA) szoftver segitségével végeztiik el. Az adatok
normalitdsat Shapiro-Wilk teszt alkalmazéasival, a variancidk homogenitasat pedig
Levene statisztikdval vizsgaltuk. Az embriok kikelésének dinamikdjahoz, a
pulzusszamukhoz ¢s a taplalkozasi aktivitasukhoz két-utas ismételt ANOVA-t
alkalmaztunk, hogy vizsgaljuk a kezelési id6, a koncentraciok és azok interakcidinak
hatasat. Ezt az elemzést egy-utas ANOVA ¢és Scheffe post-hoc teszt kovette, hogy
azonositani tudjuk a kontroll és a kezelési csoportok kozotti statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket egy adott iddpontban. Az embriok kapszuldn beliili mozgasanak
vizsgalatahoz, illetve a felnétt egyedek taplalkozasi és mozgasi aktivitasanak
valtozasahoz szintén egy-utas ANOVA-t és Scheffe post-hoc tesztet végeztiink a kontroll
¢s a kezelt csoportok kozott. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik
P <0,05 (*), P <0,01 (**) és P <0,001 (***) esetén. Az abrakon talalhat6 hibasavok az
atlag + szorast jelzik. A cellularis proteinek mennyiségi kiilonbségeit kétmintas t-teszt
segitségével elemeztiik.

A D. magna kisérletek statisztikai elemzéseihez szintén az OriginPro 2018
szoftvert hasznaltuk. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszt alkalmazasaval, a
variancidk homogenitasat pedig Levene statisztikajaval vizsgaltuk. Az egyedek
testméretének novekedéséhez két-utas ismételt ANOVA-t alkalmaztunk, hogy vizsgaljuk

a kezelési 1d0, a koncentraciok és azok interakcidinak hatasat.
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Ezt az elemzést egy-utas ANOVA és Scheffe post-hoc teszt kovette, hogy azonositani
tudjuk a kontroll és a kezelési csoportok kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
egy adott idopontban. A reprodukcid (egy egyedre jutdé maximalis peteszam) esetében a
Levene teszt a varianciak inhomogenitasat mutatta, ezért a nem parametrikus Kruskal-
Wallis tesztet alkalmaztuk Dunn post hoc teszttel. Az enzimaktivitas adatait egy-utas
ANOVA-val elemeztiik Scheffe post-hoc tesztet alkalmazva. Az expresszios adatokat
logaritmizaltuk és egy-utas ANOVA-val elemeztilk Scheffe post-hoc teszttel. A
kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik P <0,05 (*) és P <0,01 (**)

esetében. Az abrakon talalhat6 hibasavok az atlag + szorast jelzik.
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5 EREDMENYEK

5.1. A kezelések hatasa a csigaembriok fejlodésére

A teljes kezelés (15 nap) alatt egyetlen alkalmazott progesztogén-koncentracional sem
tapasztaltunk mortalitast. A kronikus progesztogén kezelések L. stagnalis embrionalis
fejlédésére gyakorolt hatasanak eredményeit az 14. dbrdn, a 10. embrionalis naptol

kezdve mutatjuk be.
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14. abra: L. stagnalis embriok kikelésének dinamikdja a progesztogén kezelések sordn. A fekete
szaggatott vonal jelzi a kontroll csoportot, kék szinnel az 1 ng L™; zold szinnel a 10 ng L'™; piros
szinnel a 100 ng L™, narancssdrga szinnel pedig az 500 ng L™-es csoportot jeloltiik. *- a kontroll
és a kezelt csoportok kozotti szignifikans eltéréseket jeloli P <0,05 szignifikancia szinten
vizsgadlva. Az abrakon talalhato hibasavok az adatsorok szordsat mutatjak.

A progesztogén expozicid vValamint az embrionalis fejlddés ideje is befolyasolta a
kikelt utodok Osszesitett szamat, valtozast okozott az embriok kikelésében a kontroll
csoporthoz képest. A két-utas ismételt ANOVA mérések szignifikans hatast mutattak az
id6 (megfigyelési nap) [F(5, 60) = 209,49, P <0,0001], a kezelés [F(4, 60) = 20,92, P
<0,0001] ¢és az id6-kezelés interakcidjanak elemzése esetében is [F(20, 60) = 4,26, P
<0,0001]. A tovabbi, adott megfigyelési napokra elvégzett egy-utas ANOVA és a Scheffe
post-hoc teszt alapjan elmondhato, hogy az elsé harom megfigyelési napon (10-12.) nem
talaltunk szigfinikans kiilonbséget a kontroll és kezelt csoportok kozott. A 13. napon, a
kikelés dinamikaja szignifikinsan nétt a 10 és 100 ng L-es kezelt csoportokban [F(4,
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10)= 3,58, P <0,05]. A 14. napra a legtobb embrié mar kikelt a kezelések hatasara (1 ng
L1:9/10; 10 ng L% 10/10; 100 ng L™t: 10/10; 500 ng L*: 10/10), szignifikans novekedést
[F(4, 10)=9,70, P <0,05] mutatva a kontroll csoporttal szemben (atlagosan 5/10). A
kontroll csoport 6sszes egyede a 15. napra kelt ki.

A kikelés dinamikajan kiviill megfigyeltilk (5 napon keresztiil) a holyagszem

crer

kontroll csoporthoz képest (/5. dbra).

] - = —kontroll —_—
104 ——10ng

| —»—100ng

Pigmentalt szem{ embriok 6sszesitett szama [db]

T T T T T
60 h 72h 84h 96 h 108 h 120 h
Embrionalis fejlédési idé (6ra)

15. abra: A holyagszem megjelenésének iddbeli lefutasa a fejlédés soran a kontroll (fekete), 10
(z6ld) és 100 ng L™ (piros) progesztogén (PRG, LNG, GES, DRO) hormon keverékkel kezelt
csoportok esetében. A fotokon azonos fejlédési napon lathaték a kontroll és a 100 ng L™
csoportokbol véletlenszertien valogatott ikerembriok. A fehér nyilak a feketésen pigmentalt
holyagszemet jel6lik az embrioban.

A progesztogén expozicio Valamint az embrionalis fejlodés ideje is befolyasolta a
holyagszem megjelenését. A két-utas ismételt ANOVA mérések szignifikdns hatast
mutattak az id6 (megfigyelési nap) [F(5, 177) = 52,02, P <0,001], a kezelés [F (2, 177) =
16,37, P <0,001] és az id6-kezelés interakciojanak elemzése esetében is [F (10, 177) =
2,67, P <0,01]. A tovabbi, adott megfigyelési idore elvégzett egy-utas ANOVA ¢és a
Scheffe post-hoc teszt alapjan elmondhato, hogy a 100 ng L™ -es csoport egyedeiben mar
a 84. 6raban megjelennek a holyagszemek a kontroll csoporthoz képest (P <0,05). A 96.
o6ratol a 10 ng L -es csoport egyedeiben is megjelennek a szemek a 100 ng L™ -es csoport
tovabbra is szignifikans kiilonbséget mutat [F(2, 6)=27,1 P <0,05 és P <0,001). A 108.
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oraban a szignifikans kiilonbség még mindig fennall a kezelt csoportok egyedei és a

kontroll egyedei kozott [F(2, 6)=61 P <0,01 és P <0,001).

5.2 Az embrionalis viselkedési formakban megfigyelt valtozasok

A kezelések hatdsara kialakuld szivfrekvencia valtozéasat, amit E65-75%-os fejlettségii
embriokban néztink, az 16. abra szemlélteti. A két-utas ismételt ANOVA mérések
szignifikans hatast mutattak az id6 (megfigyelési nap) [F(5, 444) = 155,54, P <0,05], a
kezelés [F(4, 444) = 81,02, P <0,05] és az id6-kezelés interakcidjanak elemzése esetében

[F(20, 444) = 11,67, P <0,05] is.
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16. abra: Az embriok relativ pulzusszama a 6. fejlodesi naptol (1 megfigyelési nap) kezdddden. A
fekete szaggatott vonal a kontroll csoportot jelzi (6nmagdra standardizdalva, y = 1), mig a)
progesztogén hormonkeverékkel kezelt csoportok relativ pulzus szama az eredeti kontroll
értékekre lett standardizalva. Kék szinnel az 1 ng L™ zold szinnel a 10 ng L™, piros szinnel a 100
ng L narancssdrga szinnel pedig az 500 ng L™ -es csoportot jeléltiik. *- a kontroll és a kezelt
csoportok kozotti szignifikans elteréseket jeloli P <0,05 szignifikancia szinten vizsgalva. Az

abrakon talalhato hibasavok az adatsorok szorasat jelzik. Az embriorol késziilt beszurt foton a
piros kor a szivet jeloli a hati oldal jobb oldalan.

A tovabbi, adott megfigyelési napokra elvégzett egy-utas ANOVA ¢és a Scheffe
post-hoc teszt eredményei azt mutattdk, hogy nem volt szignifikans kiilonbség a
szivritmus véltozasaban a kontroll és az 1 ng L-es csoportok kozott. A 100 ng L1-es

progesztogénnel kezelt csoport embridi szignifikansan magasabb pulzusszamot mutattak
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a2.[F(4,71)=10,89] és a 3. [F(4, 71)=40,28, P <0,05) megfigyelési napokon. A 4. [F(4,
71)=27,09, P <0,05] és 5. [F(4, 71)=37, 50, P <0,05] megfigyelési napokon a 10, 100 és
500 ng L™ —es kezelt csoport embridinak pulzusa szignifikansan nétt, 2,1; 2,2 és 2,4-
szeres maximalis, relativ valtozasokat mutatva. A fejlodés elérehaladtaval, a kikelés el6tt
(6. megfigyelési nap) ez a szignifikansan [F(4, 71)=10,68, P <0,05) felgyorsult
szivfrekvencia a kezelt csoportokban mar csak 1,5-szér volt magasabb a kontroll
egyedekben mérhetd standard értékeknél.

Az embri6 koriilbeliil E80%-os fejlettségi allapottol kezdve mar a felndttekhez
hasonl6 mozgasformat mutat és a kapszula belsd falan, a talpan elhelyezkedd csillok
segitségével ,,cstiszkal” (Voronezhskaya és mtsai, 1999). Az intrakapszularis mozgast 3
napig kovettilk nyomon, az embrionalis fejlédés E80% - E90% kozotti szakaszaban (17.

abra).

*%
*%
3 * *
14
12
84
64
i)
2]
=

kontroll 1ng 10 ng 100 ng 500 ng

intrakapszularis tér

Csuszasi aktivitas [360°-os fordulat 6sszesitett szama / 4 perc]
)
1

Kezelési csoportok

17. dbra: Az embriok intrakapszullaris térben megfigyelt mozgdsi aktivitdsa. Az oszlopdiagramok
(fekete oszlop — kontroll, kék oszlop - 1 ng L™, zéld oszlop - 10 ng L, piros oszlop - 100 ng L™,
narancssarga oszlop - 500 ng L) embridi dltal 4 perc alatt megtett iit hosszdt mutatjdk a kapszula
belsd falan megtett 360°-0s teljes fordulatok (korkoros csiiszé mozgasok) dsszesitett szamaban
kifejezve. *- a kontroll és a kezelt csoportok kozotti szignifikans eltéréseket jeloli P <0,05 és **
P <0,01 szignifikancia szinten vizsgalva. Az abrakon taldlhato hibasdavok az adatsorok szordsat
jelzik (10 embrio / csoport / ismétlés).
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Az egy-utas ANOVA [F(4, 10) = 69,05; P <0,05] és post-hoc teszt eredményei azt
mutattak, hogy ebben az idészakban az embridk intrakapszullaris térben vizsgalt csiiszd
mozgasanak kumulativ szama az 1 (14,00 + 0,58; P <0,05), 10 (14,33 + 0,33; P <0,05),
100 (17,00 +0,57; P <0,01) és 500 (18,33 + 0,33; P <0,01) ng L™ —es kezelt csoportokban
szignifikansan nétt a kontrollhoz (8,66 + 0,33) viszonyitva.

Az embriok E95%-os fejlodési stadiumban ritmikusan ki6ltik, majd visszahuzzak
a reszeldnyelviiket (radula). Ez a viselkedésforma is hasonlit mar a feln6tt allat
taplalkozasi viselkedéséhez (Voronezhskaya as mtsai, 1999), vagyis az embrié mar a
kikelés eldtt felkésziil a kapszulan kiviili életre. Az embridk fiktiv taplalkozasanak
valtozasat (radula oltogetések szama) a 10. embrionalis naptol kezdve kovettiik, amit 18.

abra szemléltet.
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18. dbra: Az embriok taplalkozasi aktivitasanak valtozasai a kikelés el6tti napokban. Az abran a
radula oltdgetések szama lathato 2 perces iddintervallumban szamolva a kontroll és a kiilonbéozé
kontroll, kék -1 ng L™, z6ld - 10 ng L™, piros - 100 ng L™, narancssdrga - 500 ng L™). *- a kontroll
és a kezelt csoportok kozotti szignifikans eltéréseket jeloli P <0,05 szignifikancia szinten
vizsgalva. Az dabrakon talalhato hibasavok az adatsorok szorasat jelzik (10 embrio / lemez /
ismétlés). A beszurt foton a fehér nyilhegy a szajnyildst jeldli a pofa also részén a két feketén
pigmentalt holyagszem kézott.
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A két-utas ismételt ANOVA mérések szignifikans eltéréseket mutattak az id6
(embrionalis fejlédési nap) [F(5, 115) = 18,17; P <0,05] és a kezelés [F(4, 115) = 3,78; P
<0,05] esetében, de nem eredményezett szignifikans hatast az idé-kezelés interakciojanak
elemzése [F(20, 115) = 1,03; P >0,05]. A tovabbi egy-utas ANOVA és a post-hoc tesztek
azt mutattdk, hogy a kontroll és az 1 ng L progesztogénnel kezelt csoport kozott nem
volt szignifikans kiilonbség a teljes megfigyelési idOszak alatt. Az els6 héarom
megfigyelési napon, a statisztikai tesztek alapjan nem figyeltink meg szignifikans
kiilonbségeket a kontroll és a 10, 100 és 500 ng L kezelt csoportok kozott sem.
Ugyanakkor a 13. [F(4, 27)=3,93, P <0,05] és 14. [F(4, 29)=6,23, P <0,05] embrionalis
napokon a radula 6ltdgetések szama szignifikansan megnovekedett a 10, 100 és 500 ng

L1-es csoportokban egyarant.

5.3 A felnott csigak mozgasi és taplalkozasi aktivitasa
Megfigyeléseink alapjan, a kronikus progesztogén kezelések jelentds valtozasokat
indukaltak az embriokhoz hasonldan a felnétt csigak esetében is. A mozgasi aktivitasok

valtozasat a 19. dbra mutatja.

Mozgasi aktivitas [cm / 4 perc]

kontroll 1ng 10 ng 100ng 500 ng
Kezelési csoportok

19. abra: A felnétt csigik mozgdsi aktivitasanak megvaltozasa a progesztogén kezelések
hatasara. Az oszlopdiagramok a csigak daltal megtett atlagos ut hosszat szemléltetik
centiméterben, 4 perces megfigyelési idoszak alatt a kiilonbozo koncentracioju kezelési
csoportokban (fekete oszlop - kontroll, kék oszlop - 1 ng L™, z6ld oszlop - 10 ng L™, piros oszlop
- 100 ng L, narancssdrga oszlop - 500 ng L™). *- a kontroll és a kezelt csoportok kozétti
szignifikans eltéréseket jeloli P <0,05 és ** P <0,01 szignifikancia szinten vizsgalva. Az abrakon
talalhato hibasdvok az adatsorok szordsat jelzik (12 felnétt / csoport / tartdly / ismétlés).
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Az egy-utas ANOVA [F(4, 55) = 34,92; P <0,05] és post-hoc teszt eredményei azt
mutattak, hogy az 1, illetve 10 ng L kezelt csoport egyedei atlagosan révidebb tavolsagot
tettek meg (8,75 + 0,84, illetve 7,08 £ 0,76 cm, P <0,01), mint a kontroll csoport egyedei
(15,16 £ 0,74 cm), amely a mozgasi aktivitas szignifikans csokkenését jelentette a megtett
ut hossza alapjan. Ezzel szemben a mozgasi aktivitas szignifikans novekedést mutatott a
100 ng L kezelt csoportokban (19,08 + 1,06 cm, P <0,05) a kontroll csoport mért
értékeihez képest, ugyanakkor az 500 ng L csoport mozgasi aktivitasa (17,25 + 1,01 cm)
nem mutatott szignifikans kiilonbséget.

A taplalkozasi aktivitas, azaz a cukorral kivaltott ritmikus radula oltdgetések
(harapasok) szama szintén valtozott a hormonkezelések soran. Ennek eredményeit

mutatja be a 20. dbra.

Taplalkozasi aktivitas [harapasok szama / 2 perc]

kontroll 1ng 10 ng 100ng 500 ng
Kezelési csoportok

crer

progesztogen kezelések hatasara. Az abran a 2 percig szamolt atlagos harapasok szamat tiintetjiik
fel. A fekete oszlop a kontroll csoportot, a kék oszlop az 1 ng L, a z6ld oszlop a 10 ng L™, a piros
oszlop a 100 ng L™?, a narancssdrga oszlop pedig az 500 ng L™ -es kezelt csoportot jeloli. *- a
kontroll és a kezelt csoportok kozotti szignifikans eltéréseket jeloli P <0,05 szignifikancia szinten
vizsgalva. Az dbrakon taldlhaté hibasdvok az adatsorok szérdsdt jelzik (12 felnétt / csoport /
tartaly / ismétlés). A beszurt abran egy felndtt egyed nyitott szdajnyilasan keresztiil kioltott radulat
jelol a kek nyil a taplalkozdsi magatartds soran.

Az egy-utas ANOVA [F(4, 49) = 23,08; P <0,05] és post-hoc teszt eredményei azt
mutattdk, hogy a kontroll csoporthoz képest (25,22 + 2,25 harapasszdm) az 1 ng L*
csoportban latszolag megnovekedett az atlagos harapasok szama (30,36 + 1,67, P >0,05),
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de ez nem volt szignifikans eltérés. Ugyanakkor ldthatd, hogy a 10 ng L™ progesztogénnel
kezelt feln6tt allatok esetében mar szignifikans volt az eltérés (33,88 + 2,10, P <0,05). A
100 és 500 ng L* csoport egyedeinél pedig ugyanez szignifikinsan csokkent (16,61 =+
1,19 és 17,16 £ 1,14 harapasszam, P <0,05) a kontroll csoporthoz képest. Ezek a
valtozasok ellentétes iranytiak a mozgasi aktivitds esetében tett megfigyelésekkel.
Megallapitasaink szerint a progesztogén kezelések nemcsak az embriokra, hanem a

feln6tt egyedekre is hatnak.

5.4. Azonositott stressz-aktivalt protein kinazok
A L. stagnalis kozponti idegrendszerének neuronjaiban talalhatdo transzkriptek

szekvenalasa utan sikeresen azonositottuk a p38alpha és a JNK-1 stressz-aktivalt

crer

a prediktalt fehérje pedig 358 aminosav (21. dbra), mig a INK-1 kodolo régidja 2448 bp,
a prediktalt fehérje 414 aminosav hossza (22. dbra). Mindkét fehérje szekvencia esetében

azonositani tudtuk a ra jellemz6 konzervalt domént is (SKTc_38 és SKTc JNK).
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21. dbra: p38alpha kodolo régioja
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22. abra: INK-1 kodolo régioja

5.5. Cellularis valtozasok a kozponti idegrendszerben

Miutéan azonositottuk a metabolikus és kornyezeti stressz-indukalt cellularis valaszokban
szerepet jatszo kulcsmolekulakat (p38alpha és JINK1), megvizsgaltuk, hogy mas ismert
stresszmarkerekkel egytitt (pl. DJ-1), hogyan valtozott a mennyiségiik a hormonkezelések
hatasara. Méréseink alapjan (23. dabra) a DJ-1 (A panel) koncentracidja szignifikdnsan
csokkent a kezelt csoportban az els6 hét utan [t(10)= 6,224; P <0,001***), de
szignifikansan nétt a harmadik hét végére [t(10)=-3,586; P <0,01**). A CREB (B panel)

¢s a p38alpha (C panel) koncentracigjarol megallapithatjuk, hogy szignifikansan
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emelkedett a kezelt csoportban az elsé hét végére [t(10)=-2,485; P <0,05*; t(10)=-2,836;
P <0,05*], azonban szignifikansan csdkkent a harmadik hét utan [t(10)=2,464; P <0,05%;
t(10)= 3,627; P <0,05*]. Ugyanakkor a JNK1 molekula koncentracidja nem valtozott
kezdetben, de szignifikansan cs6kkent a harmadik hetet kovetéen [t(10)= 7,51131; P
<0,05%*].
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23. abra: A szekvencidlisan azonositott szubcellularis fehérjék kvantitativ elemzése a L. stagnalis
kozponti idegrendszerében. Reprezentativ sandwich ELISA (A) és foszfo-MAPK array (B-D)

crer

crer

allat/csoport) és iddpontokat jeloli. B, C, D — fiiggdleges tengely mutatja a pixel intenzitds
normalizalt értékeit, mig a vizszintes tengely a kiilonbozo kisérleti csoportokat (n=10
dllat/csoport).

5.6 A kezelések hatasa a D. magna novekedésére és szaporodasara
A 21 napos kezelési 1d0 alatt nem tapasztaltunk egyik kezelési csoportban sem
mortalitast. A 24. abra a D. magna novekedését mutatja be a kikelés utani elsé naptol

kezdve.
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24. dbra: D. magna novekedése képekben. Az elsé képen a juvenilis, az utolso képen a kifejlett, 5
napos allat lathato petékkel a koltotasakban.

A két-utas ismételt ANOVA mérés szignifikans eltérést mutatott az idd
(megfigyelési nap) [F(9, 263) = 282,32; P <0,001] és a kezelés [F(4, 263) = 10,41;
P<0,001] esetében, de nem eredményezett szignifikans kiilonbségeket az idd-kezelés
interakciojanak elemzése soran [F(36, 263) = 0,59; P >0,05]. Az 5. megfigyelési napon
latszolag megnovekedett a kezelt csoportok egyedeinek testmérete a kontroll csoport
egyedeihez képest. Ugyanokor az egyes megfigyelési napokra elvégzett egy-utas
ANOVA ¢és a Scheffe post-hoc tesztek alapjan nem volt szignifikans kiilonbség koztiik a
10 napos megfigyelési idészak egyik napjan sem (25. dbra). A latszdlagos ellentmondas
feloldasara elvégeztiink egy tovabbi elemzést az R statisztikai programmal, a toxikologiai
vizsgalatokban altalaban alkalmazott Dunett post-hoc teszttel is. Ennek alapjan
szignifikdnsan megnovekedett minden kezelt csoport egyedének atlagolt testmérete az 5.
megfigyelési napon a kontroll csoport egyedeihez képest (P <0,01). A kiegészit6 teszt
eredményét a Fiiggelék 3. abrajan tiintettiik fel.
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25. abra: A D. magna névekedésének valtozdasa a 21 napos progesztogén kezelés soran. Fekete
szinnel a kontroll csoportot, kék szinnel az 1 ng L™-es, z6ld szinnel a 10 ng L™-es, piros szinnel a
100 ng L-es, mig narancssarga szinnel az 500 ng L™-es csoportot jeloltiik.

A 3. tablazatban foglaltuk Ossze a kezelések hatdsdra megfigyelhetd reprodukcios

valtozéasokat.
Kezelési csoportok Els6 pete megjelenése  Peteszam az elsé Maximalis peteszam
(ng LY (napok) reprodukciéban egyedenként (legttobb
peteszam / egyed)
kontroll 8,75+0,47 4,22+0,48 10,50+0,37
1 7,25+0,25 4,86+0,51 16,05+2,02*
10 6,50+0,28* 5,28+0,67 16,01+1,59*
100 8,00+0,40 5,05+0,85 14,36+1,13
500 7,25+0,62 5,72+0,42 12,06+0,57

e s

progesztogen kezelés soran. A kontrollhoz képest a kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak
tekintettiik P <0,05 (*) esetében (n = 6 dllat | kisérleti csoport / ismétlés). Az értékek atlagait +
szorassal tintettiik fel.

Az egy-utas ANOVA [F(4, 15)=3,9, P <0,05] és post-hoc teszt eredményei azt
mutattak, hogy az elsd peték megjelenéséhez sziikséges napok szama a 10 ng L*

koncentracional (6,50 + 0,28) szignifikansan kevesebb volt, mint a kontroll (8,75 + 0,47)
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csoportban, azonban az elsd reprodukcido soran a peteszamok kozott nem volt
tapasztalhat6 szignifikans kiilonbség.

Az egy egyedre jutdé maximalis peték szama szignifikansan nétt (x>=17,80, P <0,05, n=6)
az 1 ng L™-es (16,05 + 2,02) és a 10 ng L™ -es (16,01 + 1,59) koncentracioknal a kontroll
egyedekhez képest (10,50 + 0,37).

5.7 A GST génexpresszidja és enzimatikus aktivitasanak valtozasa

Célkittizéseink alapjan vizsgaltuk a progesztogén kezelés hatdsara megvaltozo GST
a GST relativ mRNS expressziojat a kontroll szinthez viszonyitottuk. Az egy-utas
ANOVA [F(4, 10) = 29,35; P <0,05] és post-hoc teszt eredményei azt mutattak, hogy a
kontroll csoporthoz képest (1,00 £ 0,17) minden kezelési csoportban szignifikansan
megndtt a GST enzim expresszios szintje (1 ng L 4,56 + 0,17, P <0,01; 10 ng L 4,84
+ 0,20, P <0,01; 100 ng L? 5,35 + 0,39, P <0,001; 500 ng L* 8,00 + 0,07, P <0,001).
Lathato, hogy a Kezelések hatasara, koncentraciofiiggd mértékben szignifikansan

novekszik a GST enzim expresszidja (dozis-valasz hatas).
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26. dbra: A GST enzim expresszio valtozdasa a D. magnaban a progesztogén kezelés hatdsara. A
GST enzim relativ mRNS expresszidjat a LoQz(x + 1) skdlan vizsgaltuk a kontroll szinthez képest.
A gén expresszioja szignifikansan megndtt a (6 napos) progesztogen kezelések utan, az osszes
alkalmazott hormon keverékben. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik P <
0,01 (**); P <0,001 (***) esetében a kontroll csoporthoz képest (n = 20 dllat/ kisérleti csoport)
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A GST enzimatikus aktivitas valtozasai az 27. dabran lathatok. Az egy-utas
ANOVA [F(4, 10) = 11,51; P <0,05] ¢és post-hoc teszt eredményei azt mutattak, hogy
nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll (1,39 = 0,02) és az 1 ng L (1,56 + 0,06; P
>0,05) kezelési csoport kozott. Ugyanakkor a GST enzimaktivitas szignifikansan nétt a
10 (1,69 + 0,06; P <0,05), 100 (1,81 + 0,03; P <0,01) és 500 ng L* (1,66 + 0,01; P <0,01)

progesztogén kezelt csoportokban.

2,0

GST (nmol/perc/mg fehérje)

kontroll 1ng 10 ng 100ng 500 ng
Kezelési csoportok

27. abra: A GST enzimatikus aktivitasanak valtozasa rovid tavu (6 napos) progesztogén kezelés
hatdsa a D. magndban. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik P < 0,05 (*) és
P <0,01 (**) esetében a kontrollhoz képest (n = 20 dllat/ kisérleti csoport).
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6 MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

6.1 Az elvégzett Kkisérletek kornyezeti relevanciaja

Az 1. tablazatban Osszefoglalt irodalmi adatokbdl lathat6d, hogy az altalunk vizsgalt
hatéanyagok széles koncentracio tartoményban (PRG: 0,06 — 9330,00 ng L!; LNG: 0,20
—170,00 ng L'%; GES: 0,61 —8,30 ng L'%; DRO: 0,26 — 4,30 ng L) fordulnak el a felszini
vizekben. A fenti adatok alapjan, kisérleteinkben a kornyezetileg is relevans atlagos 1 és
10 ng L-1, valamint, a kérnyezetben helyenként még mérhetd extrém magas (100 és 500
ng L) progesztogén koncentraciokat alkalmaztunk.

Vizsgalatainkban - modellezve a kornyezeti feltételeket - hormonkeverékkel
dolgoztunk, ahol a progesztogén hormonokat egylittesen, keverék formajaban
alkalmaztuk, ahogy a kornyezetben is el6fordulnak és detektalhatok (Guzel és mtsai,
2019, Avar és mtsai, 2016, Maasz és mtsai, 2019).

A L. stagnalis embriokat szamos Okotoxikologiai vizsgalatban, szamos
megfigyelési végponttal (példaul a kikelés idejének valtozasa) hasznaltdk mar, de a
legtobb tanulmanyban intakt petezsakban 1évé embriokkal dolgoztak (Gomot 1998;
Khangarot és Das 2010; Das és Khangarot 2011). Ugyanakkor ahogyan azt Liu és
munkatarsai altal publikalt kézirat is bemutatja (2013), ahol izolalt és intakt csiga embriok
(Radix auricularia) kadmiummal vald érzékenységét hasonlitottak Gssze, a fejlodé intakt
embridkat korlilvevd zselés anyag megvédi dket a kdrnyezeti hatasoktol. Ez bizonyos
mértékben korlatozza a csigaembriok érzékenységét, illetve az izolacioval eleve
kivalaszthatoak a parazitdk altal fert6zott peték is. Ezért az izolalt petesejtek
alkalmasabbnak tlinnek a toxikus vizsgalatok és kockazatértékelések elvégzéséhez az
intakt petékhez képest, mivel csokkentik a fejlodd peték kozotti egyéni kiilonbségeket.
Ezenkiviil a kordbbi vizsgalatokhoz hasonloan (Marois €s Croll, 1991; Voronezhskaya ¢€s
mtsai, 1999; Filla és mtsai, 2009) az izolalt petesejtek/embriok hasznalatanak még
szamos technikai el6nye is van, példaul, a kikelési id6k jobban szinkronizaltak, a
viselkedési mintazatok pontosabban és egyszeriibben nyomon kovetheték, valamint

szabvanyosabb ¢és reprodukélhatobb kisérletek biztosithatok.
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6.2 Progesztogének altal kivaltott valtozasok

6.2.1 L. stagnalis esetében
A kutatocsoport korabbi vizsgalataibol tudjuk, hogy a sziiléi 10 ng L™ progesztogén
kezelések megvaltoztattak az embriok intrakapszularis fejlédését, metabolit 6sszetételét
¢és energetikai allapotat az embrionalis fejlddés korai szakaszaban, azonban a sziilok
kozvetlen kezelése nem befolyasolta az embriok kikelési idejét (Zrinyi és mtsai, 2017).
Abbol a célbol, hogy még atfogdbb képet kapjunk a kezelések embrionalis fejlodésre
kifejtett hatasarol, Kiterjesztettiik a progesztogén kezeléseket és a teljes embrionalis
fejlodés szakaszaban vizsgaltuk a kiillonbozo progesztogén koncentraciok (1, 10, 100 és
500 ng L) élettani hatdsait. A kontrollalt laboratériumi kisérletek elvégzése utan azt
talaltuk, hogy az els6 harom megfigyelési napon (10-12.) latszolag felgyorsult az embriok
azonban ezek nem voltak szignifikdnsak a kontroll csoporthoz képest. A 13. napon a 10
és 100 ng L1-es kezelések, a 14. napon pedig az dsszes kezelt csoport megmaradt egyedei
szignifikansan gyorsabban keltek ki, mint a kontroll csoport egyedei. Tehat, az izolalt
petesejtek kozvetlen kezelése lerdviditette az embrionalis fejlodés idejét és gyorsabb
kikelést eredményezett. Igy megéllapithatjuk, hogy az olyan kiilsé kornyezeti hatasok,
mint példaul az aktiv gydgyszermaradvanyok, befolyasoljak a L. stagnalis, mint
reprezentativ gerinctelen vizi modellszervezet embrionalis fejlédését. Ennek egyik
lehetséges hatasmehanizmusa lehet a fejlodé embriok energiahaztartasanak indukalt
megvaltozasa. Kordbbi eredményeink, miszerint megnd az embridkban a hexdz
felhasznalas és a szikanyagban az energia toltés (adenilat energiahordozok aranya)
(Zrinyi és mtsai, 2017), alatamasztjak ezt az elképzelést. Lehetséges (bar ez még jelenleg
nem bizonyitott), hogy a progesztogének altal kivaltott fokozott energiafelhasznalés az
egész embrionalis fejlddés soran jelen van, ami magyarazhatja a kiilonb6z6 embrionalis
viselkedési tevékenységek (szivverés, kapszulan beliili mozgas, radula o6ltogetés)
felgyorsulasat. Természetesen a mechanizmusok pontos meghatarozasahoz még tovabbi
sejt- és/vagy molekularis szintli vizsgalatokra van sziikség, jovObeni tervek kozott
szerepel ezek felderitése a dinamikus energiahaztartas modell segitségével (Zonneveld és
Kooijman, 1989; Kooijman 2000; Ducrot és mtsai, 2010).

A felnétt csigak esetében a taplalkozasi- és mozgasi aktivitasok ellentétes
véltozasa a 10 és 100 ng Ll-es kezelt csoportok esetében a korabbi, kozponti

idegrendszerben tett halozat- és sejtszintli megfigyelésekkel magyarazhato, amely alapjan
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ismert, hogy a menekiilési neuronhalozat (Ferguson and Benjamin, 1991) motoros
aktivitdsa még taplalék jelenlétében is képes kozvetleniil gatolni az ismert taplalkozasi
halozat (Elliott és Benjamin, 1989) aktivitasat (Pirger és mtsai, 2014). Tovabba az is tény,
hogy a két ellentétes viselkedési aktivitas kialakitasanak hatterében all6 mozgési €s
taplalkozasi neuron halézatok egyetlen ismert interneuronon, a faliducban elhelyezkedo
pleurobuccal (PIB) sejten keresztiil kapcsolodnak. Ez a sejt egyfajta ,,kapcsoloként”
miikodik a két halozat €s magatartasforma kozott. Ez azt jelenti, hogy a sejt vagy az egyik,
vagy a masik halozat mukodését segiti kizardlagosan, sajat aktivitasi allapotanak
szabalyozasan keresztiil. Ha a sejt megfelelé6 monoszinaptikus serkentd bemenetet kap a
menekiilési haldzat azonositott interneuronjatdl (PeD12), akkor ingeriileti allapotba jon
(depolarizalddik) és gatolja a taplalkozasi neuronhdlozat ismert koordinatoros inter-
(CGC, CV, 0C), valamint motoros neuronjait (B sejtek). Ezek a pofaducban talalhaté
motoros neuronok felelések a pofa izomzatanak miikodtetéséért és a taplalkozasi
magatartasforma Osszehangolt kivitelezéséért ([1] radula kioltés, [2] harapas és radula
visszahlizas, [3] nyelés). Tovabba, a PIB sejt felelds a tadplalkozashoz kothetd tanulédsi
folyamatokért is, ahol a tanult emléknyom a sejt aktivitasi allapotaban rogziil. Ha a
tréningezett és tanult allatbol a kapcsold sejtet eltavolitjuk, akkor a megtanult informaciok
elvesznek és a taplalkozasi rendszer felszabadul a PIB szabalyozasa alol (Pirger és mtsali,
2020). Azonban az, hogy a hormonkezeléseknek pontosan hol van tamadaspontja a
felnott allatok vizsgalt magatartasformaiban, pontosan még nem ismert.

Az endokrin disztruptorok hatasanak vizsgalatanal fontos megallapitani a
koncentracio és a hatas kozotti kapcsolatot. Idealisan ez a ’koncentracio-valasz’ kapcsolat
egy szabalyosan novekvd vagy csokkend 'monoton’ gorbét fog eredményezni. Azaz a
koncentracid novekedésével, vagy csokkenésével a valasz gradiensszerlien nd, vagy
csokken, kivéve, ha a koncentréacio tal alacsony, hogy hatast valtson ki, vagy tal magas
és a mérend6é faktor nem tud tovabbi valaszt adni (Scott, 2013). Azonban ismert az
irodalombol, hogy szamos esetben az endokrin disztruptorok altal kivaltott hatasok nem
kovetik a "'monoton’ gorbét, hanem példaul a gérbe *U’, ’forditott-U’, vagy szabalytalan
(pl. csak 1, vagy 2 koncentracié okoz hatast és nem feltétleniil a legmagasabb és nem
feltétleniil a szomszédosak) alaka (Vandenberg és mtsai, 2012; Scott, 2013). A 'nem-
monoton’ goOrbék arra utalnak, hogy egyszerre tobb, akar egymaéssal -ellentétes
hatasmechanizmus is lehetséges, vagy jelen van (Scott, 2013). A kapott eredményekbdl
ugy tlinhet, hogy hormetikus hatasok figyelhetdk meg az egyes kezelési csoportokban, de

feltehetbleg a csoporton beliili relativ kevés elemszam miatt ez statisztikailag nem volt

63



igazolhat6. Ugyanakkor, feltételezésiink szerint mégis ez lehet az oka, hogy példaul a
felnétt csigak esetében az 500 ng Ll-es kezelt csoportnal nem figyeltiink meg
szignifikans kiilonbséget a mozgasi aktivitas esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva,
ellentétben a 100 és 10 ng L™ csoportokkal. Ezeknek a hattérmechanizmusoknak a pontos
meghatarozasa az egyik legnagyobb kihivas az Okotoxikologiaban. Jovébeni tervek

kozott szerepel e folyamatok felderitése, tisztazasa.

Az emberi eredeti hormonszennyezések altal kivaltott sejtszintli lehetséges
valaszokat négy relevans markermolekula (DJ-1, CREB, p38alpha és JNK1) mennyiségi
valtozasan keresztiil vizsgaltuk a L. stagnalis kozponti idegrendszerében. Ezeket a
molekulakat azonositottuk a L. stagnalis-ban (ldsd Fiiggelék 2. abra) is. Méréseink soran
azt talaltuk, hogy a vizsgalt molekulak szignifikdns mennyiségi valtozasokat mutatnak a
kdzponti idegrendszerben a 10 ng L'-es kezelés hatasara. Kiemelve, a DJ-1 fehérje
mennyisége szignifikansan megnétt a 21 napos kezelés utan, amely jo egyezést mutat
korabbi eredményeinkkel, miszerint a bodorka (Rutilus rutilus) agyaban ugyanez a
hormonkeverék 10 ng L?-es koncentracidban, hosszatava kezelés utdn szignifikans

novekedést okoz a DJ-1 mennyiségében (Maasz és mtsai, 2017).

6.2.2 D. magna esetében

Korabban mar leirtak a progesztogének hatasait halakon (Maasz és mtsai 2017;
Miracle és mtsai, 2006; Runnals és mtsai, 2013; Zeilinger és mtsai, 2009) ¢és
puhatestiicken (Contardo-Jara és mtsai, 2011; Giusti és mtsai, 2014; Svigruha és mtsai,
2020; Tillmann és mtsai, 2001; Zrinyi és mtsai, 2017) kiviil planktonikus rakféléken is
(Barbose ¢s mtsai, 2008; Brennan és mtsai, 2006; LeBlanc, 2000; Luna és mtsai, 2015;
Rodriguez és mtsai, 2007). Tovdbbi, a PRG hatasait pg L* — mg L*-es
koncentraciotartomanyban ugyan vizsgaltak a D. magna fejlodése tekintetében (Kashian
¢és Dodson, 2004; Torres és mtsai, 2015), de a disszertacioban bemutatott vizsgalat volt
az elsd olyan, amelyben a progesztogének hatasat keverékben, kornyezetileg is relevans
koncentraciokban tanulmanyoztuk. A lehetséges toxikus hatdsokat kiilonb6z6
szervezddési szinteken: egyed (fejlédés €s szaporodas), sejt (pl. méregtelenitd rendszer)
¢s molekula hataroztuk meg.

Az éllatok, fliggetleniil a kezelésektdl, a 21 napig tartd vizsgéalat sordn
folyamatosan és szignifikdns mértékben novekedtek, a két-utas ismételt ANOVA teszt
alapjan. Ugyanakkor azt is meg kell jegyezni, hogy a kezelések soran nem tudtunk

Kimutatni szignifikans valtozasokat a D. magna atlagos keriiletében (testméretében) a
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kontroll és kezelt csoportok kozott a teljes, 21 napos megfigyelési idészak barmely
napjan. Azaz, a progesztogén kezelés onmagaban nem befolyasolta a novekedés titemét
kisérletiinkben. Ez a megfigyelésiink 6sszhangban all egy korabbi vizsgalattal, ahol a 100
ng Lt-es hossztava (25 napos) PRG kezelés szintén nem okozott valtozast a novekedés
iitemében (Kashian és Dodson, 2004). Ezzel szemben Dietrich és munkatarsai (2010)
megfigyelték, hogy az EE2 0,1 ng L™'-es koncentracional csokkentette a D. magna
testméretét. A progesztogén kezelések soran nem tapasztaltunk mortalitdst, sem
peteelhalast. Koztudottan szdmos PhAC, példaul a diklofenak és az ibuprofen is
jelentdsen késlelteti az els6 peték megjelenését a juvenilis allatban (Heckmann és mtsai,
2007; Liu és mtsai, 2017). Ezzel szemben mi azt tapasztaltuk, hogy a 10 ng L™-es
kezelések hatasara szignifikdnsan rovidebb id6 telt el az elsd peték megjelenéséig a
kontroll csoporthoz képest. Azonban az els6 reprodukcié soran a peteszamok kdzott nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a kontroll és a kezelt csoportok kozott. igy
elmondhatjuk, hogy a novekedés liteméhez hasonldéan a progesztogén kezelés nem
befolyasolta a peteszamok alakulasat. Ugyanakkor Dietrich és munkatarsai (2010) azt
tapasztaltdk, hogy a 0,1 ng L™t EE2-vel kezelt Daphnia egyedek kevesebb utodot hoztak
vilagra, mig mi azt tapasztaltuk, hogy az egy egyedre jutd6 maximalis petesejtek szama
szignifikinsan magasabb volt az 1 és 10 ng L-es progesztogén koncentracioknal a
kontroll csoporthoz képest. A maximalis peteszam ndvekedése a termékenység
novekedését is okozta. Hasonld hatast mutatott ki kutatocsoportunk korabban is, amikor
a L. stagnalis egyedeit 10 ng L*-es progesztogén keverékkel kezelték 21 napig (Zrinyi és
mtsai, 2017). Ez a hatds azonban ellentétben all szdmos mas tanulmanyban leirt
eredménnyel, ahol ezeknek a vegyiileteknek a kornyezeti szempontbdl relevans
koncentracioja gatlo hatast fejtett ki a halak ikratermelésére (Orlando és Ellestad, 2014;
Thrupp és mtsai, 2018). Ezen kiviil a hosszatavii T kezelések (mg L koncentracio),
szintén csokkend termékenységet eredményeztek (Barbosa és mtsai, 2008; Clubbs és
Brook, 2007). Brennan ¢és mtsai. (2006) azt talaltdk, hogy az E2 nem befolyasolta
szignifikansan a D. magna termékenységét mg L™ -es koncentracioban. Ezenkiviil a
hosszatavii (40 napos), kdrnyezeti szempontbdl is relevans 100 ng L™-es EE2-kezelések
csokkentették az egy ndstényre/egyedre jutd ujsziildttek szamat (Luna és mtsai, 2015).
Hossztava (25 napos) 100 p Li-es progeszteron kezelésekben megfigyelték korabban,
hogy az Ujsziilottek kozott tobb him utdd jott 1étre, mint ndstény (Kashian és Dodson,

2004). Ilyen megfigyelést a progesztogén kezelések esetében kutatdcsoportunk nem tett.
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Szamos irodalmi adat ismert a D. magna-ban vizsgalt biokémiai markerekrdl
(Jemec és mtsai, 2007), azonban a progesztogénnel kezelt egyedek biomarkereinek -
molekularis és sejtes reakcioinak - valtozasardl nincsenek elérheté informaciok. Az
eddigi vizsgalatok azt mutattak, hogy szamos kornyezetszennyez6 anyag befolyasolhatja
a méregtelenitéssel és az antioxidans rendszerrel kapcsolatos enzimaktivitast és
génexpressziot (Wang és mtsai, 2016). Tobb tanulmany leirta, hogy a nemi szteroid
expoziciok molekularis és sejtes hatasait kiilonboz6 metabolikus utvonalak enzimatikus
biomarkereivel lehet vizsgalni nem célfajok esetében. Ilyenek példaul az antioxidans
enzimvalaszok is (Cardoso et al., 2019; Costa et al., 2010; Lee és Choi, 2007; Linlan és
mtsai, 2016; Teles és mtsai, 2005; Woo és mtsai, 2012). Az egyik ilyen tobbkomponensii
enzim a GST, amelyrdl ismert, hogy részt vesz szdmos toxikus antropogén anyag
méregtelenitésében, és fontos szerepet jatszik a szdvetek oxidativ stressztdl valo
védelmében is (Yu és mtsai, 2009; Gowlan és mtsai, 2002; Imhofe és mtsai, 2017; Mortl
és mtsai, 2020; Yoo és mtsai, 2019). Korabbi okotoxikologiai tanulmanyokban (Teles és
mtsai., 2005; Woo ¢és mtsai., 2012) ¢és a féregfajokban (Linlan és mitsai., 2016)
megallapitottak, hogy az EE2 hatasara megnovekedett a halakban a GST aktivitasa és
expresszios szintje.

Jelen értekezésben megvizsgaltuk a progesztogén keverékek hatasat a GST enzim
expresszios szintjére és aktivitdsadra. Megallapitottuk, hogy a GST expresszids szintje
szignifikdnsan magasabb volt az alkalmazott progesztogén koncentraciok esetében a
kontroll csoporthoz képest. Emellett a GST enzim aktivitasa is fokozodott 10, 100 és 500
ng LT —es kezelt csoportok esetében. Mivel a GST részt vesz a sejtekbol a reaktiv
oxigénformak eltavolitdsdban (Kim és mtsai, 2009), eredményeink azt mutatjak, hogy a
progesztogének kolcsonhatasba léphetnek az oxidativ stressz valaszokhoz kapcsolodo
utvonalakkal is. Folyamatos vita folyik arr6l, hogy a kdrnyezetben kimutathatd gerinces
szervezetek endogén hormonjai és a szintetikus nemi szteroid hormonok maradvanyai
vajon befolyasolhatjak-e a gerinctelen fajok neuroendokrin rendszerét és fiziologiai
folyamatait (Dang és mtsai, 2012; Fodor et al., 2020; Luna és mtsai, 2015; Rodriguez és
mtsai, 2007; Scott, 2013). Fontos megjegyezni, hogy példaul a gerinces szteroid
bioszintetikus utat katalizald enzimek, valamint a funkcionalis, nuklearis szteroid
receptorok tobb homologjat ez idaig nem talaltak meg az izeltlabtiak genomjaban sem
(Markov és mtsai, 2017). A progesztogénekre dsszpontositva azonban megallapithatjuk,
hogy rakfélékben megtalalhatdéak olyan homoldg szekvenciak, mint pl. a progeszteron-

receptor gamma (mPRy) és a progeszteron-memembran-receptor 1. komponensei
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(PGMRC1) (Ren és mtsai, 2019). Bar ezeknek a molekulaknak a progeszteron-kotd
képességét még nem vizsgaltak a gerinctelenekben, potencialis kozvetitd molekulak
lehetnek a progesztogének altal kivaltott viselkedési valtozdsok mogotti sejtes €s
molekularis folyamatokban (nem genomikus jelatviteli utvonal/ak). Molekularis, sejtes
és viselkedési valaszok alapjan szamos tanulmany bemutatta, hogy (Barbosa és mtsai,
2008; Brennan és mtsai, 2006; Clubbs és Brooks, 2007; Dietrich és mtsai, 2010; Kashian
¢s Dodson, 2004; Luna ¢és mtsai, 2015; Torres és mtsai, 2015; Zheng ¢és mtsai, 2020), a
D. magna érzékeny a természetes ¢€lohelyein eléforduld szteroid szennyezésekre.
Kisérleteink megerdsitették ezt a megéllapitast, hiszen a 10 ng L-es progesztogén
kezelések befolyasoltak az els6 pete megjelenéséig eltelt id6t, valamint az 1 ésa 10 ng L
L-es koncentraciok modositottdk a maximalis, egyszerre létrehozott peteszamot is. Az
atlagos kornyezeti és extrém magas koncentraciok egyarant befolyasoltdk a GST enzim
expressziojat (1, 10, 100 és 500 ng L) és aktivitasat is (10, 100 és 500 ng L™Y).

Mindezen megfigyelések alapjan ugy tinik, hogy a D. magna érzékeny az ¢l6helyén is
eléforduld szex szteroid szennyezésekre, de ezeknek a szintetikus vegyiileteknek a
toxikus hatasai mogott allé mechanizmusok még nem teljesen ismertek. Azonositott
funkcionalis, klasszikus nuklearis szex szteroid receptorok hianyaban a mechanizmusok
lejatszodhatnak példaul membran ,,progeszteron” receptorokon, vagy nem specifikus
interakciok révén is (pl. 6si multifunkcionalis receptorokon, vagy mas vegyiiletek

receptoran).
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7 OSSZEFOGLALAS

Az emberi eredetli szintetikus szteroid hormonok jelenléte a vizi 6koszisztémakban egy
vilagszerte ismert és aggasztd probléma, hiszen ezek a gydgyszermaradvanyok hatassal
lehetnek a kiilonbozo, egyébként nem célzott gerinctelen és gerinces vizi Szervezetekre,
példaul a puhatestiiekre, egyarant. A progesztogének a kornyezetben viszonylag széles
koncentracidtartomanyban mozognak, atlagosan a néhany ng L1-t3] a néhany szaz ng L~
L.ig bezarolag.

Munkam célja volt megvizsgalni, hogy a progesztogének keverékével (PRG,
DRO, LNG, GES) a kornyezetben is kimutathaté koncentraciokban vajon milyen
valtozasokat képesek indukalni a L. sagnalis embrionalis fejlédésében és viselkedésében,
valamint a felnétt egyedek mozgéasi ¢és taplalkozasi aktivitdsdban. Szamos, a
progesztogének keverékével kivaltott valtozast figyeltiink meg az embridk fejlédési
iitemében, pulzusszamdban, a csillok altal torténd mozgasi ¢€s taplalkozasi
tevékenységében, valamint a felndtt egyedek téplalkozési és mozgasi aktivitasaban.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt progesztogének - amelyek a L.
stagnalis természetes ¢él6helyein is el6fordulnak - atlagosan jellemzé kornyezeti
koncentracidban (~ 10 ng L) mar befolyasoltak mind az embridk, mind a felndtt egyedek
¢lettani folyamatait egyarant. A progesztogének ilyen jellegli hatésairdl, ilyen
megkdzelitésben korabban még nem sziiletett tudomanyos kdzlemény puhatesti fajokon.
Az alkalmazott kisérleti elrendezés ¢és modszerek okan tugy gondolom, hogy
eredményeink 6kologiai relevanciaja megfeleld.

A disszertacioban négy lehetséges marker molekula potencialis szerepét mutattuk
be, azonban a funkcionalis ,,gerinctelen” szteroid receptorok nélkiil a fiziologiai és
viselkedési hatasok mogott allé molekularis mechanizmusok jelenleg még nem ismertek
pontosan. Ezért a jovobeni kutatasoknak a mar ismert jelenségek hatterében allo sejtes és
molekularis folyamatok pontosabb feltarasat, megértését kell célozniuk. Mindezen
vizsgalatok jo alanya lehet a L. stagnalis a jovében is. Véleményem szerint az ilyen
jellegli kutatasok eredményei lehetdvé tehetik a progesztogének hatasmodjanak teljes
kortt megismerését és utat nyithatnak az 6kotoXikus hatasok részletesebb megértéséhez
IS.

A disszertacioban bemutattuk a progesztogének D. magna-ra gyakorolt eddig nem
ismert, lehetséges hatasait is viselkedési- sejtes- és molekularis valtozasok alapjan.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy ezek a hatdanyagok kornyezeti szempontbol
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relevans koncentraciokban befolyasoltak az elsé peték megjelenéséig eltelt id6t és az
egyénenkénti maximalis peteszamot egyarant, tovabba hatassal voltak a GST enzim
experessziojara €s aktivitasara, igy a detoxikald6 mechanizmusokat is aktivaltak.
Osszefoglalva: a tesztelt keverékre adott reakciokban a hasonlosagok és
kiilonbségek Osszehasonlitasa a két fajban nem konnyl, hiszen eltérd végpontokat
vizsgaltunk. Néhany végpontot egy iddpontban, mig masokat iddintervallumban
faj esetében tobbféle, ugynevezett ’koncentracio-valasz’ kapcsolatot is mutatott.
Kisérleteink eredményei azonban bizonyitottak, hogy a progesztogének kornyezetileg is
relevans koncentraciokban befolyasoljak olyan gerinctelen vizi modellszervezetek - mint
a L. stagnalis és a D. magna - szamos élettani folyamatat és aktivitasat, igy az emberi
eredetli progesztogén szennyezések kihivast jelenthetnek az okoszisztémaban é16 mas,
eddig még nem vizsgalt, szervezetek szamara is. Véleményem szerint a valtozasok
mogott allo  hattérmechanizmusoknak a pontos meghatarozdsara hatalmas igény
mutatkozik, igy a jovobeli 6kotoxikologiai kutatasok egyik legnagyobb kihivasa ezeknek

a kérdéseknek a megvalaszolésa lehet.
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11 EREDMENYEK TEZISSZERU OSSZEFOGLALASA

A doktori értekezésben bemutatott kisérletek célkitizése az volt, hogy megvizsgaljuk,
hogy a detektalt progesztogén tipusu hatéanyagok milyen szinteken és mértékben,
tovabba, milyen lehetséges jelatviteli utvonalakon keresztiil befolyasoljdk nagy mocsari
csiga (Lymnaea stagnalis) valamint a nagy vizibolha (Daphnia magna) élettani
folyamatait. A disszertacioban bemutatott vizsgalat volt az elsé olyan, amelyben a
progesztogének hatasat keverékben (progeszteron, levonorgesztrel, drospirenon,
gesztodén), kdrnyezetileg is relevans atlagos koncentraciokban (1 és 10 ng L), tovabba
extrém magas (100 és 500 ng L) koncentraciékban tanulméanyoztuk.

Erre vonatkozoan a tudomanyos eredmények a kovetkezok:

11.1 A kezelések hatasa a csigaembriok fejlodésére

11.1.1 A kronikus progesztogén kezelések L. stagnalis embrionalis fejlodésére gyakorolt
hatasanak eredményeir6l megallapitottuk, hogy minden kezelt csoportban az izolalt
megtermékenyitett petesejtek kdzvetlen kezelése gyorsabb kikelést eredményezett. A 13.
napon, a kikelés dinamikaja szignifikAnsan nétt a 10 és 100 ng L*-es kezelt csoportokban.
A 14. napra a legtdbb embrié mar kikelt a kezelések hatasara (1 ng L™: 9/10; 10 ng L™:
10/10; 100 ng ng L% 10/10; 500 ng L™ 10/10), szignifikdns ndvekedést mutatva a
kontroll csoporttal (atlagosan 5/10) szemben. A kikelés dinamikajan kiviil megfigyeltiik
csoport egyedeiben, a kontroll csoporthoz képest. Megfigyeltiik, hogy a 100 ng L™ -es
kezelt csoport egyedeiben a 84., a 10 ng L™ -es csoport egyedeiben pedig a 96. draban

megjelennek a holyagszemek a kontroll egyedeihez képest.

11.2 Az embrionalis viselkedési formakban megfigyelt valtozasok

11.2.1 Megfigyeltiik a progesztogén kezelések hatasara kialakuld szivfrekvencia
valtozasokat az E65-75%-0s fejlettségli embridkon. Az eredmények azt mutattak, hogy
nem volt szignifikdns kiilénbség a szivritmus véltozasaban a kontroll és az 1 ng L*-es
csoportok kozdtt, azonban a 10, 100 és 500 ng L' -es kezelt csoportok egyedei
szignifikansan magasabb pulzusszamot mutattak. Az embriok intrakapszullaris térben
vizsgalt csuszd6 mozgasanak kumulativ szdma az Osszes kezelt csoportban szintén
szignifikdnsan megnovekedett a kontrollhoz viszonyitva. Az embriok fiktiv
taplalkozasanak valtozasarol (radula oltogetések szama) megallapitottuk, hogy az elsé

harom megfigyelési napon nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és a 10, 100 és 500
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ng L kezelt csoportok kozott. Ugyanakkor a 13. embriondlis naptél kezdve a radula

oltogetések szama szignifikansan emelkedett ezekben a kezelt csoportokban.

11.3 A felnétt csigak mozgasi és taplalkozasi aktivitasa

11.3.1 Kisérleteink alapjan a kronikus progesztogén kezelések a felnott csigak mozgasi
keverékkel kezelt csoport egyedei atlagosan rovidebb tavolsagot tettek meg mint, a
kontroll csoport egyedei, tehat szignifikdnsan csokkent a mozgasi aktivitasuk. Ezzel
szemben szignifikans novekedést figyeltink meg a 100 ng L-es kezelt csoportok
esetében a kontroll csoport mért értékeihez képest. Az 500 ng L™-es csoport mozgasi
aktivitasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget. A taplalkozasi aktivitas esetében ezzel
ellentétes valtozasokat figyeltiink meg. A kontroll csoporthoz képest az 1 ng L1-es kezelt
csoport egyedeinek az atlagos harapas szama latszolag megnovekedett, de ez nem volt
szignifikans eltérés. Ugyanakkor a 10 ng L progesztogénnel kezelt felnétt allatok
esetében mar szignifikans volt az eltérés. A 100 és 500 ng L™ csoport egyedeinél pedig

ugyanez szignifikdns csdkkenést eredményezett a kontrollhoz képest.

11.4 Azonositott stressz-aktivalt protein kinazok és cellularis valtozasok a kozponti
idegrendszerben

11.4.1 Sikeresen azonositottuk a metabolikus ¢€s kornyezeti stressz-indukalt celluléris
valaszokban szerepet jatszo kulcsmolekuldkat (p38alpha és INK1). Megvizsgaltuk, hogy
mas ismert stresszmarkerekkel egyiitt (pl. DJ-1) hogyan valtozott a mennyiségik a
hormonkezelések hatasara. Az eredmények azt mutattak, hogy a DJ-1 koncentracidja
szignifikansan csokkent a kezelt csoportban az elsd hét utan, de szignifikdnsan nétt a
harmadik hét végére. A CREB ¢s a p38alpha koncentracidja szignifikansan emelkedett a
kezelt csoportban az elsé hét végére, azonban szignifikansan csokkent a harmadik hét
utan. Ugyanakkor a JNK1 molekula koncentracidja kezdetben nem valtozott, de

szignifikansan csokkent a harmadik hetet kovetden.

11.5 A kezelések hatasa a D. magna novekedésére és szaporodasara

11.5.1 A 21 napos kezelési id6 alatt nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a
kontroll és kezelt csoportok egyedeinek testmérete kozott. Az elsd peték megjelenéséhez
sziikséges napok szama a 10 ng L7 progesztogén keverékkel koncentracional
szignifikansan csokkent, azonban az elsd reprodukcié soran a peteszamok koézott nem

figyeltiink meg szignifikans kiilonbségeket a kontroll csoporthoz képest. Az egy egyedre
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juté maximalis petesejtek szama szignifikinsan nétt az 1 ng L™-es és a 10 ng L-es

koncentracioknal a kontroll egyedekhez képest.

11.6 A GST génexpresszidja és enzimatikus aktivitisanak valtozasa

11.6.6 Megfigyeltiik a progesztogén kezelések hatdsara megvaltozdo GST enzim
expressziods szintjét. Vizsgalatainkban a GST relativ mRNS expresszidjat a kezelési
csoportokban a kontroll szinthez viszonyitottuk. Eredményeink azt mutattak, hogy a
kontroll csoporthoz képest minden kezelési csoportban megnétt a GST expresszios
szintje. Megallapitottuk, hogy a GST enzim aktivitasa is fokozodott 10, 100 és 500 ng L

L-es kezelt csoportok esetében a kontroll csoporthoz képest.
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12 RESULTS OF THE STUDIES

The aim of experimental research presented in this thesis was to observe the effects of
long-term (6 and 21 days) progestogen exposure on invertebrate freshwater model
species. In doing so, the concentrations of four progestogen compounds, progesterone,
drospirenone, gestodene, levonorgestrel, found in different bodies of water were
summarised. Guided by this data, specimens of the great pond snail (Lymnaea stagnalis)
and the water flea (Daphnia magna) were exposed to environmentally relevant average
(1and 10 ng L) and extremely high (100 and 500 ng L) equi-concentrations of mixtures
of progestogens in order to investigate the possible physiological effects in these well-
established ecotoxicological model organisms.

The scientific results are as follows:

12.1 Effect of treatments on the development of snail embryos

The effect of chronic progestogen treatments on the embryonic development of L.
stagnalis were found to result in quicker hatching time in all treated groups. All embryos
in the 100 ng L group hatched by day 13 and most embryos in the 1, 10, and 500 ng L!
treated groups by day 14. In addition, we observed an accelerated development in the

treated groups; pigmented eyes appeared at 84 h in the case of 100 ng L-! treated group.

12.2 Observed changes in embryonic behaviour

12.2.1 Alterations of the heart rate were observed in the progestogen-exposed embryos.
No significant differences were found between the control and the 1 ng L treated groups.
However, members of the 10, 100 and 500 ng L™ treated groups showed significantly
higher heart rate. Furthermore, the cumultative number of gliding activities significantly
increased in all the progestogen-treated groups. There were no significant changes in the
embryonic feeding behaviour/ no changes in the radula motion/protusion in the first three
observation days between the control and the 10, 100 and 500 ng L™ exposed groups.
Nevertheless, from the 13th embryonic day, a significant increase in the radula motion

was observed in these groups.

12.3 Locomotion and feeding activities of adult snails
12.3.1 The chronic progestogen treatments significantly altered the locomotion and
feeding activities of the adult specimens as well. Members of the 1 and 10 ng L™ groups

covered a shorter average distance, indicating a significant decrease in the movement
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activities. On the contrary, motions gradually increased in the 100 ng L™ group compared
to the control one. Locomotion activities of the 500 ng L-! were not significantly
impacted. Feeding behaviour of the groupings were influenced differently. Changes in
the number of rasps in the 1 ng L™ group were irrelevant. However, in the 10 ng L* group,
the increase was significant. The 100 and 500 ng L™ groups showed a significant decrease
in the rate of radule bites.

12.4 Determination of stress-activated protein kinases and cellular changes in the
central nervous system

12.4.1 In order to reveal the possible underlying cellular mechanisms, we investigated the
changes of four relevant key molecules in the CNS: DJ-1, cAMP responsive element-
binding protein (CREB), p38alpha, and c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1). These
molecules are identified in L. stagnalis. We have found that these molecules show
significant quantitative changes during the progestogen exposure. The results showed that
the concentration of DJ-1 decreased significantly in the treated group after the first week
but increased significantly by the end of the third week. Concentrations of CREB and
p38alpha increased significantly in the treated group by the end of the first week, but
decreased significantly after the third week. However, the concentration of the JNK1

molecule did not initially change, but decreased significantly after the third week.

12.5 Effects on the growth and reproduction of D. magna

12.5.1 There was no significant difference in the body size between the control and the
progestogen treated groups of D. magna during the 21-day observation. Production of the
first eggs occured significantly sooner in the 10 ngL™ treated group than in the control
one. However, no significant alterations were observed in the number of eggs in the first
production. In the 1 ng L™t and 10 ng L™ groups, the maximum egg number per individual
gradually increased compared to the control group.

12.6 Alterations in GST gene expression and enymatic activity

12.6.1 Changes in the GST gene expression were observed in the progestogen treated
groups of D. magna. Compared to the control group, significant increases in the gene
expression were found at all concentrations. We also found that GST enzyme activity was

increased in the 10, 100, and 500 ng L™ treated groups compared to the control group.
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13 FUGGELEK

F1. abra: A progesztogen tipusu fogamzasgatlo hatoanyagok legfobb jellemzoi

PRG

LNG

GES

DRO

Képlet
(S)-prqggsterone_; . DL-norgestrel; Gestoden:
agolutin; akrolutin; | 18- )
. Gestodene; 1,2-
corpus luteum methylnorethiste i ! .
h e e ) ) i GSD; dihydrospiroren
ormone; crinone; | rone; alesse; _ _ _
i Norgestrel; 15- | one; DRSP;
delta(4)-pregnene- | levlen; Dehvd dehvdrospi
Mas nevek 3.20-dione: levonelle: eny ronorgestl’ eny rOSp.lroren
' ' ' .| el; 17-hydroxy- | one;drospirenon
gelbkoerperhormon | levonorgestrel; . . .
; ) 18a-homo-19- a; drospirenona;
:luteohormone; levonorgestrel . )
lutin: . ) nor-17a-pregna- | drospirenone;dr
utin; implants; . ;
) 4,15-dien-20- ospirenonum
progesteronum; levonorgestrelu
) ) yn-3-one
progestin m;levonova
CAS szam 57-83-0 797-63-7 60282-87-3 67392-87-4
Moliris 314,469 g/mol 312,453 g/mol | 310,43 g/mol | 366,501 g/mol
tomeg
Formula C21H3002 C21H2802 C21H2602 C24H3003
Atomszam 53 51 49 57
Gytriszam 4 4 4 7
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oldhato6 alkoholban, | oldhato DMSO-ban DMSO-ban
acetonban, etanolban > 20 mg/mL; >15mg/mL;
dioxanban, tomény | (1:120), vizben vizben 1,81
kénsavban; kloroformban 8,11mg/L 25° mg/L 25° C-on
novényi olajokban | (1: 15), dietil- C-on (https://pubche
gyengén oldodik; éterben (1: 400) | (https://pubchem | m.ncbi.nim.nih.
vizben 8,81 mg/LL | és dioxanban; .ncbi.nlm.nih.go | gov/compound/
Oldhatésag | 25° C-on vizben 2,05 v/compound/Ge | 68873#section=

(https://pubchem.n | mg/L 25° C-on | stodene#section | Solubility)
cbi.nlm.nih.gov/co | (https://pubchem | =Solubility)
mpound/5994#secti | .ncbi.nlm.nih.go
on=Solubility) v/compound/131

09#section=Solu

bility)

F2. abra: Azonositott nukleotid és kovetkeztetett protein szekvenciak
>Lymnaea stagnalis p38 alfa homolég mRNS (#MW322711)

AAAATTATTCCGTATACCGGAAGTAATACACACAACTTCGGGGAAAGACGACAATATTTTCAGGCTACAA
ATCGAGATATTCTTGCGTCAAATTTAGTATCTGTTACTCTGCTGTGCAGGATATTTCTTGGATTGGCATT
TAGTGCATGGACTAATGGCGGATACTGCGCAACGCAAACCAGGGCTTGTGACAGTGGAATTAAATAAAAC
GATATGGGAGGTGCCCAGTCGATACAAAATCCAGAATCCTGTTGGAATTGGGGCATACGGTCAAGTCGTA
TCTGCAACTGACAACCTATTATGCACTCGAGTGGCCATTAAGAAACTTGCCCGCCCTTTTCAAACTGCCA
TCCATGCCAAAAGAACTTACAGAGAACTACGTATGTTAAGGCATATGAACCATGAGAATGTGATTGATCT
AATTGATGTGTTCACACCAACAGTTACCCTGCAGGATTTTACAGATGTATACCTGGTGACTCCATTGATG
GGAGCTGATCTCAATAACATACTCAAAACACAAAGGCTTAGCGATGACCATGTACAGTTTCTTGTTTACC
AAATTCTCAGAGGTTTAAAGTACATTCATTCAGCTGGAATTTTACACAGGGACCTCAAGCCAAGTAATAT
TGCAGTGAATGAAGACTGTGAATTGAGGATTTTAGATTTTGGTCTAGCTCGTCTTACTGATGAAGAGATG
ACAGGTTATGTAGCCACAAGATGGTACAGGGCCCCAGAGATTATGCTTAACTGGATGCACTACAATCAGA
CAGTGGATATCTGGTCAGTTGGCTGTATTATGGCAGAAATGTTAACAGGACGACCCCTCTTTCCAGGCAG
TGACCACATCGACCAGCTGACAAGAATCTTAAATCTTGTAGGAACTCCAAACGATGAACTCATGGAGGAA
ATCAAAAGCCAAGATGCAAAACTGTTCATCAAATCTCTACCTGTGATGACTCGTAAAGACTTCAAACAAG
TTTTTGCTGGATCCAACCCACTAGCCATTGATCTACTGGAGAAAATGCTGGATCTCAACACAAAGTCGAG
ACTCAATGCTACACAAGCCCTCGCACATGAGTATCTAAAACAGTATGCAGATCCTGCTGACGAACCAGTG
TCTGAGAAATATGACATGACTTTTGAAGATTATGACCTTAGTATCAATGAGTGGAAACAGCTTGTATTTG
AAGAAATAGAAAAATTTCAAGCGGCCCATCAACTCTCATAGCACGTCCATATCCTGAAGCTGTATGGAAG
TAGGTTCGTTCAGAGGACTATTTAAAATCACAGCACTGAGCAAAGGGCAACTCTGTTTTTTTTTATTGTA
GAGAAATAACCCTGAAGGTAAATTTAACTAAGAAGATCTTGTGTTGAAATGAAAAATTTTAAAAATCATT
AGAATGGTATGAAAATAACCTCGCTGTTTATGGGTAATTTTTCACTTTTTTTATAATTAAATCATAACAT
TCTGTATTTTTTAATTGAATTAAGGTAAATAAGTTTTGTGGTCATGTGTGTCCACTATTCACCGCATTCA
TTATGACCTAGTGACGAATCCCTTCTTATGGTTTGAACATTTTTGTTCCAGTTTTGTTGATTGATTCGAA
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GCTTTGTAATCAACTGTTGCGAACATGTTAAATAATTGATGTCTTGTACTAACTTGTTGGTTTTCTTGTT
GTTTTTTGTTTAAAAATATTACTATATTTTTGGGTTTTTTTTACATGCGCAGTGCAGCATGTCTATTCAT
CTTGTAAAATGGACAGTAAACACATAAATGCATGATTGAATTGTGACGTGAATCATGAAAGAAAAGAAAA
TATTGACAAAACCGTATTTCAAATTTAACAATTTCAATTTTTAAAAAGCTTAATTACGCTCTTCATGTGA
ATTTTTAAAAAAAAATTGTTATTAAAATTAAAATGAAGGAAAGCTTAACAGACTTTCACATTACCTTTTA
TACACTGCTTTAACTTTTCTAGCAATGCCTCTATCAATGACTCATTCTTACGTGTGCTATGGTCAGAAAA
TGATGCATGAATTGCAGCTAGGGGCAACTACTTACGTTATGAGAATTATAGAATTATGTTTCAAAATAAG
TTCCTCTGTCATGAGATTAATTTATTTAAAAGCTGAACTTTGATGTATTTTTAAAATCCTTTATATTAAC
TTCGCTATTGTTCATTGCTGGAAAAAATCTTGAGACAGCTAATTGACCCACTTCTTGTCAACCTGTTGAG
CTGAAACTTGGCACTCATTGCTGATGACAAGACATTCTGTCTAATTTTCAACCCTAACCCCCAAAAATCA
AATTTTTCGGTTTTTCAAGGGGAAAATGAAGGAAATATGATGCTACTGACTTCAAGAAATAAAATCCCAG
ATAACTGCACTAAATGAGATTCTTTTTCAAAGAATCTATGGCAAGTGCGTTTGGAGCGCATTATTTTCTA
TTGTTTTTCTGAAATAATTGGTGAAATAAATCTTTAGTGTAAAAGCAGGTGGGTCATTCGAATATCAATA
TGGTTCAGGGTCATTAAAAAAAAAGTGCGGTTGCGAGCCGCGTGGGATGTGTGGGAGCACTATTTGGGTT
CTTTTAAAGTGCGTTACTCGCATGCATGTTTTGTGAAATTTTCAGCCCCACCCCCCATTGTAGGATATTA
CATTTCATAAAGCAGTTGTTTAATGTCATCTTATTTAGAAATGATGTCATTCAGTTATGAAAACAGTTTG
TAAGAAGGCCATTATTATTTTAGAAAGGAGTTGTTTAATGTCATCTTATTTGGAAATGATGTTATTTATT
TATTTAGGTATTTTTATATAGCGCTTACCTTAAAGCTCTAAGCGCTTTACAATTATAAAAACATGTAAAC
TAACTACAATAAAAATGAGACATTAGGATAGTAACTACTATTCAGTTATGAAAACAGTTAGGAAGAAGGC
CGTTATTATTTTAGAAAGGATTGCAACAATGCTCACACCCTTGGCAAAATTATTCTGTGACTAAATACGT
CATTTTTTTTATGTGTGCTCTTAGCTTATCTAAATTCATATTTCATTTAAGGGATACGCTTAACCACATT
ACATATTGTTCCTTGTGTCTGAATTTTGATTCAACTGTTAACTTACCTTATGAATGTATGCTATTTGCTT
TATATTGCTAAATAATATTATCTTTTCTGGCCAAGCAGAGGGGACATCTATTTGAACTCAGTTCAGTACA
GCAATGTCATCACTGATACAGCTTTTTGCTGTTTAGTATTCCATTATCCTGAAGAGATGAGAAAAATTAG
TTCCAGGAAGGAATATTGATTGGTGTTAAAACTGCAGAAACGCTGAACAGAAGTTATTTTAACAACAAAA
TACATATAAATTGTGATCATGTTGTGACTTTGACTTTTGGAAAATGAAATGTAAAAAAATGATTGAAGCC
AAACAGATGTAATGCCCATTGGATGCTCAGAAGCATTCTATAGTTGGATACAATGCCCATTGGATGCTCA
GAAGCATTCTATATTTGGATACAATTTTAAAATTCCTTTATTTTATTATTAGCATTGAAGACTCATTTTT
TCAATATATTTGCATATTTTTGTACAAGTGATCTATTGTCTTTAACAAGCTTTGTGTTTACTATCACTTC
ACTCCCATGAAATATATTTAATTTATAATTTTATAATTATCAACTGACATTGTTCTATGATCACCACCAC
TCACTTCCCCTTCATCTAATAACTGATCTATTTTTATTTTCAAAACATTA

>Lymnaea stagnalis_ p38 alfa
homolég_proteinMADTAQRKPGLVTVELNKTIWEVPSRYKIQNPVGIGAYGQVVSATDNLLCTRVAI
KKLARPFQTATHAKRTYRELRMLRHMNHENVIDLIDVETPTVTLODFTDVYLVTPLMGADLNNILKTQRL
SDDHVQFLVYQILRGLKYIHSAGILHRDLKPSNIAVNEDCELRILDFGLARLTDEEMTGYVATRWYRAPE
IMLNWMHYNQTVDIWSVGCIMAEMLTGRPLFPGSDHIDQLTRILNLVGTPNDELMEEIKSQODAKLEFIKSL
PVMTRKDFKQVFAGSNPLAIDLLEKMLDLNTKSRLNATQALAHEYLKQYADPADEPVSEKYDMTFEDYDL
SINEWKQLVFEEIEKFQAAHQLS*

>Lymnaea stagnalis JNK1 homolég mRNS (#MW322712)
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ACAACAAATGTTGACGTCAAACTCAGCAGTCCCTAAATGATGAGTGAGCTAGTGAACGCATTGAGAGTGG
AACATCGTCTGACTCATGACAATTGATTTTCTGCATTTTAATTTATCGTTTCTCTATTTCATTTATCTAA
CATTTAATTTTCTTGGATTAGAGGACAGATATCTTCTCAAGTTAAACCTAATGGGTATTTGAAGACCAAC
ATTTTCTTTGCCAAAATATTTCCTTTTTAAATTGAGAAACATGAGTAAACACACAAACCTCTTTTACACA
GTGGAGGTTGGTGATTCCACTTTTACAATACTCAAGCGCTATCAACATCTTAGACCCATTGGATCTGGAG
CTCAAGGAATCGTTTGTGCTGCCTGTGACACCCTGACAGACACAAATGTCGCCATCAAGAAACTGAGTCG
ACCCTTCCAGAATGTGACGCATGCCAAGAGGGCGTACCGTGAATTTGTATTAATGAAACTGGTCAATCAT
AAAAATATTATTGGATTGCTCAATGCATTCACACCTCAGAAATCCTTGGAGAGCTTTCAAGATGTATATT
TAGTGATGGAACTGATGGATGCAAACCTTTGCCAAGTGATACAAATGGATCTTGATCATGAACGTATGTC
CTACCTTCTCTACCAGATGTTGTGTGGCATCAAACATTTGCATTCTGCTGGAATAATACACAGAGATCTG
AAACCCAGCAACATAGTTGTCAAATCAGATTGTACCCTTAAGATTTTGGACTTTGGATTGGCCAGAACAG
CAGGCACAGGTTTCATGATGACACCATATGTTGTAACAAGGTATTACAGAGCTCCAGAAGTTATTTTAGG
GATGGGATACAAAGCTAATGTTGATATCTGGTCTGTGGGTTGCATTATGGCAGAACTTATACGAGCAACA
GTAATGTTCCCAGGAACTGATCATATTGATCAGTGGAATAAGATAATTGAGCAGCTCGGTACTCCCAGTC
AAGAGTTTATGGCCCGCTTGCAAACCACTGTGAGGAATTATGTGGAGAATAGGCCAAAGCACACAGGGTT
TAGTTTTGAGAAGTTATTCCCAGATGTGCTCTTCCCTCCTGACAGTGCAGAACACTCAGGCTTGCGTGCC
ACTGTGGCAAGAGATTTACTATCCAAGATGCTAGTAATAGATCCTGACAAAAGAATTTCAGTAGATGAAG
CTCTCAATCACCCCTACATCAATGTATGGTATGATGAACGAGAGGTCAATGGGCCTGCCCCAGGTCCTTA
TGATCATGCTGTTGATGAACGAGAACACACAGTTGAAGAGTGGAAAACTTTGATATACAATGAAGTGATG
GAGTATGAGAATAGGGACAAGAGCAAAGATAAAACAAGTGCTATGCAAAATCACAATGATGGCGGAAATA
ACATGGAAACAGGGGCAGTGAATGCAGACACTAATGCAACGAGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCTCGGC
AACAAATGCACTGAACCATCACTAATGATGGCTTTAGCTTGTATATAGATGTAAACCTCCTGGCCCGCCC
ACCACATATTTCTTTCTGTCATCAGTCAATCCACCTTTCTTTAAATTAACCAGCTCATGTTCCTCATTGT
TCCCATTTCTGTTTCTTAGCCCAGGTATTTGGTCGGGACAAGGAGTTTGAGTAAACCAAGCCAAATAATT
TCAAAATTAGAAAATAGAAATGATTAAGAATGATTACTTAAGCTGATATGCAATATTTTCATATAAATGT
TATATTTTTAATAAAAAAAAGTAATGGGAAATGGCAGATTTTGTACATTTAATTAACACAATTAATTTAA
TGTAAGTTGTGCTATCTCATAAAGATATAAATTTTAAGTGCTGCTTTTAATTTAAAGCTCATGTGATTTT
TCCTTCCTTTTACTCTTATATCTCTGCTTCTAGTCAAATTTGTAGTAATTTAACAAAGAAATATCAATTG
GATAGGTTAGCAAGTAATGTTGGCAATATTAATTAATATCTTTGTAGATAATTCAATTGATCAAAAAAGG
AATTTCTTTTAATTCCCTGCAGTGAGAAACTTGATTTGAAGGCCAACAACATTTTTAACTTCATTTACGG
TCTTTTGTCTAAAATAATTGAAATAGCAAAACGAGGTATGTGGAAGCTTGAATTATAGAACAGGACAAAA
AGATACGGACGTGTCTAAAATAGAAAAGTTGTGGTGTTTTACAGAATTTGCTCTTATTTTAAAGTCATCA
GCTGAAGTAAATACCCTTAAGAAAAAGAATGCTGCAACATAATATTGCTTAATGTACTTACATTTTTGTG
GTTTATTGGTCATCCCAAATCCCATCCTAGTGTAAAGATACATTTCATACTTAAACGGAATGGCTTTGAC
AAAAGGTATTCAAAGCTTTCAAATATTCTTACTTTTTTTTTTTTTTTAAATAGCATGGGAAAAAAGAT

>Lymnaea stagnalis JNK1 homolég protein

MSKHTNLEYTVEVGDSTFTILKRYQHLRPIGSGAQGIVCAACDTLTDTNVAIKKLSRPFONVTHAKRAYR
EFVLMKLVNHKNIIGLLNAFTPQKSLESFQDVYLVMELMDANLCQVIQMDLDHERMSYLLYOMLCGIKHL
HSAGITIHRDLKPSNIVVKSDCTLKILDFGLARTAGTGEMMTPYVVTRYYRAPEVILGMGYKANVDIWSVG
CIMAELIRATVMEFPGTDHIDQWNKITIEQLGTPSQEFMARLOQTTVRNYVENRPKHTGEFSFEKLEPDVLEPP
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DSAEHSGLRATVARDLLSKMLVIDPDKRISVDEALNHPYINVWYDEREVNGPAPGPYDHAVDEREHTVEE
WKTLIYNEVMEYENRDKSKDKTSAMONHNDGGNNMETGAVNADTNATRAAAAAAASATNALNHH*

F3. dabra A D. magna novekedésének valtozasa a 21 napos progesztogen kezelés soran az
R programnyelv megfelelé programcsomagjaval elemezve és a Dunnet post-hoc tesztet
alkalmazva. Pirossal a kontroll csoportot, olivazéld szinnel az 1 ng L™ -es, zéld szinnel a
10 ng Lt-es, kék szinnel a 100 ng L-es, mig ciklamen szinnel az 500 ng L™-es csoportot
jeloltiik box plotok segitségével. Az 5. megfigyelési napon szignifikinsan nagyobbak a
kezelt csoport egyedei a kontroll csoporthoz képest. [F(4,20)=3,83; P <0,01]

N
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*
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I
°

I Csoportok
E kontroll

¢ ol® | ’ F3 1ngl
E3 1onglL
ES 100ngL

. -] 500ng/L

D. magna atlagos keriilete [mm]
[#%]
[

no

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Megfigyelési napok

100





