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Problémafelvetés, el6zmények

bioldgiailag aktiv gyogyszer hatbanyagok és azok metabolitjai

kivalasztas

szennyviz

\/

szennyviz tisztitok

Zalaegerszeg

nem a szintetikus

gyogyszerhatéanyagok eltavolitasara

tervezték 6ket — csak 10-50%-0s a
tisztitasi hatékonysaguk hatdéanyagtol
tisztitott szennyviz figgben!

\/
felszini vizek (tavak, folyok) - vizi okoszisztemak




Problémafelvetés, el6zmények

* 4 db regionalis szennyviztisztito telep Uzemel a Balaton vizgy(jt6 teruleten.

» Keszthely [4]; Nemesgulacs [5]; Kéthely; Révfulop [6]

« Evente kdzel 16 millié m3 tisztitott szennyviz éri el a Balatont (OVF adat).

» ez a to teljes viztérfogatanak 0,84%-a

Mintavételezési pontok:

Zala - Zalaegerszeg felett
Zala — Zalaegerszeg alatt
Kis-Balaton 1-2

Zala torok

Szigliget

Révflulop

Balatonlelle

Tihany - Sajkod

Zamardi

0. Siofok
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Analitikai felmérés

Bels6 standardok - szilard fazisu extrakcié (SPE) alapu HPLC-MS technikaval

- gyogyszertari és gyogyszergyari eladasi adatok alapjan,
134 db hatdéanyagot céloztunk meg

 Alkaloidok

* Antiepileptikumok

» Antipszichotikumok/antidepresszansok
« Szorongasoldo szerek

« Kardiovaszkularis szerek

» Disszociativ anesztetikumok/Pszichedelikus szerek
* Hormonok/ Hormonszarmazékok

* Helyi érzéstelenitok

» Kabitdszerek/Nyugtatok/ Gorcsoldok

* Nem szteroid gyulladasgatlo szerek

- Opiat- és Morfinszarmazékok

« Stimulansok/Hallucinogének



A vizsgalt hatdbanyagok kozul 69-et talaltunk meg a Balatonban és/vagy a
vizgyUjtojén, ezeket a hatoanyagokat 9 csoportba soroltuk

Hat6anyag csoport Kiemelt hatéanyag Min Max Atlag Eléfordulasi Nemzetkozi adatok
ng/l ngll ng/l gyakorisag, % ng/l
Alkaloidok koffein 156 138,7 739 15 max630 (USA), 31.3-2714 (China)
TR karbamazepin 47 8046 1155 100 25 (D), 78 (F), 75 (A), 138 (Balti), max1705 (Finl.)
Antiepileptikumok lamotrigin 57 17348 156,1 98 190 (D-Afrika)
I . . . citalopram 0,1 17,7 3,9 38 30 (Balti), 6-219 (USA), max274 (Finl.)
Antipszichotikumok/Antidepresszansok fluoxetin 0.5 34 18 15 5648 (USA), 1-2 (Port)
Szorongasolddszerek alprazolam 0,1 12,6 1,3 85 2.9-91 (S)
verapamil 0,1 271 2,5 53
Kardiovaszkularis szerek perindopril 0,1 386,0 27,0 95
bisoprolol 05 844 11,1 73 max 3810 (Balti), max633 (Finl.)
bE2 0,1 19,6 6,7 48 2.4 (F, USA), 0.015 (Balti)
Hormonok/hormon szarmazékok E1 0,2 105 1,8 95 0.2 (Balti), 2.35 (F), 1.35 (USA), 4.1-25.1 (Port.)
EE2 0,2 2,7 1,2 18 2.1 (F, USA), 0.025 (Balti), 4.6-42.2 (Port.)
progeszteron 0,6 9,3 24 45 9.15 (USA)
Helyi érzéstelenitok lidocain 01 1413 20,1 88
Opiatok tramadol 0,2 2799 22,2 98 256 (Balti)
diclofenac 2214 2214 2214 3 1080 (CZ), 0.96-253 (Engl.), 13-700 (Finl.), 5-370 (D)
naproxen 22 561 20,6 15 1424 (CZ), 27-1687 (Finl.)
Egyéb benzoyl-ecgonine 0,1 23 11 25 1.06-107 (Engl.), 50-183 (ltaly)
ecgonine-methylester | 21,6 34,8 28,2 5
MDMA (Ecstasy) 0,5 26,8 7,5 20 1.1-1.7 (ltaly)
ketamin 1,6 159 6,9 15

A kimutatott hatbanyagok koncentracidja eurdpai viszonylatban atlagos ©

A koncentraciok nem kiugréan magasak - akut okologiai hatas nem feltételezhetd,

DE az okoszisztémat kronikus hatasok érik!

Maasz et al., in preparation
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B Local anesthetics

[ Hormones

[C] NSAIDs
[ Cardiovasculardrugs [l Opioids

B Others

[C] Antidepressants
[ Anxiolytics
[ Hallucinogens

B Antiepileptics
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EDCs

progesztogenek -

Sampling site

Zala, above Zalaeg.

Zala, under Zalaeg.

Kis-Balaton I-lI

Zala torok

Szigliget

Révfulop

Sajkod

Balatonlelle

Zamardi

Siéfok

Dates
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02
2017.06.26
2017.08.10
2017.11.02

levonorgestrel (LNG)
progeszteron (PRG)
drospirenon (DRG)

LEV

42,74
44,69

38,2

2,24

PRG
1,21
0,94
0,66
1,12
0,81
1,43
1,26

0,82

2,25

0,88

0,96

0,94
0,61

0,74

1,14

1,31

DRO
1,21

2,41

EE2
0,46
0,25
1,82
0,74
0,57

2,13

0,18

0,18

0,46

0sztrogének -
E1 E2
3,26 17,04
1,26 0,19
0|78 0,22
7,51
54
1,56 19,12
0,51 0,41
0,98
976 17,95
2,18 0,67
1,25
5,52 3,96
0,86 02
0,43
3,6 2,93
0,94
0,29
092 344
0,46
0,17
1,02 19,6
1,23
0,33
0,65 16,96
0,72
0,19

3,73
049 0,14
0,16

ethinil-osztradiol (EE2)
osztron (E1)
R-0sztradiol (E2)

Maasz et al., in preparation



- progesztogenek: ~1 — 50 ng/L - sztrogének: ~ 0.1 — 20 ng/L

- 0.66 ng/L DRO szignifikansan csokkenti az ivarérett furge csele fertilitasat & "

- 3.3 ng/L LNG hatasara a néstény karmosbéka androgenikus jeleket mutat

- 6.5 ng/L LNG gatolja a him tuskés piké androgén-fuggo reproduktiv ciklusat

- 13 ng/L LNG hatast gyakorol a bodorka reproduktiv rendszerére

- SOC képesek bioakkumulalédni a halakban és a kagylokban

Zeilinger és mtai 2009; Liu és mtai, 2011; Kroupova és mtai, 2014; Svesson és mtai, 2014; Zrinyi és mtai, 2017

E1:

tlzcsele (P. promelas) -LOEL = 31 ng/L
zebradanio (D. reiro) -LOEL = 49 ng/L
medaka (O. latipes) -LOEL=100 ng/L

E2:

zebradanio (D. reiro) -LOEL = 1.1 ng/L

medaka (O. latipes) -LOEL =4 ng/L
-EC,, = 200 ng/L

tlzcsele (P. promelas) -LOEL = 9 ng/L
-EC5,= 120 ng/L

OECD - 2014

EE2:

medaka (O. latipes) -LOEL =0.1 ng/L

zebradanio (D. reiro) -LOEL = 1.5 ng/L
-EC50= 2.51 ng/L

tlzcsele (P. promelas) -LOEL = 2 ng/L

LOEL — Lowest Observed Effect Level
EC;, — half maximal effective concentration

Avar et al., Drug Test Anal. 8:123-7., 2016
Avar et al., Environ Sci Pollut Res. 23:11630-8., 2016



Célkitizes

- vizsgalni a kimutatott progesztogén fogamzasgatlok vizi gerinctelen

modellszervezetre (nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis) gyakorolt

élettani hatasait a viselkedestol egészen a molekularis szintekig



Miért a Lymnaea?

- alymnaea ,agy” korulbelul 20.000 idegseijtet tartalmaz

- azidegducok felszinén elhelyezkedd idegsejtek relativ nagyok (50-100 ym) és

narancsosan pigmentaltak

- a Lymnaea szamos |0l meghatarozott viselkedési (taplalkozas, legzeés, tanulas, stb.)

mintazatot mutat, melyek kialakitasaban olyan reflexivek és mintazatgenerator

kozpontok vesznek részt, amelyek a gerincesekben is azonosithatok

- azonositott neuralis halozatok és szinaptikus kapcsolatok jellemzik

- a Lymnaea reprodukcios és fejlddési szakaszai részleteiben ismertek

- az idegsejtek szintjén, a gerincesekkel azonos molekularis folyamatok jellemzik

- viszonylag jol ismert az endokrin rendszere, bar sok a kérdéses pont

- nem szukséges etikai engedély

Lymnaea stagnalis




Komplex vizsgalatok

1, 10, 100, 500 ng/L kronikus (21 nap) progesztogéen mix
(DRO, LNG, PRG) hormonkezelés

Lymnaea stagnalis

- Viselkedési vizsgalatok - taplalkozas (reszeldnyelv oltogetes), mozgas

- Elektrofizioldgiai vizsgalatok — taplalkozast szabalyozo6 idegsejtek aktivitasa
- Szovettani vizsgalatok — GnRH IHC a CNS-ben

- Molekularis vizsgalatok — GnRH mennyiségi meghatarozas a CNS-ben

- Testindexek vizsgalata — spermium szam, peteszam, embrionalis novekedés

- Biokéemiai vizsgalatok — energia szintek mérése a zigotaban (AEC, hexoz)



Progesztogen kezelés hatasai — taplalkozasi tesztek

feeding rate
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kontroll oldészer 1 ng 100 ng

- a taplalkozasi aktivitas koncentracio fuggo
mertékben valtozik a hormonkezelés utan

Lovas et al., in preparation



Progesztogén keverék hatasa a taplalkozast modulalo interneuronban (CGC)

Lymnaea taplalkozasi haldzat:

CGC - taplalkozasi interneuron

s ;. Firing frequency
B3 - taplalkozasi motoneuron

FOOD (Benjamin PR., 2012) 1.4 5 " | *
* ]
L_'p.— F 1,2 - l
E
. t
D N 1,0 1 T
SNs | I I
(mechano- N =,
and chemo- >
) G g 0’8 -
SENSORY MODULATORY cPG MOTOR g
93- 0,6 -
L n=12 n=9 n=
0,4 -
0,2 -
0,0 : . ; . :
kontroll  olddszer 1 ng 100 ng

- a taplalkozast modulalé interneuron
thzelési mintazata, hasonloan a taplalkozasi
viselkedéshez, koncentracio fluggob
mértékben valtozik a hormonkezelés utan




Progesztogen keverék hatasa a taplalkozast kialakitd motoros neuronokban

fictive feeding

| B1 cell

B3 cell

20 mM sucrose

[1 spontaneous
Y fictive feeding

1 g
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- a cukoroldat altal indukalt ,fiktiv taplalkozas”
tuzelési frekvenciaja csokken a (B1, B3) motoros
idegsejtekben a 100 ng/L progesztogén kezelés

hatasara

Lovas et al., in preparation



Progesztogeén kezelés hatasai — mozgasi tesztek

- @ mozgasi aktivitas, ugyan ellentétesen a taplalkozasi viselkedessel, de koncentracio
fuggb mertékben valtozik a hormonkezelés hatasara

10 ng/L

20
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control 1 ng/L 10 ng/L 100 ng/L

Lovas et al., in preparation



A szaporodas neuroendokrin szabalyozasa — a GnRH kozponti szerepe

C)7| Right A

Anterior Lobe (AL)

APGW FVRIs
CALP LyNPY
Conopressin  Pedal Peptide

Ventral Lobe (VL)

APGW LIPs (A, B, C)
Conopressin LyNPY
EFLRI  Myomodulins
FLRF Pedal Peptide

FMRF pQFYRI

SEEPLY

erotonin (5HT)

Pleural (Pl) & Parietal (Pa) neurons
DEILSR LIPs (A, B, C)

FVRIs LyNPY
G/SDPFLRF Pedal Peptide

Pedal Ib cluster (Pelb)
APGW LyNPY
FVRIs Myomodulins

Serotonin (5HT)

ni

Koene JM (2010) Front Behav Neurosci 4:167

A GnRH kozponti szabalyozo szerepet jatszik
minden gerinces szervezett reprodukcios
folyamataban (pl. spermatogenezis, ovulacio), de
mi a helyzet a gerinctelenekkel, pl. a csigakkal?

Left S?

Lateral Lobes (LL)

LFRF

Dorsal Bodies (DB)
DBH

CaudoDorsal Cells (CDC)
Amino Terminal Peptide (Nt)
Calfluxin (CaFl)

Carboxyl Terminal Peptide (CTP)
CDCH

a-CDCP

B1-CDCP

B2-CDCP

B3-CDCP

y-peptide

6-peptide

e-peptide

1788Da: HF(FH)FYGPYDVFQRDV
5895Da




A GnRH-szerl hormon eloszlas és lokalizacioja a Lymnaea CNS-ben

cbc
min
Nincs hipotalamusz, e o RPeG v 22
de vannak IHC pozitiv e * . LPeG\- RCG
|degRsISJ[t)e2k,de. a VDQ % | ca
és idegsejte i
5t Q -4 1 -
cc X
a VD1 — RPD2 LPIG )55 RPIG
neuronok viszont
kulcs szerepet
jatszanak a LPG
Lymnaea rRPG &
szaporodasban '
(irodalmi adat)
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- L erpan
gn irpan

o in
Zrinyi et al., in preparation



Progesztogen kezelés hatasai — valtozasok a VD1 idegsejtben

Vm (mV)
10 - o
-
L T O —e %
80 ?ﬁ 20 q 20 40
)
104 7
? il :
< 1
: l ] 1 ¢
—_ J -30 1 }
-40
= control 1 }
e 100ng/L “5°£
A 1nglL [
e ICa

- inward Ca-aram csokken a progesztogen
kezelés utan

-

LyGnRH szekrécié is csokken a VD1-bdl (?)

a VD1 GnRH immunpozitiv sejt l
a LyGnRH szint csokken a CNS-ben (?)

Zrinyi et al., in preparation



Progesztogen kezelés hatasai — LyGnRH expresszié a VD1-ben

gqRT-PCR LyGnRH — QNYHFSNGWYA — funkcionalis hormon
1 for: 5’ CCTTGTCCTCCTGGCTGTAGTG - 3’
14 ] rev: 5’- GATGTGGCCGGTGTACGATGG - 3’
1,2 - J
“8’, 10+ n=4
_(CU -
S 08- * T*
2 ] T
L 06 |
: p=4 n=4
0,4
0,2 1
0,0 T T I
kontroll 10 ng/L 500 ng/L

- a LyGnRH expresszié csokken a progesztogen kezelések hatasara a VD1-ben

g

csokken a GnRH szint a CNS-ben és a vernyirokban (hemolimfa)

Fodor et al, in preparation



Progesztogeén kezelés hatasai — reprodukcioé a ,him” vonalon

szeminalis vezikulum

sperm number [million/mL]

1,80 -
1,60 -
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1,00 -
0,80
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0,00

aramlasi citometria
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*
control 10 ng/L 100 ng/L

1000+

100 4
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- a total spermium szam is lecsokken a
GnRH szinthez hasonldéan a progesztogén
kezelés utan

Zrinyi et al., in preparation



Progesztogeén kezelés hatasai — reprodukcié a ,ndi” vonalon

©
£ 150
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5 50
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1% week

2" week

H

*kk

-l 15t week 2nd week 3rd week
1 1 ]
1

T 1
7 14, 21. day

0. 1 4
AR AR A

3" week

- az oocyta produkcio szignifikansan csokkent, vagy nétt a 10 ng/L-es hormonkezelés
hosszatdl figgben a kontroll értékhez képest

Zrinyi et al., Aquatic Toxicology 190 (2017) 94-103



Progesztogén kezelés hatasa az embrionalis fejlodésre

normal fejlédési stadiumok

testméret [um]

1000 -

800 -

600 -

400 H

200 -

—&— control
—e— 1 ng/L
—4A— 10 ng/L
—w— 100 ng/L
—<4— 500 ng/L

T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

- az embrionalis fejlédés Uteme az egyes
megfigyelési napokon koncentraciofiiggd
mertékben szignifikansan csokken a
hormonkezelés hatasara

Svigruha et al., in preparation



Progesztogén kezelés hatasa az embrionalis fejlodésre

Ikerembriok, egy petezsakbdl kiindulva — fejlédés 4. napja:

kontroll 1 ng/L 10 ng/L 100 ng/L

10 napos ikerembridk:

11 napos ikerembriok:

Svigruha et al., in preparation
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0,0

ddk

r .
Control 10ng/L

Egy sejtes zigotaban meghataroztuk
az energia hordozo molekulak (AMP,
ADP, ATP) relativ aranyat.

Majd ezek ismeretében kiszamoltuk
az adenilalt energia toltést (AEC) és
a hexoz felhasznalast

A progesztogén kezeles
hatasara az energia haztartas
(cukor felhasznalas) jelentésen
lecsokkent (C)

Zrinyi et al., Aquatic Toxicology 190 (2017) 94-103



K0szonom a megtiszfeld figyelmet
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