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Bevezetés

Szteroidok

A szteroidok a szterol lipidek kozé sorolhatdé molekuldk. Jellemzd rajuk, hogy a kozos
szerkezeti felépités, ami a szteran vazon alapul. Az allati sejtekben torténi szteroid szintézis a
koleszterin képzddésével kezdddik. A koleszterinbdl kiindulva épiil fel a tobbi szteroid.. A
vazat alkotd szénatomok szdma alapjan megkiilonboztetink C18 (6sztrogének), C19
(androgének) és C21 szteroidokat. A C21 csoportba a progesztinek, gliikokortikoidok és a
mineralokortikoidok tartoznak. A szteroidok a glicerofoszfolipidekhez és a szfingolipidekhez
hasonléan fontos membranalkoték. Vannak koztiik endogen hormonok, illetve szerepet
jatszhatnak a jelatvitelben. A szteroidok fiziologids ¢és patologids koncentracidinak
megfigyelése az endokrinoldgia kozponti kérdése, de ezek a molekuldk kornyezeti
szennyezésként is megfigyelhetéek. Funkcidjuk szerint a szteroidok lehetnek nemi hormonok,
kortikoszteroidok vagy anabolikus hatasu szteroidok. Dolgozatomban csak progesztogén

hatast anyagokat és 0sztrogéneket analizaltam, ezek mind nemi hormonok.

A progesztinek, a természetes progeszteron (PRG) és annak szarmazékai, de bizonyos
szintetikus molekuldk, mint a levonorgestrel (LNG) vagy a drospirenon (DRO) is
rendelkeznek progesztogén hatassal. Az egyes molekuldk biologiai hatdsa némileg eltér
egymastol. A progesztineket széles korben hasznéljdk szintetikus oralis fogamzasgatlok
komponenseiként (SOCs), hormonpétlo terdpiaban (HRT) és szamos négyogyaszati betegség
kezelésében. Irodalmi adatok szerint tobb mint 100 milli6 né szed fogamzasgatlét éves
szinten. A szdjon at, vaginalisan vagy egyéb modon alkalmazott szerek bejutnak a véraramba
kifejtik hatasukat és ekdzben jelentés hanyaduk metabolizdlodik is. A metabolitok és a
valtozatlan progesztinek nagy része a veséken keresztiiljutva a vizelettel egyiitt kitirtil a
szervezetbdl. Jelentés mértékli a szulfat és glilkuronid metabolizacio. A metabolitok jelentds
része az anyamolekuldkhoz hasonl6 hatast fejti ki, aktiv. Ezen molekuldk szennyezésként a
haztartdsokbol a csatornarendszeren keresztiil a szennyviztisztitd telepekre jutnak, ahol a
szennyvizkezelés sordn részben eltdvolitjak Oket a szennyvizbdl. Lebontasuk, illetve
eltavolitasuk a szennyvizb6l nem tokéletes, annak ellenére, hogy a tisztitolizemekben
rendelkezésre allnak megfeleld modszerek. Progesztogén anyagok nemcsak a

szennyviztelepeken keresztiil juthatnak az eldvizekebe, hanem a papirgyarak termelése altal,
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illetve mezdgazdasagi termelés kovetkeztében is Folyamatosan ndvekszik az arra vontkozo
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hormonrendszerének mukodésébe.

Az 6sztrogének elsdésorban human ndi nemi hormonként ismertek. Elmondhat6 azonban, hogy
ezen molekuldk altalanosan megtaladlhatdak a gerincesekben és szerepet jatszanak a himek
hormonrendszerében is. Hozzajarulnak nemcsak a nemi reprodukcios, hanem szdmos sejt
szintll folyamat szabalyozasahoz. A legerdsebb hatasu, legpotensebb természetes 0sztrogén a
B-0sztradiol (E2). Az E2 endogen szteroidként termelddik és megtalalhatd emberi és allati
szovetekben ¢és testfolyadékokban is. Leginkdbb a menopauzalis/posztmenopauzalis
hormonpotld terapidban (HRT) betoltdtt szerepérdl, illetve az ¢€letkor eldrehaladésaval
Osszefiiggésbe hozhatd betegségek kezelésében vald alkalmazasardl ismert. Az E2 nemcsak a
nék hormonja, hatasaival nemcsak a néi nemi traktus szdveteit, hanem mas szoveteket is
befolyasol, példaul az agyszdvet is egy fontos célpontja. Az emldsdkben az Osztrogének, és az
androgének is, mint példaul a tesztoszteron (T), foként az ivarszervekben és a mellékvesében
termelddnek. E2 szamos szdvetben termelddhet keringd prekurzorokbdl (legjelentdsebb ilyen
prekurzor a T), mindkét nemben aromatdz (CYP19) enzimek segitségével. Emberben és
ragcsalokban az aromatazok legaktivabban a hypothalamusban termeldédnek, de az agyban is
megtaldlhatéak, az amygdala, a hippocampus, a kozépagy és az agykéreg teriiletén. Az
intenziv human terdpias haszndlat kovetkeztében az E2 és az EE2 a két leggyakrabban
el6forduld kornyezetet terheld Osztrogén tipusu szteroid hormon. Az Eurdpai Unidban a
gyogyszerfeliigyeleti folyamatok részét képezi, hogy iranyelveket hataroznak meg. Ezen
iranyelvekben mas elemek mellett azt is lefektették, hogy az élévizek gydgyszermaradvany
szennyezésével kapcsolatosan stratégiai megkdzelités kidolgozasara van sziikség. Az E2 és
EE2 2013-ban keriilt az EU megfigyelési listajara (watch list of emerging pollutants)
(Directive 2013/39/EU). Meéréseinkkel egyidében, 2015-ben a 2008/105/EC iranyelvet
kovetve dontés sziiletett arrdl, hogy ezen anyagok (és a listan régdta szereplé mas molekulak)
jelenlétét monitorozni kell az Unid teriiletén (Commission Implementing Decision 2015/495).
Ezen anyagok analizisének szamos modja van. A metodika a vizsgalatok céljatol, illetve a
rendelkezésre allo instrumentalis hattértdl erésen fiigg. A szakirodalomban leirt applikaciok
gyakran GC-MS-t, LC-MS-t vagy immunoesszét hasznalnak, de allnak rendelkezésre UV-
VIS, fluorescencias vagy elektrokémiai detektorral kombinalt kromatografias modszerek is.
Az analitikai kémia rohamos fejlédése évekkel ezeldtt lehetdvé tette, hogy a kornyezetet

szennyezd szteroidokat tomegspektrometridas modszerekkel mar literenként néhany ng
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jelenléte esetén is mérhessiik. Ez igaz mind a progesztinekre, mind az &sztrogénekre, de van
egy fontos eltérés a két csoport tomegspektrometrids mérése kozott. a progesztinek altalaban
—valdszinlileg protonalt ionok keletkezésének koszonhetden- konnyen ionizaldodnak eldzetes
kémiai modositasok nélkiil pozitiv ionizacids mdédban. Ugyanakkor az E2 és az EE2 esetében
az ionizacié soran konnyebben veszit proton a molekula, igy az ionizacié negativ mddban
sokkal jelentdsebb mértékii. A negativ mddban végbemend ionizacié sajnos gyakran, és ezen
Osztrogének esetében is viszonylag nagy kimutatasi hatdrokkal jar. Altalanosan igaz, és az E2
¢s EE2 esetében is elmondhatd, hogy az analitikai mddszerek érzékenysége ilyen esetben
megfeleld funkcids csoport jelenléte esetén javithaté a molekula kémiai modositasaval. Az E2
¢s az EE2 analizis el6tti derivatizalasdval modunk nyilik a molekuldk positiv modban térténd
detektalasara és ezéltal jelentdsen megnovelhetjiik a mérés érzékenységét is. A kornyezeti
szennyezOk tomegspektrometrias monitorozasaban gyakran hasznalt modszer, hogy egyszerre
sok, 40-100, vagy még tobb szennyezd ionjainak jelenlétét kovetik full MS vagy targeted
MS/MS szkenneléssel derivatizalas nélkiil. Jelenleg az ilyen stratégidra épiild modszerekkel
az E2 és az EE2 nem, vagy csak magas kimutatasi hatarokkal mérhetd. Ugyanakkor tobben is
publikaltak kiilonb6zé reakciokat az E2 derivatizalasara. Ezek koziil én a danzil-kloriddal
(DSCl) végzett derivatizalast valasztottam. Irodalmi adatok alapjan van ennél igéretesebb
derivatizaldszer (1-metilimidazol-2-szulfonil klorid), és nem a danzil-kloriddal végzett
reakcio eredményezi a legkisebb kimutatasi hatart, de azért nagyon alacsony LOD érhetd el és

a DSCI joval olcsobb az emlitett anyagnal.

Karotinoidok

A karotinoidok erdsen apolaris prenol tipusu lipidek. Alapvazuk egy 8 izoprénbdl felépiild
linearis C4 molekula. Antioxidans hatastak, megtaldlhatbak az emberi szervezetben,
allatokban, névényi szovetekben is. Néhany karotinoid a zsirban 0ldodo provitaminok kozé
tartozik. A legismertebb ilyen a B-karotin. A B-karotin és szarmazékai -jonon végcsoporttal
rendelkeznek és az A-vitamin eldanyagaiként fontos elemét képezik az ember illetve
altalanosan az emldsok étrendjének. Szines karotinok természetes forrasaként szamos névény
szolgal. A pigmentaci6 a kromofdérnak, a molekulaban jelen 1évé konjugalt kettds kotés
rendszernek, kdoszonhetd. A tobb kettds kotést tartalmazé karotinoidok fényelnyelése nagyobb

ezaltal a molekula szine a konjugélt kettdskotések szamatdl fiigg. A karotinoidok két nagy



csoportra oszthatdéak: karotinokra and xanthofilokra. A karotinok csak szén ¢és
hidrogénatomokbdl allnak (pl.: a-, B-, y-karotin, illetve likopin). A xantofilok oxigéntartalmu
karotinszarmazékok, hidroxil-, keto-, epoxi- és metoxi- csoportokat tartalmazhatnak. Tobb
mint 700 karotinoid fordul el a természetben, és a kiilonb6zé novények karotinoid tartalma
rendkivill eltérd. Meghatarozasukra altalaban HPLC-UV-VIS vagy HPLC-ECD mddszerket
alkalmaznak Cg illetve Cs allofazisokkal. Més apoldris lipidekhez hasonloan a karotinoidok
tomegspektrometrids analizisére is leginkdbb APCI ionforrast hasznalnak, de a lagyabb

ionizaciot jelenti ESI is bevethetd analizistikre.



Ceélkituzések

Szteroid mérések

1. Egyszert, gyors és érzékeny metdd kifejlesztése é16viz mintdk DRO, LNG és a
PRG tartalmanak meghatarozésara.

2. Kelléen érzékeny és gyors mddszerek kifejlesztése az E2 és az EE2 mint
kornyezeti szennyezok mérésére, valamint az E2 endogén mennyiségének

vérben és agyszdvetben valdo meghatarozasara.

3. Az egerek agyaban megtalalhato endogén E2 normal szintjének felmérése,
esetleges regionalis eltérések vizsgalata.
4. Az el6z6 pontokban emlitett szteroidokbol adodo kornyezeti terhelés jelenlegi

mértékének megbizhato felmérése magyar és kiilfoldi ¢ldvizekben.

Karotinoidok szerkezetének azonositasa

5. Mameybdl (Pouteria sapota) extrahalt B-kriptoxantin-epoxidok azonositasa



Mintaelokészités

Kornyezetanalitikai mérések

Folyokbal, vizfolydsokbdl és a Balatonbdl szarmazo mintdk gyiijtése

Itthon és Szlovénidban gytijtottiink mintdkat a Balatonbol, hat Kéarpat medencei folyobol
(Duna, Drava, Mura, Szava, Tisza és Zala), kisebb vizfolyasokbol illetve a Pécs belteriiletén
athalad6 Pécsi-viz nevll csatornabol. A mintdkat a vizfolyasok, illetve a té vizének felsé 30
cm-es rétegébdl vételeztiik, a parttdl szamitott 2 méteren beliil. A dolgozatban két kiilonallo
vizsgalatot irok le. Az els6t 2014 juliusaban végeztiik. Ebben 53 mintavételi ponton
vizsgaltuk progesztin szennyezés jelenlétét a Balaton vizgyiijto teriiletén. A masodik vizsgalat
2015 jaliusaban késziilt. Ennek soran 21 mérési ponton vettem mintat és az éloviz Osztrogén
szennyezését (E2 és EE2) hataroztam meg a Karpat medence nagy folydiban Az elso
(progesztin) vizsgalatban 770 ml, a mésodikban 1000 ml térfogatu €é16viz mintakbol végeztem

analizist. A Pécsi-viz (PV) csatorna esetében 500ml-t hasznaltam fel.

A gybégyszermaradvanyok vizmintdkbol vald meghatarozasdhoz szilard fazisi extrakciot
alkalmaztam Strata CI18-E (1g/20 mL) SPE tdlteteken. A progesztinek esetében az
extraktumot metanolban feloldva analizaltam. Az Osztrogének vizsgalata soran a beszaritott

extraktumhoz derivatizald anyagot adtam és csak derivatizalas utan keriilt sor az analizisre.

Endogén E2 szintjének vizsgalata egér agyszovetben és vérben

Kiserleti allatok

A kisérletekben az egyetemen tartott és szaporitott felndtt ndstény egereket (C57BL6)
hasznaltunk. Az allatok 12 oranként véltakozd nappali illetve éjszakai koriilmények kozott
éltek és ad libitum taplalkozhattak. Minden, az allatokat érintd eljaras elfogadott protokollok
alapjan az etikai irdnyelveknek megfelelden zajlott (Pécsi Tudomanyegyetem; BA02/2000-
15024/2011). Normal és ovarektomizalt (OVX) allatokat vizsgaltunk. Az ovarektomizacid
jelen esetben az petefészkek bilaterdlis eltdvolitasat takarja. A beavatkozds sordn a miitéti
anesztéziat izoflurannal valtottuk ki. Az OVX egereket a beavatkozas utan két héttel

vizsgaltuk. Az allatok felaldozasa decapitacioval tortént. A vérmintadkat heparinnal keverve
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Eppendorf csovekbe gytjtottiik. A regiondlis koncentraciok vizsgalata soran az egéragyakbol
kimetszett 500 p vastagsagu korondlis metszeteket analizaltunk. Ezek szamozasa az egyessel

kezdddik a nazalis oldalon és kaudalis iranyba no.

Danzil szarmazékok eloallitasa

Az E2 és az EE2 standardeket és a mintdk beszaritott extraktumait is a kovetkezok szerint
derivatizaltam: 50puL LC-MS mindségii vizben oldott 0.2 moélos natrium-bikarbonat és 50 pL
keverékeket 300 rpm sebességgel razatva 65°C-on inkubaltam 10 percig. Ezutan 2 percig
jégre helyeztem a mintakat, majd lecentrifugaltam éket és athelyeztem a feliiluszokat a HPLC

autosamplerébe illeszkedd mintatartokba, amit 4°C-ra hiitttem.

HPLC-MS/MS metodok

DRO, LNG és PRG, mint kornyezeti szennyezék analizise

Minden mintdbdl 5 pl-t injektaltam 3 alkalommal a HPLC-MS rendszerbe. A kromatografis
elvalasztas egy Kinetex 2.6 p C18 100A HPLC kolonnan (100*2.1 mm) valdsult meg, amit
40°C-ra temperaltam. A mozgofazis A (0.01 v/v% hangyasav vizben) és B (0.01% v/v%
hangyasav acetonitrilben) komponensekbdl allt. Az aramlasi sebesség 300 pl/perc volt. A
gradiens 35% B-r6l indult, amit izokratikusan tartottam 3 percig, majd 9 perc alatt
egyenletesen felemeltem 55% B-re, ezt az eredeti Osszetétel 0,2 perc alatt torténd
visszaallitasa, majd az oszlop 7,8 perces mosdasa kovette.

Az alkalmazott tomegspektrométer fiitott electrospray ionforrassal rendelkezett, melyet
pozitiv moédban mikddtettem. A elektrosprayre 4.0 kV fesziiltséget kapcsoltam. A bevezetd
kapillarist 300 °C-ra flitéttem. A probe heatert 50 °C-ra. Az S-lencsék RF értékét 70-re
allitottam. A fragmentaciohoz az alabbi HCD (Higher-Energy Collisional Induced
Dissociation) cella energidkat allitottam be: DRO: 55% , PRG: 45% ¢és LNG: 45%. Az adatok

kiértékelését a Thermo Xcalibur 2.2 SP1.48-as verzioju szoftverével végeztem.



A kiértékelés soran megfigyelt ionokat akkor fogadtam el, ha azok m/z hanyadosa(i), és azok
retencios ideje a kovetkezd hatarértékek kozé esett/estek: DRO - MS1: 367.21-367.24, MS2:
97.06-97.08, retenciods idd: 5.2+0.25 perc; LNG - MS1: 313.20-313.23, MS2: 109.05-109.07
¢s 245.18-245.20, retencios 1d6: 5.7+0.25 perc; PRG - MS1: 315.21-315.24, MS2: 97.06-
97.08 és 109.05-109.07, retencids id6: 9.8+0.25 perc. A kromatografias csticsok cstics alatti
teriiletének integralasahoz ICIS algoritmust alkalmaztam a kovetkezd bedllitasokkal: teriileti

zaj faktor: 5.0, csucs zaj faktor: 10.0 és minimum cstcsintezitas 3.0 (S/N).

E2 és EE2, mint kornyezeti szennyezok analizise

Minden derivatizacion atesett mintabol 10 pl-t injektaltam 3 alkalommal a HPLC-MS
rendszerbe. A kromatografias elvalasztis egy Kinetex 2.6u XB-C18 100A 150x2.1mm HPLC
kolonnan valdsult meg.column, melynek hdémérsékletét a mérés sordn thermosztat
segitségével 30°C-on tartottam. A mozgofazis ugyanazon A és B komponensbdl allt, mint a
progesztinek mérésénél. Az aramlas sebességét 400 pl/percre allitottam. A mozgdfazis
kezdetben 10% B-t tartalmazott. Ezt izokratikusan tartottam 1 percig, majd 2 Iépésben
felemeltem el6szor 2 perc alatt 25% , majd tovabbi 2 perc alatt 70% B-re. Ezutan 10 perc alatt
tovabb emeltem a B eluens részaranyat 75%-ra. Ezt a kezdeti Osszetétel visszaallitasa és az
oszlop 15 perces mosasa kovette. Az E2 kromatografias csucsa 13.09-13.17 percnél
elualodott, az EE2-¢ 13.66-13.73 percnél. lonjaik detektalasa pozitiv ionizaciés modban
tortént. Az elektrosprayre 4.0 kV fesziiltséget kapcsoltam. A bevezetd kapillarist 380 °C-ra
fiitéttem, a probe heatert pedig 300 °C-ra. Az S-lencsék RF értékét 60-ra allitottam. A
fragmentacidhoz 50% (E2) és 49% (EE2) HCD (Higher-Energy Collisional Induced
Dissociation) cella energidkat allitottam be. Az adatok kiértékelését a Thermo Xcalibur 2.2
SP1.48-as verzigju szoftverével végeztem. Single ion monitoring analizis soran 0,5 Da széles
ablakban rogzitettem az E2-nek (506,23-506,25 m/z) és az EE2-nek (530,23-530,25 m/z)
megfeleld kromatografias csicsokat. A fragmentécios atmenetek célzott kdvetésekor (tMS2) a
kovetkezd MS/MS atmeneteket vettem figyelembe 0,4 m/z prekurzor izolacios ablakot

alkalmazva: 506.24-171.10 (E2) és 530.24-171.10 (EE2).



Endogén E2 szintjének vizsgalata egér agyszovetben és vérben

Minden egyes derivatizalt mintabol 25 pl-t injektaltam 3 alkalommal. a kromatografids
elvalasztas egy Kinetex EVO 5u C18 100A HPLC oszlopon (150*2.1mm) tortént, amelyet
30°C-ra temperaltam. A mozgofazis a masik két metodnal is leirt A és B eluensekbdl allt. Az
aramlasi sebesség 300 pl/perc volt. A mozgodfazis kiinduldsi Gsszetétele 75% B és 25% A
eluns volt. Ezt 1 perc izokratikus szakasz utan 2 perc alatt 80% B és 20% A-ra valtoztattam.
Ezutan a B eluens részaranyat 2 perc alatt 99%-ra emeltem, majd ott tartottam azt 5 percig.
Ezutdn a mozgodfazis Osszetételét visszadllitottam a kezdetire és az oszlopot 15 percig
mostam. A tomegspektrométert a kdrnyezeti 6sztrogének vizsgalatdnal leirt modon allitottam
be. A szdvetmintadkhoz homogenizalas eldtt 50 pg EE2-t adtam, amit a kiértékelés soran bels6

standardként hasznaltam.

Eredmények és megvitatasuk

Szteroid mérések

Kornyezetanalitikai mérések

A progesztin mérések soran 1ng/L alatti kvantifikalasi hatart sikeriilt elérni kevesebb mint 1
liter vizminta felhasznalasaval. A metdd soran nincs sziikség kémiai derivatizalasra igy

elkeriilhetd az azzal jar6 tobblet kornyezetterhelés.

Progesztinek koncentracioi nagy eltéréseket mutattak a Balaton koriili 53 mérési ponton. 23
minta egyaltalan nem tartalmazott kiértékelheté mennyiségii (SLOQ) szennyezést. 21 mérési
ponton, vagyis az 0sszes pont alig kevesebb, mint felén mutattunk ki progesztin szennyezést.
A 21 mintabol 20 esetében detektaltunk PRG-t. LNG-t 6 (No 1, 5, 11, 12, 20, 21), DRO-t 5
helyen (No 1, 5, 11, 19, 21) taldltunk. 4 mintdban (No 1, 5, 11, 21) mindhérom szteroid jelen
volt. A mért koncentraciok ng/l-ben: 0,26-4,30 (DRO), 0,85-3,40 (LNG) és 0,23-13,67
(PRG).

Az E2 és az EE2 derivatizalas nélkiil csak magas LOQ értékekkel mérhetd. Negativ modu
mérésekkel a kovetkezd kiértékelési limiteket mértem: E2: 7,5 ng/l LOQ, EE2: 20 ng/l LOQ.

Az alkalmazott derivatizalasi 1épést is tartalmazdé metdoddal Iényegesen javult a
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kiértékelhetdség hatara: 0,05 ng/l (E2), és 0,001 ng/l (EE2). Ugyanakkor a derivatizalas miatt
ez a metodd kevésbé kornyezetkiméld, mint a progesztineknél alkalmazott modszer. Mindkét
Osztrogént eléfordult az altalam vizsgalt élévizekben, de az EE2 joval kisebb mennyiségben
volt kimutathatd, mint az E2. A mért koncentraciok nulla és 5,8 ng/l (E2) illetve nulla és 0.7
ng/l (EE2) kozé estek. Viszonylag sok EE2-t mértem a Balaton vizgy(jtd teriiletének két
pontjan, a Zala folydban (0,7ng/L) és a Héviz-Pahoki csatornaban (0,5ng/L). Az E2 jelenlétét
MS/MS atmenettel a 23-bol 12 esetben tudtam megerdsiteni. Az EE2 jelenlétét annak
alacsonyabb koncentracidja és rosszabb (0.2ng/L) MS/MS kiértékelhetdségi hatara miatt
MS/Ms atmenettel csak 2 minta esetében tudtam megerdsiteni (a Héviz-Pahoki csatornaban és
a Zala folyoban). 5 minta szlirés utani analizise alapjan ezen szennyezés egy része (17-33%

E2 és 0-5% EE2) a lebegd részecskékkel asszocialtan van jelen

Az Osztrogének intenziv hasznalatanak ismeretében nem meglepd, hogy az E2 és EE2 szamos
¢lovizben kimérhetd mennyiségben van jelen vilagszerte. 2003 és 2013 kozott publikalt
adatok alapjan 18-bol 13 vizsgalatban talaltak legalabb egy mérési helyen 1 ng/l-t meghalado
E2 koncentraciot. 1 ng/l feletti EE2-t 50%-os eséllyel talaltak. Az Eurdpai Uni6 szabalyozasa
2013-ban helyezte ezen anyagokat megfigyelési listara és 2015-ben dontdttek arrol, hogy a
jovoébeni monitorozasuk soran 0,035 ng/l (EE2) illetve 0,4 ng/l (E2) vagy ezeknél kisebb
kimutatasi hatarokkal rendelkezé metddokat kell alkalmazni. Az altalam leirt danzil-kloridos
szarmazékképzés olcsd, gyors ¢és eléggé egyszerli ahhoz, hogy haszndlatdit masok is
megfontoljak ilyen célokra. A nemzetkozi adatok tiikrében a Karpat medence folyoiban ¢€s a
Balatonban mért E2 és EE2 szennyezés mérsékeltnek mondhatd. Még a két fovarosban mért
szintek (3,0 ng/l E2 ¢és 0,1 ng/l EE2 Budapesten ¢és 5,2 ng/l E2 Ljubljandban) is
elfogadhatonak tiinnek. Erdemes azonban figyelembe venni, hogy nagyon kevés adat all
rendelkezésre, hogy a koncentraciok a vizhozam csokkenése esetén drasztikusan
megemlekedhetnek és hogy a legtobb toxikoldgiai vizsgalat idOtartama néhany hét vagy
honap, ezért a szennyezés hosszu tava hatasait nehéz feltdrni. A jelen vizsgalatban az
csak egy része (Wise, et al. 2011). A vizsgalatokban megfigyelt alacsony hormonszennyezés

onmagaban valoszinileg nem jelent akut kozegészségiligyi problémat, de helyenként

rrrrrrr

Endogén E2 egéragyban és vérben
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A kidolgozott LC-MS metddokat segitségével gyorsan és viszonylag egyszertien mérhetd az
E2 vér és agyszovet mintakbol. Sikeriilt felmérni az E2 endogén szintjeit felndtt ndstény
egerek kiillonbozod agyrégidiban, illetve vérében. A vérben mért E2 értékek a hiivelykenetek
hisztologiai képe alapjan meghatarozott menstruacidos féazissal jo korrelaciot mutattak.
Osszehasonlitottuk OVX és normal egerek vérének E2 koncentraciojat. Az OVX egerekben a
beavatokozas utan két héttel 1-3 pg/ml azaz a normal értékeknél 10-75-sz6r kisebb E2 szintet
tapasztaltunk.

Metddunkkal az E2 meghatarozasahoz kevesebb mint 5 mg agyszdvetre van sziikség. Az
atlagos egerek agyanak tomege megkozelitdleg 350-450 mg, ezért mddszeriink lehetdséget
nyujt az egéragyban az E2 eloszldsanak felmérésére. A hormone mennyiségi kimutatasdnak
hatara 0.05 pg E2 a kromatografids oszlopon, azaz 0.2 pg mintanként. Szoveti koncentracidra
atszamolva ez 0.04 pg/mg 5 mg agyszovet esetén. Nagyobb szOvetmetszet vizsgalatakor
természetesen kisebb, illetve kisebb szovetmetszet esetén nagyobb kimutatasi hatarba
iitkdzhetiink. Hypothalamus, hippocampus és agykéregi szekcidkat analizaltunk (n=9, 1.-9.).
A kovetkez6 E2 koncentraciokat figyeltilk meg: hypothalamus: 0.20-50 pg/mg, hippocampus:
1.0-155 pg/mg, agykéreg: 0.25-6.2 pg/mg. Az agykéreg esetében a bal és job oldalt kiilon is
vizsgaltuk. A két oldal koncentracidinak aranya 0,5 ala esett 1 esetben, 0,5 és 1,5 kozé esett 4

agynal és 1,5-nél nagyobb volt 4 agy esetében.

crer

sagitalis sikjaban eldrehaladva (n=5). Az igy végzett mérésekbdl szamitott atlagkoncentraciok
hasonloak voltak az 1.-9. egéragyban mért értékekhez, de az egyes szekciok kozott jelentds

eltérések mutatkoztak.
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Tissue sections of 14th mouse brain. Direction from left to right = nasal 2 caudal

E2 koncentraciok a 14. vizsgalt egéragyban. 1-7: kéreg régiok 1-gyel jeloltem a nazalis
oldalon elhelyezkedd sz¢€lsé metszetet, 7-tel pedig a caudalis oldal feldli szélsé metszetet. A
6HPC-vel, illetve THPC-vel jeldlt oszlopok hippocampus régiokra vonatkoznak a 6-os illetve
a 7-es metszetbol. Az egy-egy szamhoz tartozd két oszlop koziil a bal oldali mindig a bal

félteke, a jobb oldali pedig a jobb félteke adott kérgi szekcidjaban mért érték.

Az eddig analizalt kisszaml minta (n=14 normal egéragy, n=5 normal vérplazma, n=1 OVX
vérplazma) nem teszi lehetdvé jol megalapozott kovetkeztetés levonasat, de az adatok
felvetették a kérdést, hogy a kérgi teriileteken és a hippocampusokban analizise soran
megfigyelt kiilonbségek a bal és a job oldal kdzott vajon csak a véletlennek kdszonhetdek-e.
Ennek kideritésére tovabbi vizsgalatokra van sziikség és jelentdsen emelniink kell a
mintaszdmon. A kérdés azért fontos, mert jelenleg a két féltekét sok szempontbol
egységesnek tekintjiik, ami mar a kisérletek tervezésében is megjelenik. Az egyes méréseket
gyakran a két félteke kozott osztjak fel, példaul a bal féltekén végeznek immunhisztokémiat
¢s a jobbon végeznek molekuldris kémiai analizist. Viszont ha esetleg E2 szempontjabol
lateralizacidval kell szamolni, akkor azt figyelembe kell venni szamos jovobeli vizsgalat

tervezésekor, €s ez mar lezajlott mérések értelmezését is befolyasolhatja.
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Karotinok szerkezetének azonositasa

Az egyetem karotin munkacsoportja a mamey termésbdl izolalt karotinokbol két
kromatografias frakcid analizisét bizta ram. Mindkett6t p-kriptoxantin epoxidként
azonositottak UV-VIS spektrumaik alapjan. A 14,5 percnél gyijtott komponens fajlagos
tomege 568.43 (m/z) volt. Ez a tdmeg (m/z) egyezik a B-kriptoxantin monoepoxid. elméleti
tomegével. Ezen ion fragmentacidja sordn szamos lednyion keletkezett még viszonylag
alacsony {itk6zési energidk esetén is. A fragmentacios profil jO egyezést mutatott a -
ionokat figyeltem meg a mérések soran: 553.40 ((M-15) vagy B-cryptoxanthin), 488.36 (M-
CeHg), 476.36 (M-C7Hg), 461.34(B-cryptoxanthin-C;Hg), 415.30 (M-153, a hidroxidcsoportot
tartalmazd gylirli elvesztése a protonalt molekula 7,8 szén-szén kotésének felnyilasaval)
valamint sok tovabbi iont, melyek a polién lanc kiilonb6z6é helyeken torténd felnyilasabol

adddoan keletkezhetnek.

A masik komponens, amit a 17,5 percnél gytijtott frakeid tartlmazott fajlagos tomege szintén
568.43 (m/z) volt. Ennek a fragmentacidja a masik komponenséhez igen hasonld profilt
eredményezett. Ugyanazon ionok jelentek meg inteziven a spektrumban, bar ezek egymashoz
viszonyitott ardnya nem teljesen egyezett. Az epoxidacié helyének meghatarozasa céljabol két
lehetséges lednyion elméleti tomegét hataroztam meg. (169.12340 és 171.13769) Ezen ionok
mindegyike tartalmazta a hattagli gylriit, 4 metilcsoportot egy oxigént epoxid formaban, ¢s
egy hidroxil csoportot, mivel ezek egylittesen csak akkor lehetnek jelen egy leanyionban, ha
az epoxidacid helye 5,6. Ezutdn minden rogzitett fragmentacios spektrumban lekerestem,
hogy jelen van-e a két ion (169.11-169.13 ¢és 171.13-171.15). Mindkét ion jelen volt a 17.5
percnél gyljtott komponens fragmentacids spektrumaiban, ugyanakkor egyik sem volt

megtalalhat6é a masik komponens spektrumaiban.
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5',6'

5,6

Az epoxidécio két helyen torténhet a B-kriptoxantinban az 5,6 szén-szén kettds kotés helyén

vagy az 5,6’ szén-szén kettds kotés helyén.

m/z 169.12 m'z171.14

Az 5,6 ésaz 5,6 epoxidok megkiilonboztetésére hasznalt ionok képletei 169.12 (a bal
oldalon) és 171.14 (a job oldalon)
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Uj eredmények

Original, sensitive and fast methods based on SPE and LC-MS have been developed
for the determination of the following environmental contaminants: DRO, LNG, PRG,

E2 and EE2.

A significant steroid hormone contamination including quantitative data was measured

in the catchment area of Lake Balaton and in several Central European rivers.

A sensitive method has been developed for the determination of E2 from brain tissue,

physiological concentrations in the mouse brain have been surveyed.

Using MS/MS experiments the identity of 5,6 and 5°,6” B-cryptoxanthin-epoxides was

successfully confirmed and I could tell them apart.
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