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2. Bevezetés

A kommunalis szennyvizekkel, ipari és mezdgazdasagi tevékenységgel egyre tobb
Osztrogén hatast anyag keriil a kornyezetbe Ezek az anyagok a természetes Osztrogének
analogjaiként miikodve komoly veszélyt jelentenek az €16 szervezetek hormonhéztartasara,
ezért egyre nagyobb igény mutatkozik az ilyen anyagok kimutatdsdra és hatasanak
vizsgélatara alkalmas modellrendszerek irant. A kutatok figyelme részben a koltségek
csokkentése érdekében, részben az egyre szigorodd allatvédelmi eldirdsok miatt az emlds
modellek helyett egyre inkdbb az egyéb gerincesek felé iranyul.

A zebradani6 /Danio rerio/ fejlodésbiologiai és genetikai szempontbol is az egyik
legjobban ismert halfaj. Szé¢leskortien alkalmazzak ilyen jellegli vizsgélatok alanyaként, de
toxikologiai célu felhasznaldsa is elterjedt. Receptorai €s az egyes folyamatok élettani és
molekuldris biologiai hattere nagymértékii hasonlosagot mutat az emldsokével és az
emberével. Mivel a zebradanié embriok attetszéek, a fluoreszcens fehérjéket expresszalo

transzgenikus vonalak larvaiban a jelolt célszervek jol tanulmanyozhatok.



3. Célkitiizés

Munkank soran célunk egy olyan génkonstrukcid létrehozas volt, amelyben a
fluoreszcens riporter fehérje (CFP-Cyan Fluorescent Protein) kifejez0dése egy
majspecifikus, 0sztrogén hatasti anyagokkal indukalhaté promoter iranyitasa alatt all. A
konstrukcidval a késObbiek sordn egy a majaban Osztrogén hatasti anyagok jelenlétében

kék fluoreszcens jelet ado transzgénikus vonalat kivanunk létrehozni.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A hormonrendszer miikodését zavaro anyagok

A hormonrendszert zavard anyag (endocrine-disrupting chemical-EDC) az Egyesiilt
Allamok Kérnyezetvédelmi Ugyndksége (EPA) definicidja szerint olyan exogén dgens, amely
beavatkozik a vérben szallitott, a homeosztazisért, reprodukcioért és a fejlodési folyamatokért
felelés  hormonok  szintézisébe, szekrécidjaba, transzportjdba, metabolizmusaba,
kotédokeépességébe €s eliminacidjaba.

Ezek a vegyliletek foként antropogén forrdsokbdl keriilnek a szennyvizbe vagy a
talajvizbe, majd onnan a természetes vizekbe. Ilyen anyagot tartalmaznak az iparban ¢€s a
haztartasokban hasznalt készitmények (példaul mosoporok, gyartasi- és élelmiszeripari
adalékok), a kiilonbozd gyodgyszerek €és hormonkészitmények (pl. fogamzasgatlo tablettak,
nem-szteroid gyulladasgatlok) novényvédd szerek (pl. DDT, atrazin), ipari melléktermékek
(példaul PAH, dioxin) de ismert néhany természetes hormonhatdsu anyag is (pl
fitodsztrogének) (LYE ET AL., 1999; RUDEL ET AL., 1998). Ezen anyagok kozott vannak olyan
szintetikus vegyliletek, igynevezett xenodsztrogének, melyek osztrogén-receptor agonistaként
viselkednek, olyan hatdsokat kivaltva, mint a természetes eredetli szteroid hormonok. A
természetes Osztrogének fO0 forrdsa az emberi szervezet, hiszen egy nd napi Osztrogén
kibocsatasa néhany tiz mikrogrammos nagysagrendtdl akar 30 milligrammig is terjedhet,
amennyiben egy varandos nordl van sz6 (ALDERCRUETZ ET AL. 1994). Tovabbi forras lehet a
rdk bizonyos fajtainak, az oszteopordzisnak, a valtozd kori panaszoknak ¢és a
hipogonadizmusnak a kezelésére alkalmazott konjugalt 0sztrogének természetbe keriilése.
Ezen szerekbél megkozelitoleg 1700 kg keriil felhasznalasra csak az Egyesiilt Allamok
teriiletén évente (ARCAND-HOY ET AL. 1998). Eurdpaban a tisztitott szennyvizzel kikeriilo
17B-0sztradiol és Osztron koncentracidja néhany ng/l —t6l a tobb szaz ng/l —ig valtozik
(DESBROW ET AL. 1998, BARONTI ET AL. 2000), mig ez az adat az USA teriiletén a kimutatasi
kiiszob alatti mennyiségtdl 3,7 ng/l- ig valtozik (SNYDER ET AL. 1999). Nagy —Britannia
folyoiban nem ritka, hogy a vizhozam kdézel felét a bedmlo tisztitott szennyvizek teszik ki. Az
elfolyd vizek gyakran 100 ng/l feletti 0sztrogénkoncentracioval rendelkeznek, a felszini
vizekben kialakuld koncentracio fiigg a bedmlés helyétdl vald tavolsagtol, a viz mikrobidlis
aktivitasatol, valamint kiilonféle fizikokémiai jellemzoktol. Foként az Osztradiol felelds az

angliai tisztitott szennyvizek osztogén-aktivitasaért (DESBROW ET AL. 1998).



Ez a csoport tehat meglehetdsen valtozatos ¢€s elterjedt vilagszerte, a kiilonb6zo
orszagok kozott vannak viszont eltérések, attdl fliggden, hogy bizonyos anyagokat mikor
vontak ki a forgalombol. Az iparosodott teriileteken megfigyelhetd az iparhoz kothetd
vegyianyagok széles korének felhalmozodéasa, melyek konnyliszerrel a talajba, majd a
talajvizbe szivaroghatnak, innen pedig a taplaléklancba keriilhetnek. A szervezetbe valo
bejutds torténhet szennyezett ivovizzel, szennyezett levegd belégzésével, ételen keresztiil,
valamint a szennyezett talajjal valo érintkezéssel. Ennek koszonhetden a peszticidekkel és
ipari vegyianyagokkal dolgozd személyeknél megnd a szaporodasbiologiai €s hormonalis
rendellenességek kialakulasanak esélye.

Néhany iparilag fontos EDC anyagot ugy terveztek ¢és Aallitottak eld, hogy
perzisztensek legyenek, 4am technologiai eldnylik sajnos karosnak bizonyult a vadvilag és az
emberek szempontjabol is. Az efféle anyagoknal fenndll annak a veszélye, hogy nehezen
bekovetkezd bomlasuk soran az anyamolekuldnal toxikusabb metabolit keletkezik (CALAFAT
& NEEDHAMT 2007).

Az EDC vegyiiletek eltoljak a hormonok természetes egyensulyat az ¢16
szervezetekben, hatdssal vannak a szaporodasra €s az egyedfejlodésre, valamint a természetes
hormonok analégjaiként mitkodve szdmos karos bioldgiai hatast (példaul torzulasok, fejlodési
zavarok) eredményeznek (KAVLOCK ET AL., 1996).

Eloszor gy véltek, hogy az EDC anyagok elsédlegesen a sejtmagi
hormonreceptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat, beleértve az 0Osztrogén, androgén,
progeszteron, tiroid ¢€s retinoid receptorokat. A tudoméany mai allasa szerint ezek a
mechanizmusok azonban bonyolultabbak, mint korabban gondoltak: Az endokrin rendszert
zavard anyagok a sejtmagi receptorkon, a nem sejtmagi (sejtfelszini) szteroid receptorkon,
valamint a nonszteroid receptorokon, mint példaul a szerotonin, dopamin €s norepinefrin
receptorok, is képesek kifejteni hatasukat (KUIPER ET AL. 1998, DICKERSON ET AL. 2007). Aril-
szénhidrogén receptorok miikdodését is befolyasolhatjak. Egyes dioxinok ¢és poliklorozott
bifenilek példdul aryl-hidrocarbon-receptor antagonistdk. Az ezen receptoron keresztiili
hatasok rendkiviil 0sszetettek, szamos szervrendszerre kiterjednek, kozvetett médon szdmos
hormon szintjét €s mikodését befolyasoljak (DARVAS ET AL. 2010).

Hatasukat nagyban befolyasolja, hogy a szervezet mely ¢letszakaszban érintkezik az
adott anyaggal. A feln6tt €letszakaszban torténd behatas kdvetkezménye merdben mas lehet,
mint a magzati vagy fiatal korban torténteké. BARKER (2003) megallapitasa szerint a fejlodo
szervezet kornyezete, mely magdban foglalja a fejlédésnek teret addé méhet vagy tojast,

valamint a kiilsé kornyezetet, kapcsolatban all az egyed génjeivel. Ez meghatarozé lehet egy



késObbi életszakaszban jelentkezd betegség vagy diszfunkcid kialakuldsaban. Ez a hatas
generdciokon 1s ativelhet, a hatds kifejlddhet olyan, a génexpressziot szabalyozd
folyamatokon keresztiil, mint a DNS metilacio és a hiszton acetilacio.

A hormonrendszert zavaré anyagok kiilonbozé tipusainak lehet additiv €s szinergista
hatasa is (CREWS ET AL. 2003). Vizsgalatuk soran kideriilt, hogy elenyészéen kevés
mennyiség is reproduktiv vagy hormondlis rendellenességet okozhat, foként ha a kritikus
fejlodési szakaszban érintkezik vele a szervezet (SHEEHAN ET AL. 1999).

Azon hormonrendszert zavar6 anyagoknak, melyek perzistensek, kozos tulajdonsaguk,
hogy vizben rosszul oldédnak, lipidekben viszont kitlinden, ezért kdnnyen akkumuldloédnak
magas zsirtartalmua szovetekben.

A perzisztens szerves szennyezOknek (POP) kitett tengeri kagylokban pszeudo-
hermafroditizmust figyeltek meg, mig halakban hermafroditizmius kialakuldsat és az
ikrasokban vitellogenin termelését irtak le. Pumdknal rejtettheréjiséget, mig fokahimek
esetében csokkent fertilitast figyeltek meg. Emberen is tapasztaltdk a rejtettheréjliség
(cryptorchismus) jelenségét, valamit gyakoribba valt a korai hererdk, ¢s a nyitott hiigycso
(hypospadiasis) kialakulasa is. .Laboratériumi patkanyok ¢és egerek esetében a POP-
vegylileteket emld €s ivarszervi, valamint pajzsmirigy daganatokkal hoztak Osszefiliggésbe

(DARVAS ET AL. 2010).

4.1.1. Osztrogén hatasu anyagok a vizi kornyezetben

Mint mar korabban emlitésre keriilt, a vegyi anyagok igen széles skaldja tartozik az
Osztrogén hatast vegyiiletek koz¢, beleértve a természetes eredetlicket és a mesterségeseket is.
Sok esetben ezen vegyliletekrdl csak véletleniil deriilt ki, hogy Osztrogén hatéssal
rendelkeznek (SOTO ET AL. 1991, KRISHNAN ET AL. 1993). Mar 1995-ben is tobb mint 60 000
mesterségesen eldallitott kemikalia volt a mindennapos haszndlatban, olyan teriileteken, mint
a mezdgazdasag, petrolkémia, milanyagipar, a szappan ¢€s detergens gyartds. Megbecsiilni is
nehéz, hogy ezeknek hany bomlasterméke alakult ki a felhasznalasuk utan, ezért valoszinti,
hogy a most Osztrogén hatdsuként nyilvantartott vegyiiletek szdma csak toredéke a
lehetségesnek (SUMPTER&JOBLING 1995).

A fentebb emlitett tevékenységek egytdl egyig rengeteg vegyianyaggal szennyezik a
kornyezetiinket. Megdobbentd adat, hogy alkilfenol-polietoxilatokbdl megkézelitdleg
300 000 tonnat hasznalnak fel évente, melynek koriilbeliil 60%-a a vizi kornyezetbe kertil,

ahol perzistens, Osztrogén hatasi bomlastermékeik keletkeznek (SUMPTER&JOBLING 1993).



Ha becsiilni akarjuk az 6sztrogén hatasti anyagok altal okozott szennyezés hatasat a
vizi kornyezetre, akkor két f0 tényezdt kell figyelembe venni: az egyik a potencialis
Osztrogénhatds mértéke, a masik pedig a kornyezeti koncentracio. Ez utobbirdl szinte
lehetetlen realis becslést adni, hiszen sokféle vizbdl, sok féle technikaval vett és vizsgalt
mintakbol szdrmaznak az irodalomban fellelhetd adatok.

A potencialis Osztrogén hatds vizsgélatat illetden megallapitottak, hogy az eddig
felfedezett, a kornyezetben eldforduld 6sztrogén hatdsu vegyiiletek csak kis mértékben fejtik
ki ezt a hatdsukat. A potencidljuk nagyon valtoz6, de a legtobbnek harom- négy

nagysagrenddel kisebb, mint a 17B-0sztradiol esetében.(WHITE ET AL. 1994).

4.2. A hormonalisan aktiv anyagok csoportositasa Darvas et al. (2010)
szerint:

a., Természetes eredetii hormondlisan aktiv anyagok

Mikodsztrogének-fuzariotoxinok

Fitoosztrogének-flavonoidok

Allati eredetii szexudl-szteroidok

b., Szintetikus eredetii hormondlisan aktiv anyagok

Gyogyszerek

Androgén hatasu vegviiletek

Osztrogén hatdsu vegyiiletek

Progesztogéen hatdasu vegviiletek

Ipari eredetii kornyezetszennyezok

Policiklusos aromas szénhidrogének

Polihalogénezett aromas szénhidrogének

Alkil- és biszfenolok:
Alkil ftalatok

Sztirol oligomerek




Tributil-on és szarmazékai

Mezogazdasdagban hasznalt, endokrin rendszert zavaro anyagok

Zoocidek-klorozott szénhidrogenek

Fungicidek-EBDC-szarazékok

Herbicidek-triazinszarmazékok

4.3. Az allatmodellek szerepe a biologiai kutatasokban

Az orvosi, orvos-biologiai, toxikoldgiai kutatdsokban a modellek alkalmazasa
napjainkban mar altaldnosnak mondhato. A modellalkotas két alapvetd forméja az in vifro
(mesterséges kornyezetben, szd szerint ,jivegben” vagy lombikban) és az in vivo ,,&l0ben”
(vagyls magaban az ¢l0 szervezetben) kialakitott modell. Ma az orvostudomanyban
leggyakrabban alkalmazott in vitro modellek k6z¢é az alabbiakat soroljuk:

» Egész szerv pertuzidja (pl. izolalt, perfundalt sziv),
* Szdvet szuperfuzio,
* Primer sejttenyészet vizsgalata,

* Immortalizalt sejtvonalak,

Szubcellularis vizsgalatok,
* Molekularis vizsgalatok, gén, protein expresszid6 meghatarozasok (BOROS, 2007;
MULLER, 2005).

Az orvostudomanyban alkalmazott in vitro modellek tobbsége, ex vivo (azaz ,,€16bol
szarmaz6”) rendszer. A modellalkotasban 1j lehetdségeket kindlnak a szamitogépes,
adatbazisokra épit6 ,,in silico” modszerek. Ezek a modellek tokéletesen alkalmasak szamos
orvosi-biologia kérdés megvalaszolasara, és értékes adatokat szolgaltathatnak. Ugyanakkor
jellegébdl adoddan nem mindig lehetiink biztosak benne, hogy a modell pontosan irja le az
¢lo, Gsszetett természetet vagy bioldgiai jelenséget.

Az in vivo modellek k6z¢ human és nem human (pl. allati) vizsgalati elrendezések
tartoznak (BOROS, 2007).

Az in vivo modszerek idObeli lefutasuk alapjan lehetnek akut (révid tava) €s idoben

elhuzodo (kronikus) jellegliek(BOROS, 2007, MULLER, 2005).
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Természetesen az allati modellalkotasnak szdmos korlatja van. Ezek koziil talan a
legfontosabb, hogy az allati modellben kapott adatok nem minden esetben, vagy csak
kozvetve extrapolalhatok emberre. Az adatok relevanciaja sokszor bizonytalan és a fajok
kozotti 6sszehasonlithatdsag mindig kérdéses lesz.

Napjainkban a kutatasban a ,,3 R” alapjan vagyis a refinement (az allati fajdalom és
szenvedés csokkentése); a reduction (a kisérletekben felhasznalt &llatok szamanak
csOkkentése a lehetdségek hataraig), és a replacement (az allati modellek helyettesitése mas
modellekkel) elvei szerint kell megtaldlni a legalkalmasabb megoldast, a legjobb modellt. A
leghevesebb vita természetesen a helyettesitésrdl, annak mértékérdl €s feltételeirdl szol

(BOROS, 2007; BACHMANN, 2002).

4.4. A halon torténo tesztelés elonyei

Sok tudomanyteriilet a gerinces allatok koziil kordbban kizardlag emlésoket hasznalt
fel a kutatasokhoz, am elsOsorban a magas koltségek €s a felmeriild tartasi és egyéb
nehézségek miatt a kutatok figyelme mind inkabb a halak felé fordult.

Egyes vegyiiletek hatasvizsgalatat csak egy bizonyos rendszertani csoportba tartozo
allatokon végzik el, mivel a fejleszték csak a célcsoportra gyakorolt hatasra kivancsiak
(MUKHI ET AL., 2005).

A hal, mint rendszertani csoport az egyetlen, teljes életciklusat kizarolag a vizben t61to
gerinces ¢és ezért nélkiilozhetetlen része az integralt toxikologiai vizsgalatoknak (BRAUNBECK
ET AL., 2006). A tobbi vizi él6lényhez hasonléan a halak is gyakori elszenveddi a véletlentil
bekovetkezett szennyezéseknek. Végiil, de nem utolsoé sorban meg kell emliteni, hogy a halak
a vizmindséget jelzd indikéator szervezetek és a tovabbiakban is, bar mas modon, de 6rzdi
lehetnek 1voviz bazisunknak (BRAUNBECK ET AL., 2006).

Az OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development - Gazdasagi
Egyiittmtikodési €s Fejlesztési Szervezet) iranyelveknek megfeleléen a halakat hasznaljak
tesztallatként az akut toxicitas vizsgalatoknal (OECD 203 GUIDELINE, INTERNET2), a korai
¢letszakaszban torténd mérgezéses (OECD 210 GUIDELINE, INTERNET3), az embrion végzett
rovid hatasidejii (OECD 212 GUIDELINE, INTERNET4) valamint fiatal egyedek novekedésére

iranyul6 toxikologiai vizsgalatokhoz.
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4.5. A leggyakoribb laboratériumokban hasznalt halfajok

Foldiinkon tobb mint 25000 halfaj él. Szamos fajra koziilik jellemzd, hogy
laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthatok, egy-egy szaporitas alkalmaval sok
ivartermék nyerhetd toliikk, az embridok fejlodése konnyen nyomon kovethetdé az atlatszo
ikrahéjon keresztiil, rovid generacios idOvel rendelkeznek, a szervezetiikben lejatszodo
folyamatok szinte megegyeznek a fejlettebb gerincesek, koztiik az ember, szervezetében
lejatszodo folyamatokkal (MULLER, 2005).

A laboratoriumi kisérletekhez legaltalanosabban hasznalt édesvizi halfajok:

e Zebradani6 (Danio rerio)
e Medaka (Orizias latipes)
e Sziami harcoshal (Betta splendens)
o Mexikoéi kardfarkahal (Xiphophorus helleri)
« Edesvizi gombhalak (Tetraodon nigroviridis, Takifugu rubripes)
o Platty (Xiphophorus maculates)
e Paradicsomhal (Macropodus oprcularis)
e Szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata)
e R6zsas diszmarna (Barbus conchonius)
o Aranyhal (Carassius auratus)
e Ponty (Cyprinus carpio)
e Nilusi tilapia (Oreochromis niloticus)
o Haromtiiskés piko6 (Gasterosteus acuelatus)
e Szivarvanyos pisztrang (Oncorgynchus mykiss)

o Killihal (Fundulus heteroclitus)
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4.6. A zebradanio

4.6.1. A zebradanio rendszertani besorolasa:

Orszag: Allatok (Animalia)
Torzs: Gerinchurosok (Chordata)
Altorzs: Gerincesek (Vertebrata)
Fdosztaly: Csontoshalak (Osteichthyes)
Osztaly: Sugarasuszéjahalak (Actinopterygii)
Rend: Pontyalakuak (Cypriniformes)
Csalad: Pontyfélék (Cyprinidae)
Alcsalad: Danioninae
Nem: Danio
Faj: D. rerio (Hamilton-Buchanan 1822)

4.6.2. A faj jellemzése

A zebradani6 (Danio rerio) 6shazaja El6-India. Elterjedési teriilete igen sz€les.

A hal hata olajbarna, az oldalak ¢és a has alapszine sargasfehér. Torzsén a
kopoltyafed6tdl a farokuszo végeéig tobb sotét acélkék sav huzodik. A csikozottsag a farok
alatti Gszora is kiterjed. A hatszo alapszine sargéasbarna, kék szegéllyel, mely kiviil fehéren
szegélyezett. A kopoltyufedd kék, fehér foltokkal tarkitott. A ndstény sokkal teltebb, szinei
kevésbé ¢élénkek. A him karcsu, alapszine aranysarga, csikjai sotétebbek. Testhossza
atlagosan 4,5 cm. (HORN, 1983).

Laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthato, kis testii csapathalak, melyek a
viz, illetve a taplalék mindségére kevéssé érzékenyek, helyigényiik kicsi. A halak 3-4 honap
alatt vallnak ivaréretté, a ndstényektdl akar hetente lehet viszonylag nagy mennyiségli ikrat
nyerni. Az embriok fejlédése konnyen nyomon kovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil. Az
embrioknak 24 oOras korukra az Osszes létfontossagu szerviik kifejlédik, 72 oraval a
termékenyiilés utan kikelnek a larvak, majd ezt kdvetden 2-3 nap alatt elisznak és megkezdik
onallo taplalkozasukat.

A kutatds szdmara a magyar szarmazast, az Egyesiilt Allamokban éI6 Streisinger

Gyorgy fedezte fel ezt a fajt, mely ugyan nem rendelkezik olyan tulajdonsagokkal, ami
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egyediilallova tenné a tobb tizezer ismert halfaj kozott, mégis megkérddjelezhetetlen
érdemeket szerzett ezeknek a halaknak a tudomanyos ¢€letben.

Ma mar nem csak a fejléddésbiologidval fogalakozd tudosok figyelme fordul e halfaj
felé. A biotechnologiai kutatasoknak kdszonhetden elkésziilt a zebradanio teljes genomjanak
térképe tovabba tobb ezer mutdns vonal létezik a kiilonb6z6 laborokban. A legtdbb
emlésokon végezheté manipulacios eljarast is adaptaltal rajuk, igy megnyilt az Gt szdmos mas
tudomanyteriilet elott is, hogy kisérleteinek alanyaul ezt a halfajt valasszdk. Az ¢l
szervezetben lejatszodd folyamatok, az oOregedés, a rak, a vérképzorendszeri, illetve a
kiilonb6zd szervi rendellenességek ¢€s betegségek genetikai meghatarozottsaganak
értelmezése, vizsgalata, ma mar részben a zebradanion végzett vizsgdlatoknak koszonhetd

(CSENKI ET AL., 20006).

4.6.3. A zebradanio, mint a toxikologiai vizsgalatok modellallata

A zebradani6 napjainkban az egyik legkedveltebb modellallat szamos
tudomanyteriileten. A zebradanioval foglalkoz6 kutatok évente tobb konferenciat is tartanak,
hetente jelennek meg cikkek neves szaklapokban, melyekben az elvégzett kutatasok
eredményeirdl tajekoztatnak. Mig az 1990-es években évente kevesebb, mint 100 publikacio
latott napvilagot ezen fajjal kapcsolatosan, az ezredforduld kornyékén koriilbeliil évente ezer,
2005-re ez a szam meghaladta a 3500-at (HILL ET AL. 2005). Egyre tobb zebradanioval
foglalkoz6 laboratorium €piil szerte a vilagon, €s az ott zajlo kutatasokra hatalmas 6sszegeket
forditanak.

A fejlodésbiologial vizsgalatokon kiviil egyre nagyobb figyelmet kapnak a kémiai
toxicitassal, a gyogyszerfejlesztéssel és emberi betegségekkel kapcsolatos kutatasok.
Kiilonboz6 genetikai technikakkal kiegészitve lehetdség nyilik hatékony, széles korben
alkalmazhatd ’screening’ eljarasok kifejlesztésére. Ahhoz, hogy meg tudjuk becsiilni egy
vegyi anyag toxicitasat, sziikséges megallapitani a kiilonféle toxikologiai végpontokat és a
dozis- valasz 0sszefliggéseket, megmagyarazni a toxicitds mechanizmusait, valamint leirni a
vegyi anyag toxikodinamikajat.

A zebradanio morfoldgiai, biokémiai és fiziologiai jellemzdi az allat minden fejlodési
stadiumaban, mindkét nemben ol leirtak, ezért j6 alanyai a toxikoldgiai kutatdsoknak. Mivel

ismerjiik, hogy a fent emlitett tulajdonsdgcsoportok esetén mi szamit normalisnak, ezért
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objektiven értékelhetéek a kemikalidknak wvalo kitettség hatdsara esetlegesen kialakulo

elvaltozasok (HILL ET AL. 2005).

4.6.4. Zebradanio embrio modell a kornyezeti kockazatelemzésben

Az Eurdpai Uni6 tagéallamaiban, valamint mas, iparilag fejlett orszdgokban sziikség van
megfeleld mennyiségli adatra a kockéazatbecsléssel kapcsolatban a kiilonboz6é peszticidek,
biocidek ¢és gyogyszerek engedélyeztetéséhez. Az EU 1j, kemikalidkkal kapcsolatos
politikajanak fontos része a REACH ( registration- regisztracid, evaluation- értékelés,
authorisation- engedélyezés ), ezen program keretein beliil a kemikalidkat meg kell vizsgalni,
hogy megfeleld mennyiségli adat alljon rendelkezésre. Ezen feladat végrehajtasahoz egyre
tobb allatkisérlet szlikséges. Etikai okokbol egyre nagyobb a tarsadalmi igény ezen
vizsgélatok helyettesitésére. Az ipar szintén érdeklddik az alternativ tesztmoddszerek irant,
melyekkel id6 ¢€s koltség takarithatdo meg.

Az eurodpai torvényhozas nagy figyelmet fordit a vizsgélatokra €s egyéb tudomanyos
c¢lokra hasznalt allatok védelmére, &m az embrionalis fejlédési stadiumok felhasznalasa nem
szabalyozott (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1986). Ezért is lehetnek jo
alternativak az embriokon folytatott vizsgalatok. Tovabba azért, mert az embrid6 modellek
komplex, multicellularis rendszerek, melyekben a megfigyelhetdk a kiilonb6zd szervek
kozotti interakciok, valamint a differencialodasi folyamatok (SCHOLZ ET AL. 2008).

A zebradanio felhasznalasa tobb okbol is eldnyds. Ilyenek példaul a gyors
egyedfejlodés, konnyli laboratoriumi tartds, nagy szamu ivadek, atlatszé ikrahéj valamint a
konnyli manipulalhatosadg. A testalak a termékenyiilés utan 24 oraval kialakul, az embridk
pedig 2-3 nappal a termékenyiilés utan kikelnek. A larvak 5 nappal a termékenytilés utan, a
szik felszivodasat kovetden elkezdenek kiilsd taplalékot felvenni. Ekkorra mar befejezédik a
fobb szervek kialakuldasa (RUBINSTEIN 2003). Az erre a fajra kifejlesztett technikdk tovabba
atiiltethetOk mas halfajokra is, mint példaul medakara (Oryzias latipes), vagy az amerikdban
népszerl, a Pontyfélék csaladjaba tartozd modellhalra, a fathead minnow-ra (Pimephales

promelas).
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4.6.5. Bioszenzor zebradanio vonalak

A bioszenzor vonalakban a fluoreszcens riporter gének az érdeklodés kdzéppontjaban
allo szovetben vagy szervben expresszalnak, ezéltal lehetdvé teszik a szoveti elvaltozasok
gyors, €s egyes esetekben mar automatizalt detektalasat, természetesen ha a megfeleld
technologiai feltételek adottak. A toxikologiai vizsgéalatokhoz 1is hasznosak, mert
megfigyelhetd rajtuk a szovetkarosodas, az oxidativ stressz, az apoptozis. Mivel
rendelkezésiinkre allnak olyan fluoreszcens fehérjék, melyek kibocsatasi és elnyelddési
spektruma nem fed at, ezért akar az is kivitelezhetd, hogy egy egyedben tobb fluoreszcens
fehérjével jelolt szovet is legyen (YANG ET AL., 2009)

Ilyen bioszenzor vonalak példaul a gfp.ngnl (BLADER ET AL. 1997, 2003) és a
gfp:inslet] (HIGASHUIMA ET AL. 2000), melyekben megtfigyelhetdek a neuronok, ezeken
keresztiil pedig a neurotoxicitas. A gfp.flil vonalon pedig a kardiovaszkularis fejlédési

zavarok vizsgélhatok (BELLO ET AL. 2004).

4.7. A transzgenikus allatok eloallitasanak torténete, szerepiik az
alapkutatasban

A genetikai kutatdsok egyik latvanyosan fejlodo teriilete a klonozott gének bejuttatasa
kiilonbdz6 é16 szervezetekbe. Erdekes kutatasok folynak a transzgenikus allatok témakorében
i1s. Transzgenikusnak nevezziik tagabb értelemben azokat az organizmusokat, melyekbe
idegen eredetli gént juttattak. Sziikebb ¢értelemben olyan egyedeket nevezhetiink
transzgenikusnak, melyek a transzgént kromoszomaikba stabilan integralodott formaban
hordozzak és azt at is 6rokitik (MULLER 2005).

Az elsO transzgenikus allatot MUNRO (1968) hozta Iétre, kisérletében a recipienstol
eltérd tulajdonsadgokat hordozd egyed genomidlis DNS-¢€t injektalta baromfi petefészkébe, s
bar az integralddast nem sikeriilt bizonyitania, az utdédok tollszinében megjelent a donor gén
hatasa. Egerekben elsé alkalommal 1974-ben sikeriil transzgént bejuttatni, viralis vektorokat
alkalmazé modszerrel (JAENISCH& MINTZ 1974). A transzgének oroklodésérdl két évvel
késObb szamoltak be (JAENICH 1976).

A leglatvanyosabb eredményt PALMITER ES MUNKATARSAI (1982) érték el
Kisérletiikben rekombindns génkonstrukcidt injektaltak egerek petesejtjeibe, mely beépiilt a
genomba ¢és kifejlett egyedekben kifejez6dott. A bejuttatott plazmid az egér metallotionein
génjének promoteréhez kapcsolva a patkdny ndvekedési hormonjanak génjét (GH)

tartalmazta. A géntermék hatasara az egerekben dramai novekedés volt megfigyelhetd.
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A transzgenikus szerevezeteknek az alapkutatasban is kiemelkedd szerep jut.
RUSCONI&SCHAFFNER (1981) karmosbékakon (Xenopus sp.) végzett kutatasai nyoman olyan
dolgokra deriilt fény, mint a bejuttatott DNS extrakromoszomalis fennmaradas ¢és
konkatamerekké formalodasa. BENDING ES WILLIAMS (1983) igazoltdk a bejuttatott DNS
extrakromoszdmalis replikacidjat, expresszidjat €s véletlenszerli beépiilését a gezdaszervezet
genomjaba.

Az egyere nagyobb szamban elérhetd transzgenikus egérvonalak is felhasznalhatok
modellként az alapkutatdsban (LATHE& MULLINS 1993). Példaul onkogének
expresszaltatasaval vizsgalhato a rak kialakulasa és fizioldgidja, mig az 6roklodo betegségek
génterapids gyogyitasa funkcionalis allélbevitellel kivitelezhetd, melyet szintén transzgenikus

egerekben modelleznek (MAHON ET AL. 1987; ROSSANTET AL. 1993).

4.7.1. A transzgenikus halak eléallitasanak torténete

A halak sem maradtak ki a transzgenikus allatok Iétrehozasadval foglalkozo
kutatasokbol. Két féle céllal kezdtek el a halakkal kapcsolatos vizsgalatokat. Az egyik a
gazdasagi haszonnal kecsegtetd gének gazdasagilag jelentds halfajokba torténd bevitele volt, a
masik pedig a génbevitelre alapozott kisérletek alapkutatasban betoltott jelentdsége.

A halakon végzett transzgénikus €s altalaban vett genetikai kutatasok tobbnyire az
halakkal kapcsolatos publikacidkban sorra jelent meg az egereknél bevalt mikroinjektalassal
torténd génbevitel alkalmazésa. Sok fajnél nehéz kivitelezni ezt a technikat a vastag ikrahéj és
a pronukleusz nehézkes lathatova tétele miatt (FLETCHER& DAVIS 1992). Ugyanakkor a
biztonsaggal €és nagy szdmban nyerhetd ivartermek, és a konnyen vizsgalhatdo ex utero
embriogenezis elonyt jelent a halakkal foglalkozd kutatok szdmara. Az ikrdk tovabba jol
ellenallnak a mechanikai hatasoknak, valamint a sok fajnal megfigyelhetd ragadossag
megkonnyiti a mikromanipulacié kivitelezését. Ennél az allatcsoportnal szdmos olyan
manipuldcios lehetdség megvalosithatd, mely masoknal nem. Ilyen példdul az androgenezissel
¢s gynogenezissel torténd homozigdta diploidok, valamint szexatforditdssal a monoszex
allomanyok és steril triploidok el6allitdsa (HORVATH& ORBAN 1995).

Az els6 transzgenikus hal 1étrehozasa VIELKIND ES MUNKATARSAI (1982) nevéhez
fizédik. Teljes genomialis DNS izolatumot injektaltak elevensziild fogasponty (Xiphophorus

sp.) embridiba. Zhu kinai kutatécsoportja 1985-ben elséként szamolt be arrol, hogy
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termékenyitett aranyhal (Carassius auratus) ikrdkba huméan nodvekedési hormon génjét
juttattdk mikroinjektalassal. Vizsgalataik soran kideriil, hogy a gén ugyan kifejezddott, de
fennmaradédsa episzomalis (tranziens) volt (ZHU ET AL. 1985), azaz nem integralodott a
kromoszomakbam hanem 6nall6 formaban replikalodott €s adodott tovabb az osztdédas soran.
Ugyanez a csoport hozott Iétre eldszor ténylegesen transzgenikus halat. Egy csikféle
(Misgurnus anguillicaudatus) termékenyitett ikradiba ndvekedési hormon gént injektaltak.
Vizsgalataik sordn azt figyelték meg, hogy az injektalt egyedek jobban novekedtek tarsaiknal
(ZHU ET AL. 1986).

4.7.1.1. Génbevitel halakba mikroinjektalassal

Ezzel a modszerrel allitottdk eld eddig a legtobb transzgenikus allatot, igy a
transzgenikus halat is. Emlds petesejtek esetében a kivitelezéshez sziikséges egy
mikromanipulatorra, melynek egyik karjaba 1-10 pm atmérdjii tivegkapillarist, mig a masikba
a petesejt megtamasztasara hasznalt holder kapillarist helyeznek. Igy szarjak meg a zigota
egyesiilt sejtmagjat vagy pronukleuszainak valamelyikét. A halaknal erre nincsen lehetdség,
mivel a magok nem lathatok még faziskontraszt vagy Nomarski differencial optika
segitségével sem. Ennek kovetkeztében a halas kutatdcsoportok a megtermékenyitett petesejt
citoplazméjaba injektalnak. Ez a modszer nem feltétlentil jelent hatranyt, mert FLETCHER&
DAvVIS (1992) tapasztalatai szerint a halak petéjének nukleaz aktivitdsa alacsonyabb az
emldsokénél. Ezen eljaras esetében néhany nanoliternyi, vagy néhany szaz pikoliternyi DNS
oldatot (plazmid DNS) juttatnak be a mikrokapillarison keresztiil.

Ha olyan transzgenikus vonal eldallitisa a cél, melynek minden egyede minden
sejtjében hordozza a transzgént ¢és tovabb is Orokiti azt, akkor az injektalast a
termékenyiiléstdl az elsd osztddasig tartd iddszakban kell elvégezni, kiillonben a DNS nagy
valoszinliséggel mozaikosan fog eloszlani (WESTERFIELD 1993). Tobb faj esetében az ikrat
elo kell késziteni az injektalashoz. A lazacféleknél példaul a kemény, enzimatikusan nem
oldhato ikrahéjat meg kell sérteni példaul egy tli segitségével, az aranyhal esetében pedig
tripszines emésztéssel kell eltavolitani azt. A mikropile nyildsan keresztiil is kivitelezhetd az
injektalas, ennek olyan fajokndl van jelentdsége, melyeknél a pronukleuszok a termékenyiilés
utdn a mikropile alatt helyezkednek el (BREM 1988). A kiilonbozd halfajokon alkalmazott
stratégidk eredményessége nagyon valtozo, de mint a tudomany tobbi teriilete, ez is

dinamikusan fejlodik.
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4.7.1.2. Egyéb modszerek a transzgének halakba torténo bejuttatasara

A mikroinjektalassal kapcsolatos kisérletekkel parhuzamosan megindultak a kutatasok
hatékonyabb génbeviteli modszerek kifejlesztésére, melyek segitségével egyszerre nagyobb
szamu ikrdba is be lehet juttatni a transzgént egy kezeléssel.

A spermiumok DNS kotd képességét kihasznaldé modszer is ilyen, melynek 1ényege,
hogy a spermiumokat a bevinni kivant plazmid oldataban inkubaljak, ezutan termékenyitenek,
s mivel a halaknal nem csak az 6rokitdanyag, hanem az egész himivarsejt bejut a petesejtbe
(GINZBURG 1972), ezért nagyobb az esé¢ly, hogy a hozza kotddott transzgén is bejut.

Az ivarsejtek eletroporacidja is egy lehetdség a transzgén bejuttatdsira. Az
eletroporacid soran a sejteket nagy fesziiltségli, rovid , szubletalis elektromos impulzusnak
tessziik ki, melynek kovetkeztében a sejtmembran reverzibilisen datjarhatova valik a
makromolekuldk szamara a 20-100 nm podrusokon keresztiil (POWERS ET AL. 1992). A
feltételezések szerint az eletropdrusokon keresztiil vandorolnak a makromolekuldk a sejtbe.
Ezzel az eljarassal nem csak ivarsejteket, hanem ikrdkat is kezelni lehet, &m az eljaras
hatékonysaga nem tul j6 (INOUE ET AL. 1990).

Egy masik eljaras a liposzomaval torténd génbevitel. A plazmamembranon keresztiili
anyagbevitel egyik alternativ médjaként kezdtek el foglalkozni a liposzémak eldallitasaval. A
liposzomak multi vagy unilamellaris mikroszkopikus vezikulumok, melyek vizoldhato
anyagokat képesek magukba zarni, majd endocitozissal atjuttatni a membrdnon. A
liposzomakba csomagolt DNS védett a nukleazoktol, viszonylag egyszertien eldallithato, nem
toxikus a sejtek szdmara. Populacios génbeviteli modszerként is hasznalhatd, hiszen egyszerre
nagy szamu sejtet lehet kezelni egy liposzoma szuszpenzidval (FRALEY& PAPAHADIJOPOULOS
1981).

4.8. Fluoreszcens fehérjék

A z0ld fluoreszcens proteint (GFP- green fluorescent protein) €s valtozatait széles
korben alkalmazzék, mint molekularis eszkozt bioldgiai rendszerek vizsgalataban. A GFP egy
eredetileg 238 aminosavbol allo protein, melyet az Aequoria victoria medizafajbol izolaltak,
¢s zOld fényt emittdl, ha sotétkék fénnyel gerjesztjiik. Széles korben alkalmazzdk a
biokémiaban, sejtbiologidban és a molekolaris biologia teriiletén is (SHANER ET AL. 2007,
STEPANENKO ET AL. 2008).

Miutén ezt a fehérjét felfedezték, Iétrehoztak néhany valtozatat, melyek szinspektruma

a keéktol a sargaig terjed. Ilyenek példaul a sarga fluoreszcens protein (YFP- yellow
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fluorescent protein) ¢€és a cian fluoreszcens protein (CFP- cyan fluorescent protein)
(STEPANENKO ET AL. 2008).

A GFP piros valtozatat is kifejlesztették, melyrdl kideriilt, hogy homolog a Discosoma
sp. anemoénaban taladlhatd fluoreszcens proteinnel, mely a narancs-vords régioban emittal.
Néhany valtozatat megalkottdk ennek a fehérjének is, melyeknek fluoreszcens spektruma a

sarga €s a narancs, valamint a narancs €s a voros kozott van (DAVIDSON & CAMPBELL 2009).

A legfontosabb fluoreszcens fehérjék emisszios ¢€s excitacidos jellemzdinek

Osszefoglalo tablazata (1.sz. tdblazat) PAKHOMOV ES MARTINOV (2008) munkéja alapjan:

Fluoreszeeins fehérje | Gerjesziési maximum | Emisszios maximum im vivo struknira
(nm) ()

BFP (kék) 383 445 monomer

CFP (cidn) 439 476 monomer

GFP (zald) 396 508 monomer

YIP (sdrga) 314 527 monomet

DsRed (piros), 558 583 tetramer

DsRed variansok 348-595 359-635 dimer

(piros) vagy monomer

1. sz tablazat: Néhany fluoreszcens fehérje jellemzoi

4.9. A polimeraz lancreakcio

A tudomanytoténet szerint a polimerdz lancreakcid (PCR: polymerease chain
reaction) elve 1983- ban sziiletett meg Kary Banks Mullis fejében. Ezt egy gyakorlati
eredmény bemutatasan keresztiil tették kozzé 1985-ben a Science cimili tudomanyos
folyoiratban (SAIKI ET AL. 1985). Ettdl kezdve egy 1j, egyszerli elven alapuld, zsenialis
technikdval gyarapodott a molekularis biologia eszkoztara. A mddszer lehetdséget nyljt arra,
hogy kimutathatdé mennyiségiire noveljék a vizsgalandd6 DNS fragment mennyiségét. A
reakcio egyik kulcsa, a Tag- polimerdz enzim, amely 1989-ben elnyerte a Science magazin
LEv molekuldja” cimét, valamint a modszer jelentdsége miatt Mullis 1993-ban kémiai Nobel-
dijat kapott (DEZSO&NAGY, 2005).

A mobdszer tehat egészen egyszeri elven alapszik. Ezzel az in vitro technikaval
enzimatikus uton lehet DNS szakaszokat felsokszorozni, két, az amplifikdlando szakaszt

kozrefogd, specifikus szekvenciaji oligonukleotid (primer) felhaszndlasaval. Ezek

20



segitségével a DNS fiiggé DNS polimerazok képesek lemasolni az eredeti DNS-szalat, majd
ismételt mikodésiik kovetkeztében az adott szakasz hatvanyozottan felsokszorozddik. A
reakcid lezajlasdhoz sziikség van az ugynevezett templatra, amely lehet bioldgiai mintabdl
izolalt DNS, vagy RNS-rdl reverz transzkripcioval atirt cDNS, primer parra (12-30 nukleotid
hosszu szakaszok), ANTP keverékre, amely egyenld mennyiségben tartalmazza a DNS lanc
épitokoveit, Tag-polimerazra, pufferre, amely biztositja a Tag-polimerdz mikodéséhez
sziikséges pH-t, ionerdsséget €s sokoncentraciot, sziikséges tovabba MgCl,, amely a Tag-

polimeraz miikodéséhez elengedhetetlen kofaktor (SAIKIET AL. 1985).

A PCR reakcio egy ciklusa harom lépésbdl all (DEZSO&NAGY, 2005 alapjan).

Hédenaturacio: a DNS szélainak szétvalasztasa 15-60 masodpercig tartdé 94-97 °C-ra

torténd felmelegitéssel

/ VOGO
{ v ! |
0 SRR ARLRRUI v AL BRI

L g g A g g g g A

1.sz. abra: A DNS hdédenaturacidja

Primer hibridiz4cidé: a reakcidelegy 50-70 °C-ra valdé lehiitése, amely 30-60

masodpercig tart. Az anneldldas homérséklete fligg a primerek olvadéasi hdmérsékletétdl, ezért

minden esetben optimalizalni kell.

2.sz. dbra: A primerek hibridizacidja
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A DNS-szél szintézise (extenzid): ez a lépés a Tag-polimeraz optimalis miikddési

hOmérsékletén, azaz 72 °C-on megy végbe. Ekkor torténik az elegyben 1évd
dezoxiribonukleozid trifoszfatok (dNTP) polimerizaciéja. A primerek elongacidéja 5°-3°

iranyban folyik, a PCR termék méretétdl fliggden 1-3 percig.

UL 'Wmmnnmﬂmmmﬁwrrm .
N - 1l LL_IJ,U.U_ .LUuu_ULI_U.I.L 5

‘\||/ = | I\

3.sz. abra: A DNS- szal szintézise

A fent leirt lépések utdn kapott reakcidtermék méretét ellendrizni kell. Erre
alkalmazhatd az agar6z vagy akrilamid gélelektroforézis. A fragmentumok gélben torténd
megfigyelésére leggyakrabban alkalmazott vegyiilet az etidium- bromid, amely a molekulaba
interkalalodik és UV- fény hatésara narancssargan fluoreszkdl. Az eredmény kiértékeléséhez
elengedhetetleniil fontos a kereskedelemben kaphatdé molekulasuly- markerek alkalmazasa.
Ezek a termékek ismert méreti fragmentumokat tartalmaznak, melyekhez viszonyitva

meghatarozhatd a reakcidtermékben eléforduld szakaszok mérete (DEZSO&NAGY, 2005).
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4.10. Gateway klonozasi technika

= Zebradanio genomi DNS Fluorescens Ie'herj ot
(vitellogenin gén) lde
plazmid
vitellogenin kodold régio
attB5. attB1

Vitellogenin Fluorescens fehérje
promoter

Tol2 Gateway

Tol2 Gateway

4. sz. abra: A Gateway klonozas sematikus abraja

olo

PCR

Fluorescens
fehérje

attB2
| ]
A \
%3,



A molekularis biologiai technikak alkalmazasa sordn szdmos esetben sziikség van a
DNS szakaszok vektorokba torténd bejuttatdsara, klonozasara. Az 4ltaldnos klonozasi
technikdk sok 1épésbdl allnak, kivaltképp a hagyomanyos restrikcidos enzimek
felhasznalasaval torténd klonozéas. Ezekkel a technikdkkal limitdlt a klonozas sikeressége.
Példaul néhdny restrikcids enzim nem haszndlhat6, mert belehasit a szamunkra érdekes
szekvenciaba. A nagyobb fragmentek vektorba juttatdsa pedig csak kis hatékonysaggal
val6sithatdo meg és rendkiviil id6igényes lehet. Sok esetben arra is sziikség van, hogy az adott
szakasz megfeleld iranyban épiiljon be a vektorba, amelynek megoldadsa a hagyomanyos
technikékkal szintén egy nehezebb feladat.

Ezzel ellentétben a Gateway, rekombinacidon alapuld klonozasi technoldgia
kikiiszoboli ezeket a korlatozo tényezdket. A technoldgia egy egyoras, 99%-os hatékonysagu
reverzibilis rekombinécios reakciot hasznal.

A modszerhez egy ol leirt lamdba bakteriofag helyspecifikus rekombinacios modszert
valasztottak. Az E. coli baktériumban taldlhatd egy révid DNS szakasz, amelyet attB- nek
neveziink (a ,,B” a baktérium szobol ered), a fAgban pedig egy terjedelmesebb DNS szakasz
van, amit attP-nek neveziink ( a ,,P” a fag angol megfelel6jébdl *phage’ ered). Az infekcio
utdn a fAg DNS-e rekombinalodik a baktérium megfeleld DNS szakaszaval. A rekombinécio
csak az egymasnak megfeleld attB ¢€s attP helyek kozott megy végbe, azaz helyspecifikus. Az
integracio utdn a fag kromoszoma atfL és attR szakaszokkal lesz szomszédos, melyek az attB
¢s attP DNS szekvenciaibdl jonnek létre. Az attL és attR kozott végbemend reverz reakciod
eredményeként a fag DNS kivagodik, €s visszakapjuk az eredeti attB ¢és attP szekvenciakat (
4. sz. abra).

A Gateway klonozo rendszerben vektorként plazmidokat hasznilnak, melyek olyan
szekvencidkat tartlamaznak, amelyek helyspecifikus rekombinaciot tesznek lehetdvé, tehat
tartalmazzdk a rekombindcidohoz szikséges att (attachment site) szakaszokat. A kivant
fragment bejuttatasa két lépésben, in vitro rekombinacid segitségével torténik. Az elsd
lIépésben (BP reakcid) a bejuttatandd szakasz végein talalhato két kiillonbozd szekvenciaju
attB szakasz rekombindlodik egy plazmidon talalhato, megfeleld attP helyekkel. Ennek soran
a B és P helyekbdl L jon létre, amely segitségével masodik I1épésben (LR klonozas) a
fragment bejuttathato a végs6 plazmid vektorba, amely a megfelelé R szakaszokat hordozza.

(INTERNET]).
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4.11. Tol2- transzpozon

A Tol2 elem egy autondm transzpozon, amely tokéletesen funkcionald transzpozazt
kodol. A transzpozaz fehérje képes katalizdlni egy transzpozon konstrukcid atvitelét. A
szekcvencidk végén az athelyezOdéshez nélkiilozhetetlen forditott ismétlodések (inverted
repeat) €s szubterminalis szakaszok talalhatok. Nagy méretli, akar 11 kilobazis nagysagu
DNS inszertek is klonozhatok ezek kozott a szekvencidk kozott, az atvitel mértékének
csokkenése nélkiil. Ugy tiinik, hogy a Tol2 transzpozon rendszer minden gerinces sejtben
aktiv, az eddig vizsgalt fajokban (zebradanid, karmosbéka, tytk, egér, ember) kapott
eredmények alapjan. (KAWAKAMI, 2007)

A Tol2 elemet el0szor egy kis méretli, édesvizi hal, a medaka (Oryzias latipes)
genomjabdl azonositottak japan kutatok. Megallapitottak tovabba, hogy a Tol2 szekvenciaja
hasonld a hAT csaladba tartozd hobo,Ac és Tam3 transzpozonokhoz (KOGA ET AL. 1996).A
gerincesek genomjaban taldlhatdak még olyan szekvencidk, melyek kapcsolatban vannak a
DNS transzpozonokkal. Olyanok is vannak koztiik, amik szintén hasonloak a hAT csalad
transzpozonjaihoz, &m ezek nem mutatkoztak aktivnak, mig a 7o/2 igen (KAWAKAMI ET AL.
1998).

Az oOnalld muikodésre képes Tol2 elem koriilbeliil 4,7 kilobazis hosszasagu €s
tartalmaz egy transzpozaz fehérjét kodold gént, amely harom exonbol 4ll. A transzpozaz
katalizdlni. Az oOnalldban miikédni nem képes 7o0/2 elemek Ugy jonnek létre, hogy a
transzpozazt kodold szakasz valamilyen sériilést szenved. A Tol2 egy kopiaban épiil be, egy
egyszer(l, hasitas és beillesztés mechanizmussal. Nem okoz atrendez6dést vagy modosulast a
beépiilés helyén, kivéve egy nyolc bazisparos duplikaciot. Ennek kovetkeztében nyolc
bazisparos ismétlddések mindig megfigyelhetdk a beépiilt 7ol2 elemek mellett (KAWAKAMI
ET AL. 2000).

4.12. A Tol2 transzpozont felhasznalo Gateway klonozas menete

A Gateway klonozas egy helyspecifikus rekombinacion alapuld technika, melynek
lényege, hogy DNS szakaszokat cseréliink ki egymdssal, hogy ezaltal hozzuk létre a kivant

génkonstrukciot.
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Els6 lépésben a beépiteni kivant szakaszt PCR reakcioval felsokszorozzuk. Fontos,
hogy a primereket gy kell megtervezni, hogy attachment site-ok is keriiljenek a fragmet
végére, amik lehetdveé teszik a helyspecifikus rekombindciot. Az igy felsokszorozott szakasz
végére keriilnek tehat az attB1 ¢és attB2 szekvencidk, mig a plazmidban az ezeknek megfeleld
attP1 és attP2 szekvencidk talalhatoak. BP klondz ezim segitségével ez a két szakasz
rekombinalodik. Ennek kovetkeztében az attP1 és attP2 kozotti szakasz kicserélodik a
korabban felsokszorozott, beépiteni kivant attBl és attB2 kozotti szakaszra. Ennek a
reakcionak az eredményeképpen az attB ¢s attP végek rekombinacidjaval attL végek jonnek
létre a fragment két végén. Ezeknek az L végeknek megfeleld szakaszok pedig a Tol2 végeket
is tartalmazo6 plazmidon vannak, melyben az egész konstrukciot 1étre kivanjuk hozni. Ezeket a
szakaszokat attR-nek nevezziik. Az attL szakaszok ezekkel rekombinalodnak, s igy juttathatd
be a Tol2 karokat tartalmaz6 plazmidba a konstrukci6 adott eleme. A reakciot az LR klondz
enzim katalizélja.

A modszerrel létrehozott konstrukcidk segitségével nagy hatékonysaggal (50-70%)

hozhatok létre transzgenikus vonalak.

4.13. A vitellogenezis folyamata és a vitellogenin

A ovipar gerincesek esetében a szik kritikus eleme az embridfejlddésnek, mivel a
tapanyagokban rendkiviill gazdag, mint példaul aminosavakban, foszfatokban,
szénhidratokban, lipidekben, és vitaminokban. Korabbi kutatasok megallapitottak, hogy a szik
felépitésében foként két fehérjecsoport vesz részt, a foszfovitin és a lipovitellin. Mindkeét
fehérje csoport altalanos prekurzor fehérjéktdl szadrmazik, melyeket vitellogenineknek
neveznek. Ezeket egy multigén csaldd kddolja az 6sszes eddig vizsgalt ovipar gerincesben. A
kozonséges karmosbékaban /Xenopus laevis/ négy, még a Caenorhabditis elegans
fonalféregben hat vitellogenin gént fedeztek fel. A halak esetében a leirt vitellogenin gének
szama fajonként igen valtozatos képet mutat, a szivarvanyos pisztranban /Oncorhynchus
mykiss/ példaul tobb mint huszat irtak le. (WANGET AL. 2005)

A vitellogenezis az a folyamat, melynek soran vitellogenin szintetizalodik a méajban,
majd felveszik a ndvekedd oocytak, ahol a késdbbiekben fejlddé embriok tartalékaul szolgal.
A folyamat a vitellogenin gének expresszidjaval kezdddik, melyek feleldsek a vitellogenin
szintézisért. Ezen gének miikddését, sok mas génhez hasonldéan tobb hormon befolyasolja.
Legfoképp az Osztrogének, azok koziil is a 17B-0sztradiol jatszik fontos szerepet, mely

gonadotrop hormonok hatdsidra a petefészek sejtjeiben termelddik (WALLACE, 1985). A
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plazma vitellogenin koncentracidja egyenletesen novekszik az ikras halak szexualis érése
soran, melyet a 17B-0sztradiol szintjének novekedése is kisér. A vérben mért koncentracidja
elérheti a tobb tiz mg/ml —t is. Erre sziikség van ahhoz, hogy az ikrasokban kifejlddjon a nagy
méretll, szikkel telt oocytakat tartalmazd petefészek, amely akar testtomegik 25%-at is
kiteheti. A plazmaban 1év6 vitellogenin mennyisége akar a millioszorosara is emelkedhet az
ivasi idOszakra a lazacfélék ikras egyedeinek esetében. Nagyon tdg tehat az a tartomany,
amiben a ndivart halak vérének vitellogenin tartalma valtozhat (SUMPTER&JOBLING 1995).
Ezzel szemben a tejesekbdl nem mutathato ki, mert a vériikkben 1évé minimalis Osztrogén
mennyiség til alacsony ahhoz, hogy a méjban vitellogenin termelédjon (COPELAND ET AL.
1986). A vitellogenin gének tehat normal esetben csendesek, am indukdlhatoak, a him ivaru
halak 0Osztrogénnel torténd kezelésével. Mind a természetes, mind pedig a szintetikus
Osztrogének hatdsara nagyon kifejezett dozis —valasz gorbék figyelhetok meg (BROMAGE ET
AL. 1988). A 17B-0sztradiol 0,1 ng/l-es koncentracioban is szignifikdnsan noveli a plazma
vitellogenin koncentraciojat (PURDOM ET AL. 1994). Ez is azt mutatja, hogy a halak rendkiviil
érzékenyek a vizben jelenlévé Osztrogénekre. Az emelkedett, normalistol eltéré plazma-
vitellogenin szint Osztrogén hatdsu anyag jelenlétére utalhat (HUTCHINSON & PICKFORD,
2002).

4.14. Vitellogenin gének zebradanioban

A zebradanioban hét vitellogenin gén talalhat6 (vig 7-7), melyek elsOsorban a ndivara
egyedek majaban expresszalnak. Gyenge kifejezddés tapasztalhatd a vigl és vig2 esetében a
petefészekben. Erdekes tehat, hogy ezek a gének nem csak a majban, hanem kiilonbozd
extrahepatikus szervekben is expresszalnak, példaul, mint mar emlitettiik ikrds egyedek
esetében a petefészekben, valamint a belsd szervekben is. Tejesek esetében indukcid hatasara
a majon kiviil a belsd szervekben, a herékben és az izomszovetben. Adipocitdkbol is
kimutathaték a vtzg gének mRNS-e, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy van vitellogenin
termeld funkcidja a zsirszOvetnek az ovipar gerincesek esetében. A zebraddnid hét
vitellogenin génjének vizsgélata utdn megallapitottak, hogy a legerdsebben a vtg-1 expresszal
(WANG ET AL., 2005). A vtgl gén ezen tulajdonsaga miatt valasztottuk ezt a konstrukcio

kialakitasahoz.
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5. Anyag és modszer

5.1. DNS-tisztitas

5 vad tipust (AB) vonalbol szarmazé egyedtdl farokuszd mintat vettiink, majd fenol-

kloroformos mdédszerrel izolaltuk a genomi DNS-t.

1.

10.

A farokaszd mintdkat Proteindz K enzimmel (Macherey- Nagel) , 500 ul SET (
100 mMol TRIS pH 7,5 , 50mM EDTA pH 8,0 , 200mM NacCl, 0,5 % SDS)
pufferben 55 °C-on, overnight emésztettiik.

Az emésztett mintdkhoz 500-500 pl fenolt mértiink. Alaposan Osszerdztuk, majd

szobahdmérséekleten 2 percig allni hagytuk.

. A csoveket 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig

centrifugaltuk, majd a feliiliszot 0j csébe atpipettaztuk.
A feliiliszohoz 500-500 ul kloroformot mértiink. Osszeraztuk, majd 2 percig

szobahdmérsékleten allni hagytuk.

. A mintdkat 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig

centrifugaltuk, majd a feliiliszot 0j csébe atpipettaztuk.

A feliilaszohoz 700 pl jéghideg, tomény izopropanolt mértiink. Alapos Gsszerazas
utan a DNS-t -20 °C-on torténd overnight inkubalas soran kicsaptuk.

A mintdkat 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig
centrifugaltuk, majd az izopropanolt ledntottiik.

A DNS-t Iml 70%-o0s etanollal mostuk.

A mintdkat 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig
centrifugaltuk, majd az alkoholt leszivtuk.

A DNS-r6l az alkoholt ldmpa alatt elparologtattuk, majd 40 ul DNaz mentes
vizben feloldottuk.

A fluoreszcens fehérjét kodold plazmidot plazmid izolalo kittel (Geneaid) tisztitottuk.

5.2. DNS koncentracio és tisztasag meghatarozasa

A kinyert DNS-ek koncentracidjat (ng/ul) és tisztasagat (a 260 és 280 nm-en mért

abszorbancia hanyadosa) nano-fotométerrel (Implen) hataroztuk meg.
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5.3. Primertervezés

Els6 Iépésben a szabadon hozzaférhetd Oligo Explorer szoftver segitségével
megterveztiik a vitellogenin promotert és a fluoreszcens fehérjét (ECFP) kodolo génszakaszt
felsokszorozo6 primerparokat ugy, hogy azok 5° végei hordozzdk a rekombinacios 1épésekhez

sziikséges szekvenciakat (2.sz. tdblazat).

primer neve primer szekvencidja
Vtg 1-attB3 F1 5> GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTCACTGCCCAAATAAAATTCAACG B
vtg 1-attB3 F2 5' GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTTTTATCTTTCCCATGATGACAGCA 3'
vtg 1 attBS R 5' GGGGACCACTTTGTATACAAAAGTTGGGTGGCTGGTGGTTTGTGAAGAAC 3'
pUT ECFP attB1 F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGAGCCATGGTGAGCAAG 3'
pUT ECFP attB2 R 5' GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCAATTAACCCTCACTAAAGGG 3'

2.sz. tablazat: Az altalunk tervezett primerek szekvencidja ( vastaggal jel6lve a rekombinacidhoz

sziikséges att szakaszok)

A vitellogenin-1 gén promoter régiojahoz az Ensembl adatbazisbol kikerestiik a
zebradanié vitellogenin-1 gént kodolo szakaszt, majd a primerpart elészor a transzkripcids
start helyet megel6z6 4082 bp hosszusagu, majd egy 3357 bp hosszisagu, a feltételezett
promoter régiot magaba foglald szakaszra terveztiik. A fluoreszcens fehérjét a kodolé pUT
ECFP plazmidrol (5.sz. abra) terveztiikk felsokszorozni. Fontos kritérium volt, hogy a
felsokszorozandd szakasz polid régiot is tartalmazzon, hogy a konstrukciorol érett mRNS,

majd fehérje tudjon képzddni.

EcoRI - 67
Stul - 76

BmgBI - 4020

SbfI - 3837
SphI - 3831
BspMI - 3826
HindIII - 3821
sall - 3801
BsIFI - 3743
BswFI - 3714
BsIFI - 3714
NaeI - 3602
NgoMIV - 3600
DraIll - 3499
Alol - 3465
Alol - 3433

Styl - 86
BseRI - 118

Pfol - 368

Fall - 597

BsxGI - 797
Xbal - 808

<== T7-981079 - 815
snaBI - 833
Hpal - 971
MfeI - 980
KasI - 1046
NarI - 1047
Sfol - 1048
BbeI - 1050
B£rBI - 1055
BStXI - 1057
Nsil - 1057

pUT:ECFP

PspOMI - 1060
Apal - 1064

<== T3 - 1082
BssHII - 1103
<== MI3-RP - 1122

sapl - 1348
Peil - 1464

AlwNI - 1880

XmnI - 2956

Bsal - 2418
AhdI - 2357

5.sz.. abra: A pUT-ECFP plazmid térképe
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5.4. PCR reakciok

5.4.1. A promoter régio felsokszorozasa

A kitisztitott zebraddanid6 genomi DNS-b6l az aldbbi Osszetétel és PCR-profil
alkalmazasaval felsokszoroztuk a promoter régiot. Mivel a felsokszorozand6 szakasz hosszu
¢s a PCR reakcio sordn kapott fragmentben nem lehet baziseltérés, proofreading aktivitassal
rendelkezd Pfu enzimet (Fermentas) hasznaltunk. A 10x puffer §sszetétele: 500 mM KCl, 100
mM TrisHCI, 1% Triton x 100. A PCR reakciok optimalizaldsa soran négy féle Osszetételi
PCR reakciot vizsgaltunk, termékként a 4082 bp hosszsagu prométer régiot vartuk. Ezen
reakciok Osszetételeit mutatja 3., 4., 5. €s 6. sz. tablazat.

Mivel a hosszabb fragment til nagynak bizonyult a plazmidba val6 beépitéshez, ezért
egy rovidebb 3357 bp hosszisagli szakaszra is Osszeraktunk egy PCR reakciot, ennek az
Osszetételét irja le a 7. sz. tablazat.

A reakciokat Swift Max Pro (ESCO) PCR gépben hajtottuk végre (94 °C 2 min; 3X 94
°C 1 min, 53 °C 2 min, 70 °C 9 min; 35X 94 °C 2 min, 56 °C 30 sec, 70 °C 9 min; 70 °C 5

min).

Reakeio 1. Reakcio 2.

10x puffer MgSO4 2,50 ul 10x puffer MgSO4 2,50 ul
F primer 5,295 pM F primer 5,295 pM
R primer 5,295 pM R primer 5,295 pM
dNTP 62,50 mM dNTP 62,5 mM
DNS 1,00 pg DNS 2,00 ug
Taq (Fermentas) 1,00 ul Taq (Fermentas) 1,00 ul
Végtérfogat 25,00 ul Végterfogat 25,00 pl

3.sz. tablazat: Els6 PCR variacio

4.sz. tablazat: Masodik PCR variacio
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Reakcio 3. Reakcio 4.

10x puffer 2,50 ul 10x puffer 2,50 pl
F primer 5,295 pM F primer 5, 295 pM
R primer 5,295 pM R primer 5, 295 pM
dNTP 125 nM dNTP 125 nM
MgSO4 100 nM MgSO4 100 nM
DNS 1,00 pg DNS 1,00 pg
Pfu (Fermentas) 0,50 pul Pfu (Fermentas) 0,50 pul
Végtérfogat 25,00 pl Végtérfogat 25,00 pl

5.sz. tablazat: Harmadik PCR variacio

6.sz. tablazat: Negyedik PCR variacio

Reakcio a 3357 bp

hosszusagua szakaszra

10x puffer 2,50 pl
F primer 5, 295 pM
R primer 5,295 pM
dNTP 125 mM
MgSO;4 2 mM
DNS 1,00 pg
Pfu (Fermentas) 0,50 pl
Végtérfogat 25,00 pl

7.sz. tablazat: PCR Gsszetétel a 3357 bp hosszisagn fragmentre
5.4.2. Az ECFP-t kodolo szakasz felsokszorozasa
A felhasznalt pUT ECFP plazmid szekvencidja alapjan megterveztiik a sziikséges
primereket, Ggy, hogy a felsokszorozand6 szakasz polid régiot is tartalmazzon, azért, hogy

igy a konstrukciorol érett mRNS, majd fehérje tudjon képzddni. A felsokszorozast az alabbi
Osszetétellel (8.sz. tablazat) és PCR profillal végeztiik:
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Reakcio

10x puffer 2,50 pl
Forward primer 5, 295 pM
Reverse primer 5, 295 pM
dNTP (Fermentas) 50 nM
MgCl, 25mM 50 nM
DNS 0,5 nug
Taq (Fermentas) 1,00 ul
Végtérfogat 25,00 ul

8.sz. tablazat: PCR 0Osszetétel az ECFP-t kodolo szakasz felsokszorozasara

A reakciokat Swift Max Pro (ESCO) PCR gépben hajtottuk végre (95 °C 1 min; 40X
95 °C 15 sec, 56 °C 20 sec, 72 °C 2 min).

5.5. Agaroz gélelektroforézis

A PCR termékeket, valamint a konstrukcid létrehozasa soran kitisztitott plazmidokat
¢s a restrikcios emésztések eredményét 1,5 %-os agaroz gélben ellendriztiik. Molekulastly

markerként Fermentas GeneRuler Ladder Mix-et hasznaltunk (6.sz. bra).

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
bp ng/0.5
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6.sz. abra: A GeneRuler DNS referencia létra képe

A mintdkat etidium-bromid segitségével tettiik lathatova UV- fényben. A gélképeket

GeneSnap program segitségével rogzitettiik.
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5.6. Fragment tisztitas agaroz gélbol

A PCR reakciok soran kapott termékeket a klonozéas elott fragmenttisztitd kit
(NucleoSpin, Macherey-Nagel) segitségével visszanyertiik az agaréz geélbol. A DNS

koncentracidjat €s tisztasagat a fent leirt moédon ellendriztiik.

5.7. Klonozas

A klonozéasok soran a PCR reakciok rekombinécids helyeket is hordozd termékeit
juttattuk helyspecifikus rekombinacioval a megfeleld plazmidokba (BP klonozas), majd
ezeket a plazmidokat egy 7o/2 karokat tartalmaz6 plazmiddal rekombinaltatva hoztuk létre a

konstrukciot (LR klonozas) (4.sz. dbra).

5.7.1. BP klénozas
A BP klonozas soran a kiilonboz6 attB rekombinacios szekvencidkkal rendelkez6 PCR

termékeket (vitellogenin-1 gén promoter régioja —attB3, attB5) ¢s az ECFP-t kddolo szakasz-
attB1, attB2) helypecifikus rekombinacio segitségével két kiilon plazmidba épitettiik (7. és 8.
abra).

Birl (1)
Srfl (1)
Smal (1)

1987 Ncol ( I_:'
1987 Styl (1)
2597 BsaAl (1)

88 EcoRlI (1)
2292 Acclll (1)

7.sz. abra Az ECFP-t kodol6 szakasz befogadasara alkalmas attP1 és attP2 rekombinacios helyeket

hordoz6 plazmid térképe
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8.sz. abra A vitellogenin promoter régié befogadasara alkalmas attP3 és attP5 rekombinacios helyeket hordozo

plazmid térképe

A helyspecifikus rekombinéciot a BP klonaz enzim katalizalja. A klonozashoz 20 fmol
plazmidra ¢és 10 fmol PCR termékre van sziikség. A DNS-ek méretei alapjan az alabbi képlet

segitségével kiszamithato a bemérendd fragmentek és plazmidok mennyisége (9. sz. tablazat):

ng= (X fmol)*(bp)*660 fg/fmol*(1 ng/ 10° fg)

fragment/ plazmid , koncentraciéja| bemérendé mennyiség ..
mérete (bp) reakcio
neve (ng/ul) (ng) M)
vtg-1 promoter-
B3BS5 (nagyobb) 4082 28,5 26,94 0,94
vtg-1 promoter- A
B3BS5 (kischb) 3357 45 22,16 2,03
pDONR221-P3P5 4774 109 63 0,57
ECFP-B1B2 1086 66 37 0,56 B
pDONR221-P1P2 4762 45,5 150 3,30

9.sz. tablazat: A BP klonozas soran felhasznalt vektorok mérete és mennyisége

Mindkét reakcid esetén az elegyhez 2 pl BP Clonase (Invitrogen) enzimet adtunk és TE
pufferrel ( 10 mM TRIS HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) 10 pl-re egészitettiik ki. A reakcidkat 25
°C-on inkubaltuk egy éjszakan at.
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5.7.2. LR klonozas

Az LR klonozas soran a BP klonozéds eredményeként kapott plazmidokat, a Tol2

karokat tartalmaz6 plazmiddal rekombinaltattuk (9.sz. dbra), igy hozva Iétre a konstrukciot.

G BseRI(1)
Venu_s 1..720
Gateway Recomb2 8907...8901 733 Bl
attB2 8914...889 !-
ccdB 8538...8747 [ |,
8104 Miul (1) | I JIJ
CmR 7444..8100 | Tol2 L 1723 1207
Gateway recomb1 7219..7225 | | | [ 1489 Mfel (1)
anB17212..7232 V1| (
6 Stul (1 == "

Gateway Recomb5 ?130 7124
attB5 7137.. 7117

attR5 7137...6981!

6851 PAMI (1)\=

pSP1.72BSSPE-
6824 BsaAl (1]

R3-R5-RFA-Venus
i Tol2L R

| 8928 bp !
CmR 6733..6077 \ 7 A/ ColE1 origin 2915..2233

TCoun

) 13303 Fspl

cedB 5636..5427 = | AmFR 36?2 s
attR3 4872..5028 || | | | 345

attB3 4872...4892 4253 N'..|L—|I .]
Gateway Recomb3 48? ..4?35'
Clal (1)
7 Xhol (1)
:_’ -—\L'r_|| (1)

])rlll

' L2’> EcoNI{1)
-R 4295..4830|
4524 Ns || )

9.sz. abra A Tol2 karokat hordozé vektor térképe

A rekombinaciot az LR klonaz enzim hajtja végre, 20 fmol Tol2 karokat hordozé
vektorhoz 10 fmol, a kivant fragmenteket hordoz6 plazmidok ko6zott (10.sz. tdblazat). A

bemérend6 mennyiség kiszamitasat az alabbi képlet segitségével végeztiik:

ng= (X fmol)*(bp)*660 fg/fmol*(1 ng/ 10° fg)

. , koncentraciéja| bemérendé mennyiség
plazmid neve mérete (bp)
(ng/pl) (ng) (ul)
Tol2 LR 8928 114 117,84 0,97
pDONR221-vtgl-L3L5 5947 41,5 39,25 0,94
pDONR221-ECFP-L1L2 3659 155 21,954 0,14

10.sz. tablazat: Az LR kldnozas soran felhasznalt vektorok mérete és mennyisége

Mivel a pPDONR221-ECFP-L1L2 plazmidb6l bemérendé mennyiség igen kicsi, ezért az a

plazmidot tizszeresére higitottuk, majd a reakcioba 0,7 pl-t mértiink.
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Az elegyhez még hozzdadunk 1 pul LR Clonase II. enzim mixet (Invitrogen), valamint

TE Pufferrel (pH= 8 ) 5 ul-re egészitettiik ki. A reakcidt 25 °C-on, 16 dran at inkubaltuk.

5.8. Transzformalas baktériumba

A klonozés utdn az eldallitott plazmidokat hdsokk transzformacioval XL10 GOLD
Escherichia coli kompetens sejtekbe jutattuk.

1. A -80 °C- on tarolt kompetens sejteket jégen felolvasztottuk.

2. 1,5 ml-es Eppendorf cs6ébe 250 pl kompetens sejtet mértiink, majd 2 pl plazmidot
mértlink hozza.

3. Az elegyet 30 percig jégen inkubaltuk, majd pontosan 45 masodpercre 42 °C-ra
helyeztiik, majd 2 percre Ujra jégre.

4. A keverékhez 500 ul folyékony LB tapoldatot ( 10 g/ tripton, 5 g/ élesztOkivonat,
10g/l NaCl) mértiink, majd a csoveket 90 percre 37 °C-on miikodé
razotermosztatba tettiik.

5. Az inkubdcios id0 leteltével a baktérium szuszpenzidt a plazmidnak megfeleld

antibiotikumot tartalmazé agaros (1%) LB taptalajra szélesztettiik (11.sz. tdblazat).

plazmid neve antibiotikum

Tol2-vtgl -ECFP Ampicillin
pDONR221-vtgl-L3L5 | Kanamycin
pDONR221-ECFP-L1L2 | Kanamycin
11.sz. tablazat: A felhasznalt plazmidok antibiotikum rezisztenciaja

6. A Petri-csészéket 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at.

5.9. Plazmid tisztitas

A klonozasi lépéseket kovetden a plazmidokat plazmidtisztitd kit segitségével

izolaltuk (Geneaid) a gyart6 eldirasai szerint.
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5.10. Restrikcios emésztés

A BP klonozas utdn a plazmidok szekvencidjat, azaz a kivant fragmentek beépiilését
restrikcios emésztéssel ellendriztiik.

A vitellogenin promotert hordozé plazmid esetén Pstl és Xbal enzimet (Fermentas), az
ECFP-t hordoz6 plazmid esetén Rsal enzimet (Fermentas) hasznaltunk. A reakcidokat 10 pl

végtérfogatban az alabbiak szerint allitottuk 6ssze (12, 13. és 14.sz. tablazat):

Osszetevé neve | Bemérendé mennyiség (ul)
Puffer 2

Pstl enzim 1,5

Xbal enzim 1,5

plazmid 5

12.sz. tablazat: A Pstl és Xbal emésztési reakcio Osszetétele

Osszetevé neve | Bemérendé mennyiség (ul)
Puffer 2

Pstl enzim 1,5

plazmid 5

13.sz. tablazat: A Pstl emésztési reakcid Osszetétele

Oszzetevo neve | Bemérend6 mennyiség (ul)

10x Yellow Tango

1,4
puffer
Rsal enzim 0,6
plazmid 12

14.sz. tablazat: Az Rsal emésztési reakcid Osszetétele

A reakcidkatt 37 °C-n, 1 6ran at inkubaltuk, majd agaréz gélelektroforézissel

ellnoriztik.
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6. Eredmények

A dolgozatban az Anyag ¢s modszer valamint az Eredmények cimii fejezet szorosan
Osszetartozik €s atfed, mivel az elsddleges cél a konstrukcid 1étrehozasa volt.

Munkank soran célunk egy olyan génkonstrukcid Iétrehozasa volt, amelyben a
fluoreszcens riporter fehérje kifejezOdése egy Osztrogén hatasu anyagokkal indukélhatéd
molekuldris kapcsold irdnyitdsa alatt all. A konstrukcidé mikroinjektalasdval igy olyan
transzgenikus zebraddnid vonal kialakitasara nyilik lehetdség, amely -megfeleld érzékenység
esetén- képes lesz Osztrogén hatast anyagok jelenlétét kimutatni a kornyezetben.

A konstrukcio 1étrehozasdhoz a majban Osztrogén hatasara kifejez6dd vitellogenin-1
gén promoter régiojat, valamint riporterként egy kék szinli fluoreszcens fehérjét, az ECFP-t
(Enhanced Cyan Fluorescent Protein) valasztottuk. Ezért a létrehozand6 transzgenikus vonal
amellett, hogy bioszenzor vonalként miikodhet, alkalmas lehet a szennyezdéanyagok majra
kifejtett karos hatdsainak kimutatasara is in vivo, az allatok feladldozasa nélkiil. Mivel az
ivarérett ndstényekben normal koriilmények kozott az endogén Osztrogén hatdsara is
miikodésbe 1ép a fluoreszcens jel, a ndivaru egyedeken olyan anyagok majkarositd hatasai is
jol felmérhetéek, amelyek 6sztrogén hatassal nem rendelkeznek.

A konstrukcid létrehozdsdhoz a Gateway klonozasi technikat hivtuk segitségiil, €s a
hagyomanyos plazmid alapi génkonstrukciok helyett a transzgenikus vonalak létrehozasa

szempontjabol joval nagyobb hatékonysagli Tol2 transzpozont hasznaltuk.

6.1. Primerek tervezése

Az elsd feladat a konstrukcioba beépitendd szakaszok felsokszorozasahoz sziikséges
primerek megtervezése volt.

Az ¢l0 szervezetekben zajld bonyolult molekularis folyamatok és szabalyozasi
lehetdségek miatt igazan hatékony, promodter azonositasra szolgdldo szoftver jelenleg nem
ismeretes. Ezért a szabadon elérhetd Ensembl adatbazisbol kikerestiik a vitellogenin-1 gént
kodolo szakaszt, és a transzkripcios start helyet megel6z6 néhanyezer bazisparnyi szakaszt
vettilk alapul. Ez a szakasz feltételezhetben magaban foglalja a promoéter régiot €s a gént
megel6z0 upstream szabalyozo régidk nagyrészét.

Az elsd primer part egy 4082 bp hossziisagu szakaszra terveztiik (vtg 1- attB3 F1, vtg

1- attB5 R) azonban a fragment hossziisdga miatt azt nem sikeriilt plazmidba klonozni. A
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kutatocsoport eldzetes eredményei alapjan megfelelé szamiu ERE (Estrogen Responsive
Element) helyet tartalmazott egy rovidebb, 3357 bp hosszusagu szakasz is (10. sz. abra). A
primer par forward tagjat Gjra terveztiik, hogy ezt a szakaszt tudjuk felsokszorozni (vtg 1-
attB3 F2).

ERE/2_b m (393)
ERE/2 b (931)
ERE/2_bm (84) [ERE/2_a (937) ERE/2_bm (1,973) ERE/2_bm (4,023)

vig1_prom

ERE: AGGTCANNNTGACCT (consensus)
ERE/2_a:AGGTCA

ERE/2_b: TGACCT

ERE/2_bm: TGACCA

10.sz. abra: A ERE helyeket tartalmaz6 vtg-1 promoter szakasz sematikus abraja

A Gateway klonozasi technika lehetové teszi a fragmentek irdnyitott, helyspecifikus
klonozasat, amelyhez specidlis, egymastol kismértékben eltérd rekombinécids szekvencidk
sziikségesek. Ezért a primereket ugy terveztik meg, hogy azok 5° végei hordozzdk a
megfeleld helyre és irdnyban torténd beépiiléshez sziikséges attB3 és attB5 szekvencidkat

(11.sz. 4bra).

vig1 promaoter

att,BS
vtgl attB3 F1
attB3
»>
vig1 attB3 F2
]
vig! attBS R
&4
attB5
«
T ::,.-,.-,:i

4219

£k ':?:?:iﬁ':?:?:":?:-':i':i':i’:?:?:?:?:?:?:?_:?:":?:z::':k:":?::f:;
807

i
[

11.sz. abra: Az attB és attR szakaszokat tartalmazé primerek sematikus abraja

A fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt a hordozdo pUT ECFP plazmidrdl terveztiik
felsokszorozni. A primertervezés soran a rekombinacidohoz sziikséges szekvencidk (attBl és
attB2) mellett fontos szempont volt, hogy a létrehozott fragment az mRNS éréséhez
nélkiilozhetetlen poliA szigdlt is tartalmazza. Ennek hidnyaban a konstrukciorol nem képes
érett mRNS, majd fehérje, igy fluoreszcens jel képzddni. A tervezett primerpar egy 1086 bp

hosszusagu szakaszt fog kozre (12.sz. abra).
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pUT-ECFP

;31th1
pUT ECFP attB1 F
ECFP kddold szakasz
pUT ECFP attB2 R
at{EE

1 807 1,086 4,147

12.sz. abra: A pUT ECFP plazmidra tervezett primerek sematikus abraja

6.2 A beépitendé szakaszok felsokszorozasa

A vitellogenin promotert annak érdekében, hogy teljesen pontos masolatok
képzddjenek a genomban talalhatdé promoterrdl, proofreading aktivitassal rendelkezd
enzimmel (Pfu) sokszoroztuk fel. Itt egyetlen bazisnyi eltérés is karosan befolyasolhatja a
késObbiekben a konstrukci6 mikodését €s érzékenységét. A felsokszorozand6 szakasz
viszonylag nagy mérete miatt a PCR reakcio optimalizalasara volt sziikség. Kezdetben, mivel
a PCR reakciokban a kisebb méretli fragmentek elényt élveznek a nagyobbakhoz képest,
szamos alterméket kaptunk (13.sz. abra). Ezek kés6bb a klonozas sordn (szintén kis
méretiikb6l adodo eldényiik miatt) a konstrukcidba beépiilhetnek, rontva a kivant vektor

létrehozasanak hatékonysagat.

B LS

1000

500

13. sz. abra: A PCR reakci6 optimalizalasanak gélképe
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A hosszabb promoter szakaszt nem sikeriilt a BP klonozas soran plazmidba juttatni. Ezért egy

rovidebb szakaszt is felsokszoroztunk (14.sz. abra).

3000

1000

500

14. sz. abra: A rovidebb vitellogenin promoter régié PCR eredményének gélképe

A cian fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt szintén felsokszoroztuk PCR reakcio

segitségével (15.sz. dbra).

3000

1000

500

15. sz. abra: Az ECFP-t kodol6 szakasz PCR reakcidjanak gélképe
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6.3 A fragmentek beépitése a konstrukcioba

A megfelelé méretii PCR termékek létrehozasa utan a fragmenteket két 1épésben, az
un. Gateway technika alkalmazéasaval a konstrukcioba épitettiik.

A modszer sordn els6 1épésként a konstrukcio két 6 elemét, a vitellogenin promoéter
régiot és a fluoreszcens fehérjét kddold szakaszt kiilon-kiilon plazmidokba kell klonozni. A
folyamatot a rekombinacioban részt vevd szakaszok neve (attB és attP) alapjan a BP klonaz
enzim katalizdlja. Ennek sordn mind a vitellogenin promoter, mind pedig a fluoreszcens
fehérjét  tartalmazod  szakaszok végein talalhatd ugynevezett attB  szekvencidk
rekombinaldédnak a ,,befogad6” plazmidban talalhaté attP szekvencidkkal. A beépiteni kivant
szakaszok helyet cserélnek a plazmidok attachment site-ok kozotti részével. A B és P végek
rekombindaciojaval attL szakaszok jonnek 1étre.

A klonozast kovetéen a plazmidokat kitisztitottuk és a szakaszok beépiilését
restrikcios emésztéssel ellendriztiik.

A vitellogenin promoéter beépiilését Pstl és Xbal enzimekkel torténd restrikcios
emésztéssel ellendriztiik. A vart fragmentek beépiilés esetén: 3285 bp, 2342bp, 401bp, 114
bp. A beépiilést az alabbi gélképpel sikeriilt igazolni (16. sz . dbra)

3000

1000
500

16.sz. abra: A vitellogenin promoter beépiilését igazold gélkép

Az Rsal-el végzett emésztéssel az ECFP-t kddolo szakasz beépiilését ellendriztik. A

szekvencidk alapjan beépiilés esetén a kovetkezd fragmenteket vartuk:1581 bp, 436 bp, 431
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bp, 371 bp, 282 bp, 269 bp. A 17. abra jol illusztralja, hogy a vart fragmenteket meg is
kaptuk. Hiszen ha nem ¢épiilt volna be a promoter, akkor az enzim linearizdlta volna a

plazmidot.

3000

1000

500

17.sz. abra: Az Rsal-gyel végzett emésztés gélképe

A kovetkezd I€pés a vitellogenin promoétert és a fluoreszcens fehérjét kodolod
szakaszok beépitése a Tol2 végeket tartalmazd plazmidba. Ez a 1épés a BP klonozashoz
hasonloan szintén helyspecifikus rekombinaci6 elvén alapul, amelynek sordn LR klonaz
enzim jelenlétében rekombindlodnak az eldbbi reakcid soran létrejott attl végek a Tol2
Gateway plazmidon 1év0 attR végekkel, igy az attR rekombindcios szakaszok kozott talalhatod
fragmentek helyet cserélnek a ,befogad6d” plazmidokban taldlhaté promoterrel ¢s ECFP
génnel.

A két fragment beépitése egy lépésben tortént, emiatt eléfordulhat, hogy a vektorba
vagy csak a promoter régid vagy csak a fehérjét kddold rész épiilt be. Az ilyen plazmidokat
hordoz6 telepek antibiotikum rezisztencia vagy mas biokémiai sajatsdg alapjan nem
kiilonithetdek el, Mindkét konstrukcié azonban jol hasznalhaté a késObbiekben. A 18. szdmu
abran a vitellogenin promodter Gateway plazmidba tortént beépiilését lathatjuk, Pstl-
emésztése kovetden. A vart fragment méretek: 5500 bp, 3092 bp, 735 bp voltak, tehat a

beépiilést sikeriilt igazolnunk.
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18. abra: Vitellogenin promotert hordozo Gateway vektor Pstl emésztést kdvetden

Az elézdvel létrehozhatunk mas riportert kifejezd, osztrogénre érzékeny konstrukceiot.
Az utobbiba barmilyen promotert beépithetiink, igy a kék fehérjét a zebradanid mas
szerveiben, sejtjeiben is kifejeztethetjiik a létrehozas céljatdl fliggden (bioszenzor vonal,
fejlédésbiologiai vizsgalatok, stb.).

Az LR reakci6 eredményeként kapott plazmidok szekvenciaellenérzése folyamatban
van. A megfeleld konstrukciokat ezt kovetden linearizaljuk, majd transzpozaz mRNS-sel
egyltt 1-2 sejtes, vad tipust zebradanid6 embridkba mikroinjektaljuk. Az injektalds utan
vizsgaljuk a konstrukcid kifejezddését és a kifejezddés helyét Osztrogén jelenlétében.
Amennyiben a konstrukcio a vart eredményt hozza €s a fluoreszcens jel 6sztrogén indukcio
hatésara megjelenik a fejlodo larvak majaban, az injektalt larvakat felneveljiik és a késdbbiek
soran alapitoként hasznaljuk egy stabil, homozigo6ta, majban indukalhatdéan kék fluoreszcens
fehérjét kifejezo transzgenikus zebradani6 vonal létrehozésa soran.

A létrehozandd vonal segitségével lehetdség nyilhat Osztrogén hatasi anyagok
kimutatasara és vizsgalatdra mar larvakorban is. A zebraddnid6 embriokat €s larvakat a
taplalkozo kor eléréséig az Eurdpai Unidban hatalyos allatvédelmi szabalyok nem tekintik €16

allatnak, igy egy olyan modell hozhato 1étre, amellyel €16 allatkisérletek is kivalthatok.
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7. Kovetkeztetések és javaslatok

Munkéank folytatasaként a késObbiekben az elkészitett konstrukciot 2-4 sejtes
stadiumban 1év0 zebradanido embrioba injektaljuk, majd az igy eldallitott Py nemzedékbdl
egy Uj transzgenikus zebradanié vonalat kivanunk Iétrehozni.

A jovOben javasoljuk a létrehozni kivdnt vonal fenntartasat, valamint az
Osztrogénre vald érzékenység mértékének megallapitasat. Tavlati terveink kozott szerepel
egy Osztrogén hatdsu szennyezd anyagok kimutatasiara alkalmas zebradanid alapu
teszrendszer 1étrehozésa. Tovabba mas transzgenikus vonalak felhasznalasaval
létrehozhatok olyan vonalak, melyeknek tobb szerviikben kiilonb6zd szinii fluoreszcens
fehérje expresszalodik, igy egy vizsgalatban tobb célszerv is tanulmdnyozhato. Az igy
létrehozni  kivant vonalak tovabba megfelelnek az Europai Uni6 4llatvédelmi
iranyelveinek is, hiszen kevesebb vonalat kell fenntartani, ezéltal a laboratériumban

kisérleti céllal tartott allatok szama is csokkenthetd.
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8. Osszefoglalas

A  kommundlis szennyvizekkel, ipari ¢és mezdgazdasagi tevékenységgel a
kornyezetiinkbe jutd Osztrogén hatdsu anyagok a természetes Osztrogének analogjaiként
mitkoddve komoly veszélyt jelentenek az €16 szervezetek hormonhdztartasara. Ennek okéan
egyre nagyobb igény mutatkozik az ilyen anyagok kimutatasara ¢€s hatdsanak vizsgalatara
alkalmas modellrendszerek irant. A kutatok figyelme részben a koltségek csokkentése
érdekében, részben az egyre szigorodo allatvédelmi eldirasok miatt az emlds modellek helyett
egyre inkabb az egyéb gerincesek felé iranyul.

A zebradani6 /Danio rerio/ fejlodésbiologiai és genetikai szempontbdl is az egyik
legjobban ismert halfaj. Szé¢leskortien alkalmazzdk ilyen jelleghi vizsgalatok alanyaként, de
toxikologiai célu felhasznalasa is elterjedt. Mivel a zebraddnio embriok attetszéek, a
fluoreszcens fehérjéket expresszald transzgenikus vonalak larvaiban a jelolt célszervek jol
tanulmanyozhatok.

A halakban, az emlésokhoz hasonldéan az egyik f0 toxikoldgiai célszerv a maj. A
transzgenikus vonal létrehozasdhoz a majspecifikus expressziot mutaté gének koziil a
vitellogenin-1 gént valasztottuk. Ennek promoétere 6sztrogén hatdsu anyagokkal indukalhatd,
igy a maj fejlodésére hato szennyezOanyagok hatasainak vizsgalatan kiviil az 6sztrogén hatasu
anyagok kimutatasara is alkalmas transzgenikus vonal hozhat6 Iétre a segitségével.

A gén mikodését szabalyozd régiot az Ensembl adatbazisban 1€vé genomi, illetve
cDNS szekvenciak segitségével elemeztilk. A feltételezett transzkripcids start helyet
megel6z0 promoter régiot és upstream szabalyozo szekvencidkat tartalmazo fragmentet,
valamint a cidn fluoreszcens fehérjét /CFP/ kodolod génszakaszt egy kétlépéses, helyspecifikus
rekombinacié elvén miikodo, Tol2 transzpozon alapt Gateway klonoz6 rendszerbe épitettiik.
Az igy eldallitott konstrukciot 1-2 sejtes zebradaniokba injektaljuk. Az injektalt embridkat
100 ng/l1 17-B-0sztradiollal kezeljiik, negativ kontrollként a zebradanios rendszer haltarto vizét
hasznaljuk. A termékenyitéstdl szamitott 5. napon mikroszkop alatt a cian fluoreszcens
fehérjének megfeleld sziiron keresztiil vizsgdljuk a konstrukcid6 miikodését, azaz a
fluoreszcens jel megjelenését €s annak helyét

A majban fluoreszcens fehérjét kifejezé egyedek felnevelésével a késObbiekben egy
Osztrogén hatasu anyagok vizsgalatdra alkalmas transzgenikus vonal alakithato ki, amelyben
bizonyos Osztrogénkoncentracio folott fluoreszcens jel detektalhato a majban. Ha a vonal

megfelelden érzékenynek bizonyul, alkalmas lehet kdrnyezeti mintak sziirésére is.
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felhasznalt irodalmat a hallgato korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezelte,

a szakdolgozatot/diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom.
A diplomadolgozat 4llam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem.
Godolld, 2012. aprilis ho 12. nap

témavezetO alairasa

témavezetO alairasa

témavezetO alairasa
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