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2. Bevezetés

A kommunalis szennyvizekkel, ipari és mezdgazdasagi tevékenységgel egyre tobb Gsztrogén
hatasti anyag keriil a kornyezetbe Ezek az anyagok a természetes Osztrogének analdgjaiként
miitkodve komoly veszélyt jelentenek az €16 szervezetek hormonhdaztartasara, ezért egyre nagyobb
igény mutatkozik az ilyen anyagok kimutatdsara ¢és hatdsanak vizsgalatira alkalmas
modellrendszerek irant. A kutatok figyelme részben a koltségek csokkentése érdekében, részben az
egyre szigorodd allatvédelmi eldirasok miatt az emlds modellek helyett egyre inkdbb az egyéb
gerincesek felé iranyul.

A zebradanio /Danio rerio/ fejlédésbiologiai és genetikai szempontbol is az egyik legjobban
ismert halfaj. Széleskorlien alkalmazzdk ilyen jellegli vizsgalatok alanyaként, de toxikologiai célu
felhasznalasa is elterjedt. Receptorai és az egyes folyamatok élettani és molekularis biologiai
hattere nagymértékii hasonlosagot mutat az emldsokével és az emberével. Mivel a zebradaniod
embriok attetszéek, a fluoreszcens fehérjéket expresszald transzgenikus vonalak larvaiban a jelolt

célszervek jol tanulmanyozhatok.



3. Célkitiizés

Munkédnk soran célunk egy olyan génkonstrukcié létrehozas volt, amelyben a
fluoreszcens riporter fehérje (CFP-Cyan Fluorescent Protein) kifejezédése egy majspecifikus,
Osztrogén hatasu anyagokkal indukalhaté promoter iranyitasa alatt all. A konstrukcidval a
késobbiek soran egy a majaban Osztrogén hatasu anyagok jelenlétében kék fluoreszcens jelet

ado transzgénikus vonalat kivanunk 1étrehozni.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A hormonrendszer miikodését zavaré anyagok

A hormonrendszert zavaré anyag (endocrine-disrupting chemical-EDC) az Egyesiilt
Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége (EPA) definicidja szerint olyan exogén agens, amely
beavatkozik a vérben szallitott, a homeosztazisért, reprodukcioért és a fejlédési folyamatokért
¢s eliminéciojaba.

Ezek a vegyiiletek foként antropogén forrasokbol keriilnek a szennyvizbe vagy a talajvizbe,
majd onnan a természetes vizekbe. Ilyen anyagot tartalmaznak az iparban és a haztartasokban
hasznalt készitmények (példaul mosoporok, gyartdsi- és élelmiszeripari adalékok), a kiilonbozo
gyogyszerek és hormonkészitmények (pl. fogamzasgatld tablettdk, nem-szteroid gyulladasgatlok)
novényvédo szerek (pl. DDT, atrazin), ipari melléktermékek (példaul PAH, dioxin) de ismert
néhany természetes hormonhatast anyag is (pl. fitodsztrogének) (LYE ET AL., 1999; RUDEL ET AL.,
1998). Ezen anyagok kozott vannak olyan szintetikus vegyiiletek, igynevezett xenodsztrogének,
melyek Osztrogén-receptor agonistaként viselkednek, olyan hatasokat kivaltva, mint a természetes
eredetli szteroid hormonok. A természetes Gsztrogének f6 forrasa az emberi szervezet, hiszen egy
nd napi Osztrogén kibocsatasa néhany tiz mikrogrammos nagysagrendtdl akar 30 milligrammig is
terjedhet, amennyiben egy varandos nérél van sz6 (ALDERCRUETZ ET AL. 1994). Tovabbi forras
lehet a rdk bizonyos fajtdinak, az oszteopordzisnak, a valtozd kori panaszoknak és a
hipogonadizmusnak a kezelésére alkalmazott konjugalt 6sztrogének természetbe keriilése. Ezen
szerekbél megkozelitéleg 1700 kg keriil felhasznalasra csak az Egyesiilt Allamok teriiletén évente
(ARCAND-HOY ET AL. 1998). Eurdpaban a tisztitott szennyvizzel kikeriilé 17p-6sztradiol és Gsztron
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 mennyiségt6l 3,7 ng/l- ig
valtozik (SNYDER ET AL. 1999). Nagy —Britannia folydiban nem ritka, hogy a vizhozam kozel felét a
bedmld tisztitott szennyvizek teszik ki. Az elfolyd vizek gyakran 100 ng/l feletti
Osztrogénkoncentracidval rendelkeznek, a felszini vizekben kialakuld koncentracié fiigg a bedmlés
helyétél valod tavolsagtol, a viz mikrobialis aktivitdsatol, valamint kiilonféle fizikokémiai
jellemzoktdl. Féként az Osztradiol felelds az angliai tisztitott szennyvizek Osztogén-aktivitasaért
(DESBROW ET AL. 1998).

Ez a csoport tehat meglehetdsen valtozatos €s elterjedt vilagszerte, a kiilonb6z0 orszadgok

kozott vannak viszont eltérések, attdl fiiggden, hogy bizonyos anyagokat mikor vontak ki a



forgalombol. Az iparosodott teriileteken megfigyelheté az iparhoz koétheté vegyianyagok széles
korének felhalmozodasa, melyek konnytiszerrel a talajba, majd a talajvizbe szivaroghatnak, innen
pedig a taplaléklancba keriilnetnek. A szervezetbe vald bejutas torténhet szennyezett ivovizzel,
szennyezett levego belégzésével, ételen keresztiil, valamint a szennyezett talajjal valo érintkezéssel.
Ennek koszonhetden a peszticidekkel €s ipari vegyianyagokkal dolgozo személyeknél megnd a
szaporodasbiologiai és hormonalis rendellenességek kialakulasanak esélye.

Néhany iparilag fontos EDC anyagot gy terveztek és allitottak eld, hogy perzisztensek
legyenek, am technologiai elonyiik sajnos karosnak bizonyult a vadvildg és az emberek
szempontjabol is. Az efféle anyagoknal fennall annak a veszélye, hogy nehezen bekovetkezd
bomlasuk soran az anyamolekulanal toxikusabb metabolit keletkezik (CALAFAT & NEEDHAMT
2007).

Az EDC vegyiiletek eltoljak a hormonok természetes egyensulyat az €16 szervezetekben,
hatassal vannak a szaporoddsra és az egyedfejlodésre, valamint a természetes hormonok
analogjaiként mikodve szamos karos biologiai hatast (példaul torzulasok, fejlédési zavarok)
eredményeznek (KAVLOCK ET AL., 1996).

Eldszor ugy vélték, hogy az EDC anyagok elsddlegesen a sejtmagi hormonreceptorokon
keresztiil fejtik ki hatdsukat, beleértve az Osztrogén, androgén, progeszteron, tiroid €s retinoid
receptorokat. A tudomany 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 és norepinefrin receptorok, is képesek kifejteni hatasukat (KUIPER ET AL. 1998, DICKERSON
ET AL. 2007). Aril- szénhidrogén receptorok miikodését is befolyasolhatjak. Egyes dioxinok ¢és
poliklorozott bifenilek példaul aryl-hidrocarbon-receptor antagonistak. Az ezen receptoron
keresztiili hatasok rendkiviil Osszetettek, szamos szervrendszerre kiterjednek, kozvetett modon
szamos hormon szintjét és mitkodését befolyasoljak (DARVAS ET AL. 2010).

Hatasukat nagyban befolyasolja, hogy a szervezet mely életszakaszban érintkezik az adott
anyaggal. A felnétt életszakaszban torténd behatds kovetkezménye merdben mas lehet, mint a
magzati vagy fiatal korban torténteké. BARKER (2003) megallapitasa szerint a fejlodé szervezet
kornyezete, mely magaban foglalja a fejlddésnek teret addo méhet vagy tojést, valamint a kiilsé
kornyezetet, kapcsolatban all az egyed génjeivel. Ez meghataroz6 lehet egy késébbi életszakaszban
jelentkezd betegség vagy diszfunkcid kialakulasaban. Ez a hatds generacidkon is ativelhet, a hatés
kifejlédhet olyan, a génexpressziot szabalyozd folyamatokon keresztiil, mint a DNS metilacio és a
hiszton acetilacio.

A hormonrendszert zavar6 anyagok kiilonboz6 tipusainak lehet additiv és szinergista hatasa

is (CREwS ET AL. 2003). Vizsgalatuk soran kideriilt, hogy elenyészéen kevés mennyiség is



reproduktiv vagy hormonalis rendellenességet okozhat, foként ha a kritikus fejlodési szakaszban
érintkezik vele a szervezet (SHEEHAN ET AL. 1999).

Azon hormonrendszert zavard anyagoknak, melyek perzistensek, kdzos tulajdonsaguk, hogy
vizben rosszul oldodnak, lipidekben viszont kitiinden, ezért konnyen akkumuldlédnak magas
zsirtartalmu szovetekben.

A perzisztens szerves szennyezoknek (POP) Kitett tengeri kagylokban pszeudo-
hermafroditizmust figyeltek meg, mig halakban hermafroditizmius kialakulasat és az ikrasokban
vitellogenin termelését irtdk le. Pumaknal rejtettheréjliséget, mig fokahimek esetében csokkent
fertilitast figyeltek meg. Emberen is tapasztaltak a rejtettheréjiiség (cryptorchismus) jelenségét,
valamit gyakoribba valt a korai hererdk, ¢és a nyitott hugycsé (hypospadiasis) kialakulasa is.
.Laboratériumi patkédnyok és egerek esetében a POP- vegyiileteket emld és ivarszervi, valamint

pajzsmirigy daganatokkal hoztak 6sszefiiggésbe (DARVAS ET AL. 2010).

4.1.1. Osztrogén hatast anyagok a vizi kérnyezetben

Mint mar kordbban emlitésre keriilt, a vegyi anyagok igen széles skaldja tartozik az
Osztrogén hatast vegyiiletek kozé, beleértve a természetes eredetiieket és a mesterségeseket is. Sok
esetben ezen vegyiiletekrdl csak véletlentil deriilt ki, hogy 6sztrogén hatdssal rendelkeznek (SOTO
ET AL. 1991, KRISHNAN ET AL. 1993). Mar 1995-ben is tobb mint 60 000 mesterségesen eldallitott
kemikalia volt a mindennapos hasznalatban, olyan teriileteken, mint a mezégazdasag, petrolkémia,
mianyagipar, a szappan ¢és detergens gyartds. Megbecsiilni is nehéz, hogy ezeknek hany
bomlésterméke alakult ki a felhasznalasuk utan, ezért valoszinli, hogy a most 6sztrogén hatasuként
nyilvantartott vegyiiletek szama csak toredéke a lehetségesnek (SUMPTER&JOBLING 1995).

A fentebb emlitett tevékenységek egyt6l egyig rengeteg vegyianyaggal szennyezik a
kornyezetiinket. Megdobbentd adat, hogy alkilfenol-polietoxilatokbol megkozelitdleg 300 000
tonnat hasznalnak fel évente, melynek koriilbeliil 60%-a a vizi kdrnyezetbe kertil, ahol perzistens,
Osztrogén hatasti bomlastermékeik keletkeznek (SUMPTER&JOBLING 1993).

Ha becsiilni akarjuk az Osztrogén hatdsu anyagok altal okozott szennyezés hatasat a vizi
kornyezetre, akkor két f6 tényezdt kell figyelembe venni: az egyik a potencidlis Osztrogénhatas
mértéke, a masik pedig a kdrnyezeti koncentracid. Ez utobbirdl szinte lehetetlen realis becslést adni,
hiszen sokféle vizbdl, sok féle technikaval vett és vizsgalt mintakbol szarmaznak az irodalomban
fellelhetd adatok.

A potencidlis 6sztrogén hatds vizsgalatat illetden megéllapitottak, hogy az eddig felfedezett,

a kornyezetben eléforduld 6sztrogén hatast vegyiiletek csak kis mértékben fejtik ki ezt a hatasukat.



A potencialjuk nagyon valtoz6, de a legtobbnek harom- négy nagysagrenddel kisebb, mint a 178-
Osztradiol esetében.(WHITE ET AL. 1994).

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

a., Természetes eredetii hormondlisan aktiv anyagok

Mikoosztrogének-fuzariotoxinok

Fitoosztrogének-flavonoidok

Allati eredetii szexudl-szteroidok

b., Szintetikus eredetii hormondlisan aktiv anyagok

Gyogyszerek

Androgén hatasu vegviiletek

Osztrogén hatdsu vegyiiletek

Progesztogen hatasu vegviiletek

Ipari eredetii kornyezetszennyezok

Policiklusos aromas szénhidrogének

Polihalogénezett aromds szénhidrogének

Alkil- és biszfenolok:
Alkil ftalatok

Sztirol oligomerek

Tributil-6n és szdrmazékai

Mezogazdasagban hasznalt, endokrin rendszert zavaro anyagok

Zoocidek-kldrozott szénhidrogének
Fungicidek-EBDC-szdrazékok

Herbicidek-triazinszarmazékok




4.3. Az allatmodellek szerepe a biologiai kutatasokban

Az orvosi, orvos-biologiai, toxikologiai kutatasokban a modellek alkalmazasa napjainkban
mar altalanosnak mondhat6. A modellalkotas két alapvetdé formaja az in vitro (mesterséges
kornyezetben, szo szerint ,,iivegben” vagy lombikban) és az in vivo ,,é16ben” (vagyis magaban az
€16 szervezetben) kialakitott modell. Ma az orvostudomanyban leggyakrabban alkalmazott in vitro
modellek koz¢ az alabbiakat soroljuk:

* Egész szerv perfuzidja (pl. izolalt, perfundalt sziv),

» Szovet szuperfuzio,

 Primer sejttenyészet vizsgalata,

» Immortalizalt sejtvonalak,

 Szubcellularis vizsgalatok,

* Molekularis vizsgalatok, gén, protein expresszid meghatidrozasok (Boros, 2007; MULLER,
2005).

Az orvostudomanyban alkalmazott in vitro modellek tobbsége, ex vivo (azaz ,,é16bol
szarmaz0”’) rendszer. A modellalkotasban 1) lehetdségeket kindlnak a szamitdgépes, adatbazisokra
épit6 ,,in silico” modszerek. Ezek a modellek tokéletesen alkalmasak szamos orvosi-bioldgia kérdés
megvalaszolasara, és értékes adatokat szolgaltathatnak. Ugyanakkor jellegébdl addodoan nem
mindig lehetiink biztosak benne, hogy a modell pontosan irja le az €16, Gsszetett természetet vagy
biologiai jelenséget.

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

Az in vivo moddszerek idébeli lefutasuk alapjan lehetnek akut (rovid tava) és idében
elhtiz6do (kronikus) jellegliek(Boros, 2007, MULLER, 2005).

Természetesen az allati modellalkotdsnak szamos korlatja van. Ezek koziil talan a
legfontosabb, hogy az allati modellben kapott adatok nem minden esetben, vagy csak kozvetve
extrapolalhatok emberre. Az adatok relevancidja sokszor bizonytalan és a fajok kozotti
Osszehasonlithatosag mindig kérdéses lesz.

Napjainkban a kutatasban a ,,3 R” alapjan vagyis a refinement (az allati fajdalom és
szenvedés csokkentése); a reduction (a kisérletekben felhasznalt allatok szamanak csokkentése a
lehet6ségek hataraig), és a replacement (az allati modellek helyettesitése mas modellekkel) elvei
szerint kell megtalalni a legalkalmasabb megoldast, a legjobb modellt. A leghevesebb vita
természetesen a helyettesitésrél, annak mértékérdl és feltételeirdl szol (Boros, 2007; BACHMANN,
2002).



4.4. A halon torténd tesztelés elonyei

Sok tudomanyteriilet a gerinces allatok koziil korabban kizarélag emlésoket hasznalt fel a
kutatasokhoz, am elsdsorban a magas koltségek és a felmeriil6 tartasi és egyéb nehézségek miatt a
kutatok figyelme mind inkabb a halak fel¢ fordult.

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

A hal, mint rendszertani csoport az egyetlen, teljes életciklusat kizarélag a vizben t6ltd
gerinces ¢és ezért nélkiilozhetetlen része az integralt toxikologiai vizsgéalatoknak (BRAUNBECK ET
AL., 2006). A tobbi vizi él6lényhez hasonloan a halak is gyakori elszenved6i a véletleniil
bekdvetkezett szennyezéseknek. Végiil, de nem utols6é sorban meg kell emliteni, hogy a halak a
vizmindséget jelzd indikator szervezetek €s a tovabbiakban is, bar mas modon, de 6rz6i lehetnek
ivoviz bazisunknak (BRAUNBECK ET AL., 2006).

Az OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development - Gazdasagi
Egyiittmiikddési és Fejlesztési Szervezet) irdnyelveknek megfeleléen a halakat hasznaljak
tesztallatként az akut toxicitds vizsgalatoknal (OECD 203 GUIDELINE, INTERNET2), a Korali
¢letszakaszban torténd mérgezéses (OECD 210 GUIDELINE, INTERNET3), az embrion végzett rovid
hatasidejii (OECD 212 GUIDELINE, INTERNET4) valamint fiatal egyedek novekedésére iranyuld

toxikoldgiai vizsgalatokhoz.

4.5. A leggyakoribb laboratériumokban hasznalt halfajok

Foldiinkon tobb mint 25000 halfaj €él. Szamos fajra koziiliik jellemzd, hogy laboratoriumi
koriilmények kozott is konnyen tarthatok, egy-egy szaporitas alkalmaval sok ivartermék nyerhetd
toliik, az embriok fejlédése konnyen nyomon kovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil, rovid
generacids iddvel rendelkeznek, a szervezetiikben lejatszodd folyamatok szinte megegyeznek a
fejlettebb gerincesek, koztiik az ember, szervezetében lejatszodé folyamatokkal (MULLER, 2005).

A laboratériumi kisérletekhez legaltalanosabban hasznalt édesvizi halfajok:

e Zebradani6 (Danio rerio)
e Medaka (Orizias latipes)
« Sziami harcoshal (Betta splendens)
e Mexikoi kardfarkuhal (Xiphophorus helleri)

« Edesvizi gombhalak (Tetraodon nigroviridis, Takifugu rubripes)
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« Platty (Xiphophorus maculates)

« Paradicsomhal (Macropodus oprcularis)

e Szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata)

e Rozsas diszmarna (Barbus conchonius)

« Aranyhal (Carassius auratus)

« Ponty (Cyprinus carpio)

« Nilusi tilapia (Oreochromis niloticus)

« Haromtiiskés piko6 (Gasterosteus acuelatus)

e Szivarvanyos pisztrang (Oncorgynchus mykiss)

« Killihal (Fundulus heteroclitus)

4.6. A zebradanio

4.6.1. A zebradanio rendszertani besorolasa:

Orszag: Allatok (Animalia)
Torzs: Gerinchurosok (Chordata)
Altorzs: Gerincesek (Vertebrata)
Féosztaly:  Csontoshalak (Osteichthyes)
Osztaly: Sugarasuszoéjuhalak (Actinopterygii)
Rend: Pontyalaktak (Cypriniformes)
Csalad: Pontyfélék (Cyprinidae)
Alcsaléd: Danioninae

Nem: Danio

Faj: D. rerio (Hamilton-Buchanan 1822)

4.6.2. A faj jellemzése

A zebradanio6 (Danio rerio) 6shazaja El6-India. Elterjedési teriilete igen széles.

A hal hata olajbarna, az oldalak és a has alapszine sargasfehér. Torzsén a kopoltyufed6tdl a
faroktsz6 végéig tobb sotét acélkék sav huzodik. A csikozottsag a farok alatti uszoéra is kiterjed. A
hatiszo6 alapszine sargasbarna, kék szegéllyel, mely kiviil fehéren szegélyezett. A kopoltyufedo kék,
fehér foltokkal tarkitott. A ndstény sokkal teltebb, szinei kevésbé élénkek. A him karcst, alapszine

aranysarga, csikjai sotétebbek. Testhossza atlagosan 4,5 cm. (HORN, 1983).
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Laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthato, kis testli csapathalak, melyek a viz,
illetve a taplalék mindségére kevéssé érzékenyek, helyigénylik kicsi. A halak 3-4 honap alatt
vallnak ivaréretté, a ndstényektdl akar hetente lehet viszonylag nagy mennyiségii ikrat nyerni. Az
embriok fejlodése konnyen nyomon kovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil. Az embridknak 24
oras korukra az 0sszes 1étfontossagu szerviik kifejlodik, 72 oraval a termékenyiilés utan kikelnek a
larvak, majd ezt kovetden 2-3 nap alatt elusznak és megkezdik 6nallé taplalkozasukat.

A kutatds szamara a magyar szarmazasi, az Egyesiilt Allamokban é16 Streisinger Gyorgy
fedezte fel ezt a fajt, mely ugyan nem rendelkezik olyan tulajdonsagokkal, ami egyediilallova tenné
a tobb tizezer ismert halfaj k6zott, mégis megkérddjelezhetetlen érdemeket szerzett ezeknek a
halaknak a tudomanyos ¢€letben.

Ma mar nem csak a fejlédésbioldgiaval fogalakozo6 tuddsok figyelme fordul e halfaj felé. A
biotechnologiai kutatdsoknak koszonhetden elkésziilt a zebradanid teljes genomjanak térképe
tovabba tobb ezer mutans vonal 1étezik a kiilonbdzd laborokban. A legtobb emldsokon végezhetd
manipulacids eljarast is adaptaltal rajuk, igy megnyilt az Gt szamos mas tudomanyteriilet elott is,
hogy kisérleteinek alanyaul ezt a halfajt valasszak. Az ¢él6 szervezetben lejatszodo folyamatok, az
oregedés, a rak, a vérképzOrendszeri, illetve a kiilonbozd szervi rendellenességek és betegségek
genetikai meghatarozottsagdnak értelmezése, vizsgéalata, ma mar részben a zebradanion végzett

vizsgalatoknak koszonhetd (CSENKIET AL., 2006).

4.6.3. A zebradanio, mint a toxikologiai vizsgalatok modellallata

A zebraddnid napjainkban az egyik legkedveltebb modellallat szdmos tudomanyteriileten. A
zebradanioval foglalkozo kutatok évente tobb konferenciat is tartanak, hetente jelennek meg cikkek
neves szaklapokban, melyekben az elvégzett kutatasok eredményeirdl tdjékoztatnak. Mig az 1990-
es években évente kevesebb, mint 100 publikécio 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 foglalkozo6 laboratorium épiil szerte a vilagon, és az ott zajlo
kutatasokra hatalmas 0sszegeket forditanak.

A fejlédésbiologiai vizsgalatokon kiviil egyre nagyobb figyelmet kapnak a kémiai
toxicitassal, a gyogyszerfejlesztéssel és emberi betegségekkel kapcsolatos kutatasok. Kiilonbozo
genetikai technikdkkal kiegészitve lehetdség nyilik hatékony, széles korben alkalmazhatod
’screening’ eljarasok kifejlesztésére. Ahhoz, hogy meg tudjuk becsiilni egy vegyi anyag toxicitasat,
sziikséges megallapitani a kiilonféle toxikologiai végpontokat és a dozis- valasz dsszefliggéseket,

megmagyarazni a toxicitds mechanizmusait, valamint leirni a vegyi anyag toxikodinamikajat.
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A zebradanié morfologiai, biokémiai és fizioldgiai jellemzdi az allat minden fejlodési
stadiumdban, mindkét nemben jol leirtak, ezért jo alanyai a toxikologiai kutatdsoknak. Mivel
ismerjiik, hogy a fent emlitett tulajdonsagcsoportok esetén mi szamit normalisnak, ezért objektiven
értékelhetéek a kemikalidknak vald kitettség hatasara esetlegesen kialakulo elvaltozasok (HILL ET

AL. 2005).

4.6.4. Zebradanio embrié modell a kornyezeti kockazatelemzésben

Az Eurdpai Uni6 tagédllamaiban, valamint mas, iparilag fejlett orszagokban sziikség van
megfelel6 mennyiségli adatra a kockazatbecsléssel kapcsolatban a kiilonb6zo peszticidek, biocidek
¢s gyogyszerek engedélyeztetéséhez. Az EU 1j, kemikalidkkal kapcsolatos politikdjanak fontos
része a REACH ( registration- regisztracio, evaluation- értékelés, authorisation- engedélyezés ),
ezen program keretein beliil a kemikalidkat meg kell vizsgalni, hogy megfelel6 mennyiségli adat
alljon rendelkezésre. Ezen feladat végrehajtasdhoz egyre tobb allatkisérlet sziikséges. Etikai
okokbdl egyre nagyobb a tarsadalmi igény ezen vizsgalatok helyettesitésére. Az ipar szintén
érdeklddik az alternativ tesztmddszerek irant, melyekkel id6 és koltség takarithaté meg.

Az eurdpai térvényhozas nagy figyelmet fordit a vizsgalatokra és egyéb tudomanyos célokra
hasznalt allatok védelmére, am az embriondlis fejlddési stadiumok felhaszndldsa nem szabalyozott
(ComMmissioN OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1986). Ezért is lehetnek jo alternativak az
embriokon folytatott vizsgalatok. Tovabba azért, mert az embrié modellek komplex, multicellularis
rendszerek, melyekben a megfigyelhetok a kiilonb6z6 szervek kozotti interakciok, valamint a
differencialodasi folyamatok (SCHOLZ ET AL. 2008).

A zebradanio felhasznalasa tobb okbol is elényos. Ilyenek példaul a gyors egyedfejlédes,
konnyli laboratériumi tartds, nagy szamu ivadék, atlatsz6 ikrahé) valamint a konnyl
manipulalhatsag. A testalak a termékenyiilés utan 24 6raval kialakul, az embriok pedig 2-3 nappal
a termékenyiilés utan kikelnek. A larvdk 5 nappal a termékenyiilés utan, a szik felszivodasat
kovetden elkezdenek kiils6 taplalékot felvenni. Ekkorra mar befejezddik a fobb szervek kialakulasa
(RUBINSTEIN 2003). Az erre a fajra kifejlesztett technikak tovabba atiiltethetok mas halfajokra is,
mint példaul medakara (Oryzias latipes), vagy az amerikaban népszer(i, a Pontyfélék csaladjaba

tartoz6 modellhalra, a fathead minnow-ra (Pimephales promelas).
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4.6.5. Bioszenzor zebradanié vonalak

A bioszenzor vonalakban a fluoreszcens riporter gének az érdeklédés kozéppontjaban allo
szovetben vagy szervben expresszalnak, ezaltal lehetévé teszik a szoveti elvaltozasok gyors, €s
egyes esetekben mar automatizalt detektalasat, természetesen ha a megfeleld technologiai feltételek
adottak. A toxikoldgiai vizsgalatokhoz is hasznosak, mert megfigyelhet6 rajtuk a szovetkarosodas,
az oxidativ stressz, az apoptozis. Mivel rendelkezésiinkre allnak olyan fluoreszcens fehérjék,
melyek kibocsatasi és elnyelddési spektruma nem fed at, ezért akér 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:insletl
(HIGASHIIIMA ET AL. 2000), melyekben megfigyelhetéek a neuronok, ezeken keresztiil pedig a
neurotoxicitas. A gfp:flil vonalon pedig a kardiovaszkularis fejlédési zavarok vizsgalhatok (BELLO
ET AL. 2004).

4.7. A transzgenikus allatok eléallitasanak torténete, szerepiik az
alapkutatasban

A genetikai kutatdsok egyik latvdnyosan fejlodd teriilete a klonozott gének bejuttatisa
kiilonbozé ¢16 szervezetekbe. Erdekes kutatdsok folynak a transzgenikus allatok témakdrében is.
Transzgenikusnak nevezziik tagabb értelemben azokat az organizmusokat, melyekbe idegen eredetii
gént juttattak. Sziikkebb értelemben olyan egyedeket nevezhetiink transzgenikusnak, melyek a
transzgént kromoszomaikba stabilan integralodott formaban hordozzdk és azt at is Orokitik
(MULLER 2005).

Az elsO transzgenikus allatot MUNRO (1968) hozta 1étre, kisérletében a recipienstdl eltérd
tulajdonsagokat hordozé egyed genomialis DNS-ét injektalta baromfi petefészkébe, s bar az
integralodast nem sikeriilt bizonyitania, az utddok tollszinében megjelent a donor gén hatasa.
Egerekben elsé alkalommal 1974-ben sikeriil transzgént bejuttatni, viralis vektorokat alkalmazé
modszerrel (JAENISCH& MINTZ 1974). A transzgének 6roklodésérdl két évvel késobb szamoltak be
(JAENICH 1976).

A leglatvanyosabb eredményt PALMITER ES MUNKATARSAI (1982) érték el. Kisérletiikben
rekombinans génkonstrukciot injektaltak egerek petesejtjeibe, mely beépiilt a genomba és kifejlett
egyedekben kifejez6dott. A bejuttatott plazmid az egér metallotionein génjének promoteréhez
kapcsolva a patkany ndvekedési hormonjanak génjét (GH) tartalmazta. A géntermék hatasara az
egerekben dramai novekedés volt megfigyelhetd.

A transzgenikus szerevezeteknek az alapkutatdsban is kiemelkedd szerep jut.

RUSCONI&SCHAFFNER (1981) karmosbékakon (Xenopus sp.) végzett kutatdsai nyoman olyan
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dolgokra deriilt fény, mint a bejuttatott DNS extrakromoszomalis fennmaradas és konkatamerekké
formalodasa. BENDING ES WILLIAMS (1983) igazoltak a bejuttatott DNS extrakromoszomalis
replikéaciojat, expresszidjat és véletlenszeri 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 fizioldgiaja, mig az 6roklodd betegségek génterapids gyogyitasa
funkcionalis allélbevitellel kivitelezhetdé, melyet szintén transzgenikus egerekben modelleznek

(MAHON ET AL. 1987; ROSSANT ET AL. 1993).

4.7.1. A transzgenikus halak eléallitasanak torténete

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

A halakon végzett transzgénikus és altaldban vett genetikai kutatasok tobbnyire az
kapcsolatos publikaciokban sorra jelent meg az egereknél bevalt mikroinjektalassal torténd
génbevitel alkalmazédsa. Sok fajnal nehéz kivitelezni ezt a technikat a vastag ikrahéj és a
pronukleusz nehézkes lathatova tétele miatt (FLETCHER& DAvVIS 1992). Ugyanakkor a biztonsaggal
és nagy szamban nyerhetd ivartermék, és a konnyen vizsgalhatdé ex utero embriogenezis elonyt
jelent a halakkal foglalkoz6 kutatok szamara. Az ikrak tovabba jol ellenallnak a mechanikai
hatasoknak, valamint a sok fajnal megfigyelheté ragadossag megkonnyiti a mikromanipulacio
kivitelezését. Ennél az allatcsoportnal szamos olyan manipulacios lehetdség megvalosithatd, mely
masoknal nem. Ilyen példaul az androgenezissel és gynogenezissel torténd homozigota diploidok,
valamint szexatforditdssal a monoszex allomanyok és steril triploidok eléallitasa (HORVATH&
ORBAN 1995).

Az elsé transzgenikus hal 1étrehozasa VIELKIND ES MUNKATARSATI (1982) nevéhez fizodik.
Teljes genomialis DNS izolatumot injektaltak elevensziilé fogasponty (Xiphophorus sp.) embridiba.
Zhu kinai kutatocsoportja 1985-ben elséként szamolt be arrdl, hogy termékenyitett aranyhal
(Carassius auratus) ikrakba human noévekedési hormon génjét juttattak mikroinjektalassal.
Vizsgalataik soran kideriil, hogy a gén ugyan kifejez6dott, de fennmaradasa episzomalis (tranziens)
volt (ZHU ET AL. 1985), azaz nem integralodott a kromoszoémakbam hanem 06nalld6 formaban
replikalodott és adodott tovabb az osztddas soran. Ugyanez a csoport hozott létre el6szor

ténylegesen transzgenikus halat. Egy csikféle (Misgurnus anguillicaudatus) termékenyitett ikraiba
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novekedési 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 allitottak 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 atmérdji iivegkapillarist, mig a masikba a petesejt megtamasztasara hasznalt
holder kapillarist helyeznek. Igy szlrjak 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 kdvetkeztében a halas kutatécsoportok
a megtermékenyitett petesejt citoplazmajaba injektalnak. Ez a moddszer nem feltétlenil jelent
hatranyt, mert FLETCHER& DAVIS (1992) tapasztalatai szerint a halak petéjének nukleaz aktivitasa
alacsonyabb az emldsokénél. Ezen eljards esetében néhany nanoliternyi, vagy néhany szaz
pikoliternyi DNS oldatot (plazmid DNS) juttatnak be a mikrokapillarison keresztiil.

Ha olyan transzgenikus vonal eldallitdsa a cél, melynek minden egyede minden sejtjében
hordozza a transzgént és tovabb is Orokiti azt, akkor az injektalast a termékenyiiléstl az elsd
osztodasig tartd idészakban kell elvégezni, kiillonben a DNS nagy valosziniiséggel mozaikosan fog
eloszlani (WESTERFIELD 1993). Tobb faj esetében az ikrat el6 kell késziteni az injektalashoz. A
lazacféléknél példaul a kemény, enzimatikusan nem oldhat6 ikrahéjat meg kell sérteni példaul egy
tl segitségével, az aranyhal esetében pedig tripszines emésztéssel kell eltavolitani azt. A mikropile
nyilasan keresztiil is kivitelezhetd az injektalas, ennek olyan fajoknal van jelentdsége, melyeknél a
pronukleuszok a termékenytilés utan a mikropile alatt helyezkednek el (BREM 1988). A kiilonb6z6
halfajokon alkalmazott stratégiak eredményessége nagyon valtozd, de mint a tudomany tobbi

teriilete, ez is dinamikusan fejlédik.

4.7.1.2. Egyéb modszerek a transzgének halakba torténé bejuttatasara

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

A spermiumok DNS k&td képességét kihasznalo mddszer is ilyen, melynek 1ényege, hogy a
spermiumokat a bevinni kivant plazmid oldatdban inkubaljak, ezutan termékenyitenek, s mivel a
halaknal nem csak az oOrokitGanyag, hanem az egész himivarsejt bejut a petesejtbe (GINZBURG

1972), ezért nagyobb az esély, hogy a hozza k&tédott transzgén is bejut.
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Az ivarsejtek eletroporacioja is egy lehetdség a transzgén bejuttatasara. Az eletroporacid
soran a sejteket nagy fesziiltségili, rovid , szubletalis elektromos impulzusnak tessziik ki, melynek
kovetkeztében a sejtmembran reverzibilisen atjarhatova vélik a makromolekuldk szaméra a 20-100
nm poérusokon keresztiil (POWERS ET AL. 1992). A feltételezések szerint az eletropdrusokon
keresztiil vandorolnak a makromolekuldk a sejtbe. Ezzel az eljarassal nem csak ivarsejteket, hanem
ikrakat is kezelni lehet, am az eljaras hatékonysaga nem tal jo (INOUE ET AL. 1990).

Egy masik eljaras a liposzomaval torténd génbevitel. A plazmamembranon keresztiili
anyagbevitel egyik alternativ modjaként kezdtek el foglalkozni a liposzomak eldallitasaval. A
liposzomak multi vagy unilamellaris mikroszkopikus vezikulumok, melyek vizoldhato anyagokat
képesek magukba zarni, majd endocitozissal atjuttatni a membranon. A liposzoémakba csomagolt
DNS védett a nukledzoktol, viszonylag egyszeriien eldallithatd, nem toxikus a sejtek szdmara.
Populacios génbeviteli mdodszerként is hasznalhatd, hiszen egyszerre nagy szamu sejtet lehet kezelni

egy liposzoma szuszpenzioval (FRALEY& PAPAHADIOPOULOS 1981).

4.8. Fluoreszcens fehérjék

A z06ld fluoreszcens proteint (GFP- green fluorescent protein) és valtozatait széles korben
alkalmazzak, mint molekularis eszkozt bioldgiai rendszerek vizsgalatdban. A GFP egy eredetileg
238 aminosavbol allo protein, melyet az Aequoria victoria medazafajbol izolaltak, és zold fényt
emittal, ha sotétkék fénnyel gerjesztjiik. Széles korben alkalmazzak a biokémidban, sejtbiologidban
¢és a molekolaris biologia teriiletén is (SHANER ET AL. 2007, STEPANENKO ET AL. 2008).

Miutan ezt a fehérjét felfedezték, létrehoztak néhany valtozatat, melyek szinspektruma a
kéktol a sargaig terjed. Ilyenek példaul a sarga fluoreszcens protein (YFP- yellow fluorescent
protein) és a cian fluoreszcens protein (CFP- cyan fluorescent protein) (STEPANENKO ET AL. 2008).

A GFP piros valtozatat is kifejlesztették, melyr6l kideriilt, hogy homolog a Discosoma sp.
anemonaban talalhato fluoreszcens proteinnel, mely a narancs-vords régioban emittal. Néhany
valtozatat megalkottdk ennek a fehérjének is, melyeknek fluoreszcens spektruma a sarga és a

narancs, valamint a narancs és a voros kozott van (DAVIDSON & CAMPBELL 2009).
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A legfontosabb fluoreszcens fehérjék emisszios €s excitacids jellemzoinek Osszefoglald

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

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

BFP (kék) 383 445 monomer

CFP (cidn) 435 476 monomer

GFP (zdld) 396 308 mMonomer

YFP (sarga) 514 527 monomer

DsEed (piros), 558 583 tetramer

DsRed varidansok 548-393 359-635 dimer

(piros) vagy menomer

1. sz. tablazat: Néhany fluoreszcens fehérje jellemzoi

4.9. A polimeraz lancreakcio

A tudomanytoténet szerint a polimeraz lancreakcié (PCR: polymerease chain reaction) elve
1983- ban sziiletett meg Kary Banks Mullis fejében. Ezt egy gyakorlati eredmény bemutatasan
keresztiil tették kozz¢ 1985-ben a Science cimii tudomanyos folyoiratban (SAIKI ET AL. 1985). Ett6l
kezdve egy 1j, egyszerll elven alapulo, zsenidlis technikdval gyarapodott a molekuldris biologia
eszkoztdra. A moddszer lehetdséget nyujt arra, hogy kimutathatdé mennyiségiire ndveljék a
vizsgalandé DNS fragment mennyiségét. A reakcio egyik kulcsa, a Tag- polimerdz enzim, amely
1989-ben elnyerte a Science magazin ,,Ev molekulaja” cimét, valamint a modszer jelentésége miatt
Mullis 1993-ban kémiai Nobel-dijat kapott (DEZSO&NAGY, 2005).

A modszer tehat egészen egyszerl elven alapszik. Ezzel az in vitro technikaval enzimatikus
uton lehet DNS szakaszokat felsokszorozni, két, az amplifikalandd szakaszt kozrefogo, specifikus
szekvenciaju oligonukleotid (primer) felhasznalasaval. Ezek segitségével a DNS fiiggé DNS
polimerazok képesek lemésolni az eredeti DNS-szalat, majd ismételt miikodésiik kovetkeztében az
adott szakasz hatvanyozottan felsokszorozodik. A reakcid lezajlasahoz sziikség van az ugynevezett
templatra, amely lehet biologiai mintabol izolalt DNS, vagy RNS-r6l reverz transzkripcioval atirt
cDNS, primer parra (12-30 nukleotid hossz szakaszok), dNTP keverékre, amely egyenld
mennyiségben tartalmazza a DNS lanc épitékoveit, Taq-polimerazra, pufferre, amely biztositja a
Tag-polimeraz mikodéséhez sziikséges pH-t, ionerdsséget €s sokoncentraciot, sziikséges tovabba

MgCl;, amely a Tag- polimeraz miikodéséhez elengedhetetlen kofaktor (SAIKI ET AL. 1985).
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A PCR reakcio egy ciklusa harom lepésbol all (DEZSO&NAGY, 2005 alapjan):

Hédenaturacid: a DNS szalainak szétvalasztasa 15-60 masodpercig tartd 94-97 °C-ra torténd

felmelegitéssel (1.sz. abra)

/VOGOOOODODEY
Irmnnmmnh %meﬂ?‘nmnm

L g Mg g g g 2

1.sz. abra: A DNS hddenaturacioja

Primer hibridiz4cio: a reakcidelegy 50-70 °C-ra valo lehiitése, amely 30-60 masodpercig tart.

Az annelalas hémérséklete fligg a primerek olvadasi hdmérsékletétdl, ezért minden esetben

optimalizalni kell (2.sz. abra).

Wﬁmﬂmmmrmnmmmmm‘n"m
% 3J_luj_ulJ.l.LlLLs'
"“MWMMW%

2.sz. dbra: A primerek hibridizacioja

A DNS-szal szintézise (extenzid): ez a 1épés a Taq-polimeraz optimalis miikodési

hémérsékletén, azaz 72 °C-on megy végbe. Ekkor torténik az elegyben 1évé
dezoxiribonukleozid trifoszfatok (dANTP) polimerizécidja. A primerek elongacidja 5°-3’

iranyban folyik, a PCR termék méretétdl fiiggden 1-3 percig (3.sz. abra).

5'FrmﬂmﬂTrrﬂT‘ﬂTﬂTﬂ‘ﬂTTﬂﬁmrm‘nﬂ'ﬂﬂmﬁm‘I—ﬂ‘m
NI -7 muuum LLLLLLLU.I_IJ.I.LS'

~ ~ N
| - ~ l \\ P I AY _ / T
1 - \
ke PN

| | 5

3.sz. abra: A DNS- szal szintézise

A fent leirt 1épések utan kapott reakcidtermék méretét ellendrizni kell. Erre alkalmazhat6 az

agar6z vagy akrilamid gélelektroforézis. A fragmentumok gélben torténd megfigyelésére
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leggyakrabban alkalmazott vegyiilet az etidium- bromid, amely a molekuldba interkalalédik ¢s UV-
fény hatasara narancssargan fluoreszkal. Az eredmény kiértékeléséhez elengedhetetleniil fontos a
kereskedelemben kaphaté molekulastily- markerek alkalmazisa. 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 feherjet

(vitellogenin gén) kOdOlO
plazmid
vitellogenin kodolo régio
PCR
Vitellogenin Fluorescens

promoter ) feherje
e I 25 att | | -2

$

a Vitellogenin Fluorescens fehérje
\ / promoter f
el % N 7 N ¢

Tol2 Gateway

Tol2 Gateway

4. sz. abra: A Gateway klonozas sematikus abraja
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A molekularis biologiai technikdk alkalmazéasa sordn szamos esetben sziikség van a DNS
szakaszok vektorokba torténd bejuttatdsara, klonozasara. Az altalanos klonozasi technikdk sok
1épésbol allnak, kivaltképp a hagyomanyos restrikcios enzimek felhasznalasaval torténd klonozas.
Ezekkel a technikdkkal limitalt a klonozés sikeressége. Példaul néhany restrikcidos enzim nem
hasznalhat6, mert belehasit a szamunkra érdekes szekvenciaba. A nagyobb fragmentek vektorba
juttatasa pedig csak kis hatékonysaggal valosithatdo meg és rendkiviil id6igényes lehet. Sok esetben
arra is sziikség van, hogy az adott szakasz megfeleld irdnyban épiiljon be a vektorba, amelynek
megoldasa a hagyomanyos technikdkkal szintén egy nehezebb feladat.

Ezzel ellentétben a Gateway, rekombinacion alapuld klonozasi technoldgia kikiiszoboli
ezeket a korlatozo tényezdket. A technoldgia egy egyoras, 99%-os hatékonysdgu reverzibilis
rekombindacids reakciot hasznal.

A mobdszerhez egy jol leirt lamdba bakteriofag helyspecifikus rekombindcids moddszert
valasztottak. Az E. coli baktériumban talalhato egy rovid 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 megfelel6jébol ’phage’ ered). Az infekcid utan a fag DNS-e
rekombinalddik a baktérium megfelel6 DNS szakaszaval. A rekombinacio csak az egymasnak
megfeleld attB és attP helyek kozott megy végbe, azaz helyspecifikus. Az integraci6é utan a fag
kromoszéma attl. és attR szakaszokkal lesz szomszédos, melyek az attB ¢és attP DNS
szekvenciaibol jonnek 1étre. Az attL és attR kozott végbemend reverz reakcid eredményeként a fag
DNS kivagodik, és visszakapjuk az eredeti attB és attP szekvenciakat ( 4. sz. abra).

A Gateway klonozo rendszerben vektorként plazmidokat hasznalnak, melyek olyan
szekvencidkat tartlamaznak, amelyek helyspecifikus rekombinaciot tesznek lehetové, tehat
tartalmazzak a rekombinacidhoz sziikséges att (attachment site) szakaszokat. A kivant fragment
bejuttatasa két 1épésben, in vitro rekombinacio segitségével torténik. Az elsé 1épésben (BP reakcid)
a bejuttatandd szakasz végein taldlhatd két kiilonbozd szekvencidju attB szakasz rekombinalodik
egy plazmidon taldlhato, megfeleld attP helyekkel. Ennek soran a B és P helyekbdl L jon létre,
amely segitségével masodik 1épésben (LR klonozas) a fragment bejuttathatd a végsé plazmid

vektorba, amely a megfeleld R szakaszokat hordozza. (INTERNETL).

4.11. Tol2- transzpozon

A Tol2 elem egy autondom transzpozon, amely tokéletesen funkcionald transzpozazt kodol.
A transzpozéaz fehérje képes katalizdlni egy transzpozon konstrukci6 atvitelét. A szekcvenciak
végén az athelyezddéshez nélkiilozhetetlen forditott ismétlédések (inverted repeat) ¢és
szubtermindlis szakaszok talalhatok. Nagy méretii, akar 11 kilobazis nagysagu DNS inszertek is
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klonozhatok ezek kozott a szekvenciak kozott, az atvitel mértékének csokkenése nélkiil. Ugy tiinik,
hogy a Tol2 transzpozon rendszer minden gerinces sejtben aktiv, az eddig vizsgalt fajokban
(zebradanid, karmosbéka, tyuk, egér, ember) kapott eredmények alapjan. (KAWAKAMI, 2007)

A Tol2 clemet el6szor egy kis méretli, édesvizi hal, a medaka (Oryzias latipes) genomjabol
azonositottak japan kutatok. Megallapitottak tovabba, hogy a Tol2 szekvenciaja hasonldo a hAT
csaladba tartoz6 hobo,Ac és Tam3 transzpozonokhoz (KOGA ET AL. 1996).A gerincesek genomjaban
talalhatoak még olyan szekvencidk, melyek kapcsolatban vannak a DNS transzpozonokkal.
Olyanok is vannak koztiik, amik szintén hasonldak a hAT csalad transzpozonjaihoz, am ezek nem
mutatkoztak aktivnak, mig a Tol2 igen (KAWAKAMIET AL. 1998).

Az 6nall6 miikodésre képes Tol2 elem koriilbeliil 4,7 kilobazis hosszisagu és tartalmaz egy
transzpozaz fehérjét kodold gént, amely harom exonbol all. A transzpozéz fehérje tokéletesen
nem képes Tol2 elemek gy jonnek létre, hogy a transzpozazt kodold szakasz valamilyen sériilést
szenved. A Tol2 egy kopiaban épiil be, egy egyszerii, hasitas és beillesztés mechanizmussal. Nem
okoz atrendezddést vagy modosulast a beépiilés helyén, kivéve egy nyolc bazisparos duplikaciot.
Ennek kdvetkeztében nyolc bazisparos ismétlédések mindig megfigyelheték a beépiilt Tol2 elemek
mellett (KAWAKAMI ET AL. 2000).

4.12. A Tol2 transzpozont felhasznal6 Gateway klonozas menete

A Gateway klonozas egy helyspecifikus rekombinécion alapuld technika, melynek Iényege,
hogy DNS szakaszokat cseréliink ki egymadssal, hogy ezaltal hozzuk létre a kivant génkonstrukciot.

Els6 1épésben a beépiteni kivant szakaszt PCR reakcioval felsokszorozzuk. Fontos, hogy a
primereket ugy kell megtervezni, hogy attachment site-ok is keriiljenek a fragmet végére, amik
lehetové teszik a helyspecifikus rekombinacidt. Az igy felsokszorozott szakasz végére keriilnek
tehat az attBl és attB2 szekvencidk, mig a plazmidban az ezeknek megfeleld attP1 és attP2
szekvencidk talalhatoak. BP klonaz ezim segitségével ez a két szakasz rekombinalodik. Ennek
kovetkeztében az attP1 és attP2 kozotti szakasz kicserélddik a kordbban felsokszorozott, beépiteni
kivant attB1 és attB2 kozotti szakaszra. Ennek a reakcionak az eredményeképpen az attB és attP
végek rekombindcigjaval attl végek jonnek létre a fragment két végén. Ezeknek az L végeknek
megfeleld szakaszok pedig a Tol2 végeket is tartalmazo plazmidon vannak, melyben az egész
konstrukciot 1étre kivanjuk hozni. Ezeket a szakaszokat attR-nek nevezziik. Az attL szakaszok
ezekkel rekombinalddnak, s igy juttathatdo be a Tol2 karokat tartalmaz6 plazmidba a konstrukcio

adott eleme. A reakcidt az LR klonaz enzim katalizalja.
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A modszerrel létrehozott konstrukciok segitségével nagy hatékonysaggal (50-70%)

hozhatok 1étre transzgenikus vonalak.

4.13. A vitellogenezis folyamata és a vitellogenin

A ovipar gerincesek esetében a szik kritikus eleme az embridfejlédésnek, mivel a
tapanyagokban rendkiviil gazdag, mint példdul aminosavakban, foszfatokban, szénhidratokban,
lipidekben, ¢és vitaminokban. Korabbi kutatdsok megallapitottdk, hogy a szik felépitésében foként
két fehérjecsoport vesz részt, a foszfovitin és a lipovitellin. Mindkét fehérje csoport altalanos
prekurzor fehérjéktdl szarmazik, melyeket vitellogenineknek neveznek. Ezeket egy multigén csalad
kodolja az Gsszes eddig vizsgalt ovipar gerincesben. A k6zonséges karmosbékaban /Xenopus laevis/
négy, még a Caenorhabditis elegans fonalféregben hat vitellogenin gént fedeztek fel. A halak
esetében a leirt vitellogenin gének szdma fajonként igen valtozatos képet mutat, a szivarvanyos
pisztranban /Oncorhynchus mykiss/ példaul tobb mint huszat irtak le. (WANG ET AL. 2005)

A vitellogenezis az a folyamat, melynek soran vitellogenin szintetizdlodik a majban, majd
felveszik a ndvekedd oocytak, ahol a késébbiekben fejlodé embridk tartalékaul szolgal. A folyamat
a vitellogenin gének expresszidjaval kezdddik, melyek felelések a vitellogenin szintézisért. Ezen
gének mitkodését, sok mas génhez hasonloan tobb hormon befolyasolja. Legfoképp az dsztrogének,
azok koziil is a 17B-0sztradiol jatszik fontos szerepet, mely gonadotrop hormonok hatasara a
petefészek sejtjeiben termelddik (WALLACE, 1985). A plazma vitellogenin koncentracidja
egyenletesen novekszik az ikrds halak szexudlis 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 méretii, szikkel telt oocytakat tartalmazo petefészek,
amely akar testtomegilik 25%-at is kiteheti. A plazmaban 1évd vitellogenin mennyisége akar a
milliészorosara is emelkedhet az ivasi id0szakra a lazacfélék ikras egyedeinek esetében. Nagyon tag
tehat az a tartomany, amiben a ndivard halak vérének vitellogenin tartalma valtozhat
(SUMPTER&JOBLING 1995). Ezzel szemben a tejesekb6l nem mutathatd ki, mert a vériikben 1évo
minimalis 0sztrogén mennyiség til alacsony ahhoz, hogy a méajban vitellogenin termelddjon
(COPELAND ET AL. 1986). A vitellogenin gének tehat normal esetben csendesek, am indukalhatoak,
a him ivaru halak 6sztrogénnel torténd kezelésével. Mind a természetes, mind pedig a szintetikus
Osztrogének hatasara 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
vizben jelenlévd 0Osztrogénekre. Az emelkedett, normalistol eltéré plazma-vitellogenin szint

Osztrogén hatast anyag jelenlétére utalhat (HUTCHINSON & PICKFORD, 2002).
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4.14. Vitellogenin gének zebradanioban

A zebradanidban hét vitellogenin gén talalhato (vtg 1-7), melyek elsGsorban a ndivara
egyedek majaban expresszalnak. Gyenge kifejez0dés tapasztalhatdé a vtgl és vig2 esetében a
petefészekben. Erdekes tehat, hogy ezek a gének nem csak a majban, hanem Kkiilsnb6zd
extrahepatikus szervekben is expresszalnak, példaul, mint mar emlitettiik ikras egyedek esetében a
petefészekben, valamint a belsé szervekben is. Tejesek esetében indukcid hatdsara a majon kiviil a
belsd szervekben, a herékben és az izomszdvetben. Adipocitakbol is kimutathatok a vtg gének
MRNS-e, amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy van vitellogenin termeld funkcidja a zsirszovetnek
az ovipar gerincesek esetében. A zebradanido hét vitellogenin génjének vizsgalata utan
megallapitottak, hogy a legerGsebben a vtg-1 expresszal (WANG ET AL., 2005). A vigl gén ezen

tulajdonsaga miatt valasztottuk ezt a konstrukcié kialakitasahoz.
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5. Anyag és modszer

5.1. DNS-tisztitas

5 vad tipusi (AB) vonalbdl szarmazd egyedtdl farokuszd mintat vettiink, majd fenol-

kloroformos mddszerrel izolaltuk a genomi DNS-t.

1. A farokusz6 mintakat Proteinaz 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.

2. Az emésztett mintdkhoz 500-500 pl fenolt mértiink. Alaposan 0Osszerdztuk, majd
szobahOmérsékleten 2 percig allni hagytuk.

3. A csoveket 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig centrifugaltuk,
majd a feliiluszot 1) csObe atpipettaztuk.

4, A feliilaszéhoz 500-500 ul kloroformot mértiink. Osszerdztuk, majd 2 percig
szobahdmérsékleten allni hagytuk.

5. A mintdkat 4 °C-on, maximalis fordulatszamon (15000 rpm), 15 percig centrifugaltuk,
majd a feliiluszot ) csObe atpipettaztuk.

6. A feliiliszohoz 700 pl jéghideg, tomény izopropanolt mértiink. Alapos Osszeradzas utan a
DNS-t -20 °C-on térténd overnight inkubél4s soran kicsaptuk.

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

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

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

10. A DNS-r6l az alkoholt lampa alatt elparologtattuk, majd 40 pl DNaz mentes vizben
feloldottuk.

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

5.2. DNS koncentracio és tisztasag meghatarozasa

crcr

abszorbancia hdnyadosa) nano-fotométerrel (Implen) hatdroztuk meg.
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5.3. Primertervezés

Els6 Iépésben a szabadon hozzaférhetd Oligo Explorer szoftver segitségével megterveztiik a
vitellogenin promoétert és a fluoreszcens fehérjét (ECFP) kodold génszakaszt felsokszorozo

primerparokat gy, hogy azok 5 végei hordozzdk a rekombindcids lépésekhez sziikséges

szekvenciakat (2.sz. tablazat).

primer neve primer szekvenciaja

Vig 1-attB3 F1 5’ GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTCACTGCCCAAATAAAATTCAACG 3

vtg 1-attB3 F2 5 GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTTTTATCTTTCCCATGATGACAGCA 3

vig 1 attB5S 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 jeldlve a rekombinacidhoz sziikséges att

szakaszok)

A vitellogenin-1 gén promoter régidjahoz az Ensembl adatbazisbol kikerestiik a zebradanio
vitellogenin-1 gént kodold szakaszt, majd a primerpart elészOr a transzkripcios start helyet
megeléz6 4082 bp hosszusagu, majd egy 3357 bp hosszisagl, a feltételezett promoter régiot
magaba foglalo szakaszra terveztiik. A fluoreszcens fehérjét a kodold pUT ECFP plazmidrol (5.sz.
abra) terveztiik felsokszorozni. Fontos kritérium volt, hogy a felsokszorozandé szakasz poliA régiot

is tartalmazzon, hogy a konstrukciorol érett mRNS, majd fehérje tudjon képzddni.

Alf1
BmgBI - 4020

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

- 4101

Styl - 86
BseRI - 118

Pfol - 368

Fall - 597

BsxGI - 797

Xbal - 808

<== T7-981079 - 815
SnaBI - 833

- 971

- 980

- 1046

- 1047

- 1048

/ - 1050

j// BfxrBI - 1055

// BstXI - 1057
NsiI - 1057
PspOMI - 1060
Apal - 1064

<== T3 - 1082
BssHII - 1103
<== M13-RP - 1122

pUT:ECFP

4139 bp

sapI - 1348

Pcil - 1464

AlwNI - 1880

5.8z.. abra: A pUT-ECFP plazmid térképe
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5.4. PCR reakciok

5.4.1. A prométer régio felsokszorozasa

A kitisztitott zebradanidé genomi DNS-bdl az aldbbi osszetétel és PCR-profil alkalmazasaval
felsokszoroztuk a promoter régiot. Mivel a felsokszorozando6 szakasz hosszi és a PCR reakcio soran
kapott fragmentben nem lehet baziseltérés, proofreading aktivitassal rendelkez6 Pfu enzimet
(Fermentas) hasznaltunk. A 10x puffer osszetétele: 500 mM KCl1, 100 mM TrisHCI, 1% Triton x
100. A PCR reakcidk optimalizaldsa soran négy féle Osszetételi PCR reakcidt vizsgaltunk,
termékként a 4082 bp hosszsagu promoter régiot vartuk. Ezen reakciok 6sszetételeit mutatja 3., 4.,
5. és 6. sz. tablazat.

Mivel a hosszabb fragment til nagynak bizonyult a plazmidba vald beépitéshez, ezért egy
rovidebb 3357 bp hosszusagu szakaszra is 0sszeraktunk egy PCR reakciot, ennek az dsszetételét irja
lea7. sz. tablazat.

A reakcidkat 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. Reakci6 2.

10x puffer MgSO, 2,50 pl 10x puffer MgSO,4 2,50 pl
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 pl Taq (Fermentas) 1,00 pl
Végtérfogat 25,00 pl Végtérfogat 25,00 pl

3.sz. tablazat: Elsé PCR variacio 4.s7. tablazat: Méasodik PCR variacio
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Reakcio 3. Reakcio 4.

10x puffer 2,50 ul 10x puffer 2,50 ul
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
MgSO, 100 nM MgSO, 100 nM
DNS 1,00 pg DNS 1,00 pg
Pfu (Fermentas) 0,50 ul Pfu (Fermentas) 0,50 ul
Végtérfogat 25,00 ul Végtérfogat 25,00 ul

5.sz. tablazat: Harmadik PCR variacio 6.sz. tablazat: Negyedik PCR variacid

Reakcio a 3357 bp

hosszusagu szakaszra

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

7.sz. tablazat: PCR Osszetétel a 3357 bp hosszlsagu fragmentre
5.4.2. Az ECFP-t kodolo szakasz felsokszorozasa
A felhasznalt pUT ECFP plazmid szekvenciaja alapjan megterveztik a sziikséges
primereket, ugy, hogy a felsokszorozand6 szakasz poliA régiot is tartalmazzon, azért, hogy igy a

konstrukciorol érett mRNS, majd fehérje tudjon képzddni. A felsokszorozast az alabbi dsszetétellel

(8.sz. tdblazat) 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 ug
Taq (Fermentas) 1,00 pl
Végtérfogat 25,00 pl

8.sz. tablazat: PCR 0sszetétel 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 konstrukcié 1étrehozésa soran kitisztitott plazmidokat és a
restrikcios emésztések eredményét 1,5 %-os agardz gélben ellendriztiik. Molekulastily markerként

Fermentas GeneRuler Ladder Mix-et hasznaltunk (6.5z. abra).

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
bpng0Spg %
10000 180 36
[ 00 180 38
jon
/ 4000 180 38
/ 2500 180 36
7 3000 600 120
7800 160 32
? 200 160 32
1 2k
g 7/ 1000 600 120
T /900 170 34
P 2800 170 34
8 2700 {70 34
g ~ %0 600 120
2 — 400 200 40
o 200 200 40
L — 200 200 40
3 — 100 200 40
Z
s
0.5 pg/lane, & cm kength gel,
1XTAE, 7 Viem, 45 min

6.sz. abra: A GeneRuler DNS referencia 1étra képe

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

GeneSnap program segitségével rogzitettiik.
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5.6. Fragment tisztitas agaréz gélbél

A PCR reakciok soran kapott termékeket a klonozas el6tt fragmenttisztito kit (NucleoSpin,

crer

a fent leirt modon ellendriztik.

5.7. Klonozas

A klonozasok soran a PCR reakciok rekombinacios helyeket is hordozé termékeit juttattuk
helyspecifikus rekombinacioval a megfeleld plazmidokba (BP klonozés), majd ezeket a
plazmidokat egy Tol2 karokat tartalmaz6 plazmiddal rekombinaltatva hoztuk Iétre a konstrukciot
(LR klonozas) (4.sz. abra).

5.7.1. BP klénozas
A BP kldnozas soran a kiilonbozd attB rekombindcios szekvencidkkal rendelkezé PCR

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

326 Acyl (1)
499 Hpal (1)

3578 Pwul (1) 1048 Xmnl (1)
3577 Sgfl (1) { || 1163 Pstl (1)
3489 EcoNI (1)
3236 Nrul (1) i (1)
rfl (1
mal (1)
mal (1)
2997 EcoRV ( 1)

Gateway Recomb2 2903...2397\| | | 1873 Scal (1)
1987 Ncol (1)
1987 Styl (1)
2597 BsaAl (1)
2288 EcoRl (1)
2292 Acclll (1)

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

plazmid térképe
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8.5z. abra A vitellogenin promoter régié befogadasara alkalmas attP3 és attP5 rekombinacids helyeket hordozé plazmid

térképe

A helyspecifikus rekombinaciot a BP klondz enzim katalizélja. A klonozashoz 20 fmol
plazmidra és 10 fmol PCR termékre van sziikség. A DNS-ek méretei alapjan az alabbi képlet

segitségével kiszamithat6 a bemérendd fragmentek és plazmidok mennyisége (9. sz. tablazat):

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

fragment/ plazmid | koncentriciéja| bemérendé mennyiség .
mérete (bp) reakcio
neve (ng/pl) (ng) (uh)
vitg-1 promoter-
B3B5 (nagyobb) 4082 28,5 26,94 0,94
vtg-1 prométer- A
B3B5 (Kisebb) 3357 45 22,16 2,03
pDONR221-P3P5 4774 109 63 0,57
ECFP-B1B2 1086 66 37 0,56 -
pDONR221-P1P2 4762 45,5 150 3,30

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

Mindkét reakcio esetén az elegyhez 2 ul BP Clonase (Invitrogen) enzimet adtunk és TE pufferrel (
10 mM TRIS HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) 10 ul-re egészitettiik ki. A reakciokat 25 °C-on inkubaltuk

egy ¢jszakan at.

32



5.7.2. LR klonozas

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

tartalmazé plazmiddal rekombinaltattuk (9.5z. abra), igy hozva létre a konstrukciot.

16 BseRI(1)
Venus 1..720
Gateway Recomb2 8907...8901 733B gl (1)
attB2 8914...889 1009 Xcml (1)

ccdB 8538..8747 | ||5|u Tth1111(1)
8104 Miul (1) | |1201 Balll {
CmR 7444..8100 |
Gateway recomb1 7219..7225 II |
anB1 7212. 7232- i |,
7196 Stul (1 (P S
Gateway Recomb5 7130.. 7124 ¢ TVETTER
attB5 7137..7117, J
attR5 7137.. 5931&
6851 PMI (1)} pSP1.72BSSPE-
6824 BsaAl 1)\ R3-R5-RFA-Venus
Tol2LR
_', - 8928 bp
CmR 6733..6077 \ L/* " ColE1 origin 2915..2233

- [
ccdB 5636...5427 13303 Fspl (1

) AmpR 35?2 3013
attR3 4872..5028 | - 3450 Pl (1
4253 Ndel (1)

4732 E;tAFl I|
4722 EcoNI (1)
Tol2-R 4295..4830

4524 Nsil (1)

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 hordozd plazmidok kozott (10.sz. tablazat). A bemérendd

mennyiség kiszamitasat az alabbi képlet segitségével végeztiik:

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

plazmid neve mérete (bp) koncentracigja| bemérendd mennyiség
(ng/ul) (ng) (ph
Tol2 LR 8928 114 117,84 0,97
pDONR221-vtgl-L3L5 5947 415 39,25 0,94
pDONR221-ECFP-L1L2 3659 155 21,954 0,14

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

Mivel a pDONR221-ECFP-L1L2 plazmidbél bemérendé mennyiség igen kicsi, ezért az a
plazmidot tizszeresére higitottuk, majd a reakcioba 0,7 pl-t mértiink.

Az elegyhez még hozzaadunk 1 pl LR Clonase II. enzim mixet (Invitrogen), valamint TE
Pufferrel (pH= 8 ) 5 ul-re egészitettiik ki. A reakciot 25 °C-on, 16 6ran 4t inkubaltuk.
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5.8. Transzformalas baktériumba

A klonozas utan az eldallitott plazmidokat hdsokk transzformécioval XL10 GOLD
Escherichia coli kompetens sejtekbe jutattuk.

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

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

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

4. A keverékhez 500 ul folyékony LB tapoldatot ( 10 g/l tripton, 5 g/l élesztékivonat, 10g/1
NaCl) mértiink, majd a cséveket 90 percre 37 °C-on miikddé razotermosztatba tettiik.

5. Az inkubaciés id6 leteltével a baktérium szuszpenziot a plazmidnak megfeleld

antibiotikumot tartalmazoé agaros (1%) LB taptalajra szélesztettiik (11.5z. tablazat).

plazmid neve antibiotikum

Tol2-vtgl-ECFP Ampicillin
pDONR221-vtgl-L3L5 | Kanamycin
pDONR221-ECFP-L1L2 | Kanamycin

11.sz. tablazat: A felhasznalt plazmidok antibiotikum rezisztencija

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

5.9. Plazmid tisztitas

A klonozasi lépéseket kovetden a plazmidokat plazmidtisztitd kit segitségével izolaltuk

(Geneaid) a gyarto eldirdsai szerint.
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5.10. Restrikcios emésztés

A BP klonozés utan a plazmidok szekvencidjat, azaz a kivant fragmentek beépiilését
restrikcids emésztéssel ellendriztiik.

A vitellogenin promotert hordozo plazmid esetén Pstl és Xbal enzimet (Fermentas), az
ECFP-t hordoz6 plazmid esetén Rsal enzimet (Fermentas) hasznaltunk. A reakciokat 10 ul

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

Osszetevé neve | Bemérend6é mennyiség (nl)
Puffer 2

Pstl enzim 1,5

Xbal enzim 15

plazmid 5

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

Osszetevé neve | Bemérendé mennyiség (ul)
Puffer 2

Pstl enzim 15

plazmid 5

13.sz. tablazat: A Pstl emésztési reakcid Osszetétele

Oszzetevo neve | Bemérendé mennyiség (ul)

10x Yellow Tango

puffer 14
Rsal enzim 0,6
plazmid 12

14 .sz. tablazat: Az Rsal emésztési reakcid Osszetétele

A reakciokatt 37 °C-n, 1 6réan at inkubaltuk, majd agaréz gélelektroforézissel ellndriztiik.
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6. Eredmények

A dolgozatban az Anyag ¢és moddszer valamint az Eredmények cimi fejezet szorosan
Osszetartozik és atfed, mivel az elsddleges cél a konstrukcid 1étrehozasa volt.

Munkank soran célunk egy olyan génkonstrukcio létrehozasa volt, amelyben a fluoreszcens
riporter fehérje kifejezOdése egy Osztrogén hatast anyagokkal indukalhaté molekularis kapcsolo
iranyitasa alatt all. A konstrukcié mikroinjektalasaval igy olyan transzgenikus zebradanié vonal
kialakitasara nyilik lehetdség, amely -megfeleld érzékenység esetén- képes lesz Osztrogén hatast
anyagok jelenlétét kimutatni a kornyezetben.

A konstrukcid létrehozasahoz a majban 6sztrogén hatasara kifejez6dé vitellogenin-1 gén
promoter régidjat, valamint riporterként egy kék szinii fluoreszcens fehérjét, az ECFP-t (Enhanced
Cyan Fluorescent Protein) valasztottuk. Ezért a létrehozand6 transzgenikus vonal amellett, hogy
bioszenzor vonalként miikodhet, alkalmas lehet a szennyezOanyagok majra kifejtett karos
hatasainak kimutatasara is in vivo, az allatok felaldozasa nélkiil. Mivel az ivarérett néstényekben
normal koriilmények kozott az endogén Osztrogén hatdsara is miikodésbe 1€p a fluoreszcens jel, a
nbivara egyedeken olyan anyagok majkarosité hatasai is jol felmérhetoek, amelyek Osztrogén
hatassal nem rendelkeznek.

A konstrukcid létrehozdsdhoz a Gateway klonozasi technikat hivtuk segitségiil, és a
hagyomanyos plazmid alapu génkonstrukciok helyett a transzgenikus vonalak Iétrehozasa

szempontjabol joval nagyobb hatékonysagl Tol2 transzpozont hasznaltuk.

6.1. Primerek tervezése

Az elsé feladat a konstrukcioba beépitendd szakaszok felsokszorozasdhoz sziikséges
primerek megtervezése volt.

Az €16 szervezetekben zajld bonyolult molekularis folyamatok és szabalyozasi lehetdségek
miatt igazdn hatékony, promoéter azonositasra szolgald szoftver jelenleg nem ismeretes. Ezért a
szabadon elérhetd6 Ensembl adatbdzisbol kikerestiik a vitellogenin-1 gént kddold szakaszt, €s a
transzkripcios start helyet megel6z6 néhanyezer bazisparnyi szakaszt vettiik alapul. Ez a szakasz
feltételezhetden magéaban foglalja a promoter régidt és a gént megeldzd upstream szabalyozé régiok
nagyrészet.

Az els6 primer part egy 4082 bp hosszlisagu szakaszra terveztiik (vtg 1- attB3 F1, vtg 1-
attBS R) azonban a fragment hosszlisiga miatt azt nem sikerlilt plazmidba klonozni. A

kutatocsoport elozetes eredményei alapjan megfelelé szamt ERE (Estrogen Responsive Element)
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helyet tartalmazott egy révidebb, 3357 bp hosszusagh szakasz is (10. sz. abra). A primer par
forward tagjat ujra terveztiik, hogy ezt a szakaszt tudjuk felsokszorozni (vtg 1-attB3 F2).

ERE/2_bm (393)
ERE/2_b (931)

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

L 1

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 lehetévé teszi a fragmentek irdnyitott, helyspecifikus
klénozéasat, amelyhez specidlis, egymadstol kismértékben eltérd rekombinéacids szekvenciak
szlikségesek. Ezért a primereket ugy terveztiik meg, hogy azok 5° végei hordozzak a megfeleld
helyre €s iranyban torténd beépiiléshez sziikséges attB3 és attB5 szekvencidkat (11.sz. dbra).

vig1 promater

attp3
vtgi attB3 F1
attB3
»
vig1 attB3 F2
Jue
vig1 attB5 R
&4
attB5
#

-,.-,.-,.i

4219

i A
1 807

11.sz. abra: Az attB ¢és attR szakaszokat tartalmazo6 primerek sematikus abraja

A fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt a hordozd6 pUT ECFP plazmidrdl terveztiik
felsokszorozni. A primertervezés soran a rekombinacidhoz sziikséges szekvencidk (attB1 és attB2)
mellett fontos szempont volt, hogy a létrehozott fragment az mRNS éréséhez nélkiilozhetetlen
poliA szigalt is tartalmazza. Ennek hianyaban a konstrukciorol nem képes érett mRNS, majd
fehérje, igy fluoreszcens jel képzddni. A tervezett primerpar egy 1086 bp hosszlisagl szakaszt fog

kozre (12.sz. abra).
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pUT-ECFP

'at£B1
pUT ECFP attB1 F
ECFP kddolé szakasz
' pUT ECFP attB2 R
at{E2

1 807 1,086 4,147

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

6.2 A beépitendd szakaszok felsokszorozasa

A vitellogenin promoétert annak érdekében, hogy teljesen pontos mésolatok képzddjenek a
genomban talalhaté promoterr6l, proofreading aktivitassal rendelkezé enzimmel (Pfu) sokszoroztuk
fel. Itt egyetlen bazisnyi eltérés is kdrosan befolyasolhatja a késébbiekben a konstrukcié mitkddését
¢s érzékenységét. A felsokszorozand6 szakasz viszonylag nagy mérete miatt a PCR reakcio
optimalizalasara volt sziikség. Kezdetben, mivel a PCR reakciokban a kisebb méretii fragmentek
elényt €élveznek a nagyobbakhoz képest, szamos alterméket kaptunk (13.sz. abra). Ezek késébb a
klénozas soran (szintén kis méretiikb6l adodo eldnyiik miatt) a konstrukcioba beépiilhetnek, rontva

a kivant vektor létrehozasanak hatékonysagat.

3000 [

1000

500

13. sz. abra: A PCR reakci6 optimalizalasanak gélképe

A hosszabb prométer szakaszt nem sikeriilt a BP kloénozéds sordn plazmidba juttatni. Ezért egy

rovidebb szakaszt is felsokszoroztunk (14.5z. abra).
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500

14. sz. abra: A rovidebb vitellogenin prométer régiéo PCR eredményének gélképe

A cian fluoreszcens fehérjét kodolod szakaszt szintén felsokszoroztuk PCR reakcio segitségével

(15.sz. abra).

3000

1000

500

15. sz. abra: Az ECFP-t kodol6 szakasz PCR reakcidjanak gélképe

6.3 A fragmentek beépitése a konstrukcioba

A megfelel6 méreti PCR termékek létrehozasa utan a fragmenteket két 1épésben, az Un.

Gateway technika alkalmazasaval a konstrukcioba épitettiik.
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A modszer soran elsé 1épésként a konstrukcid két £6 elemét, a vitellogenin promoter régiot
¢s a fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt kiilon-kiilon plazmidokba kell klonozni. A folyamatot a
rekombinacidban részt vevd szakaszok neve (attB és attP) alapjan a BP klonaz enzim katalizalja.
Ennek sordan mind a vitellogenin promoter, mind pedig a fluoreszcens fehérjét tartalmazo szakaszok
végein talalhat6 ugynevezett attB szekvencidk rekombinéalddnak a ,,befogad6” plazmidban talalhato
attP szekvenciakkal. A beépiteni kivant szakaszok helyet cserélnek a plazmidok attachment site-ok
kozotti részével. A B és P végek rekombinacidjaval attL szakaszok jonnek 1étre.

A klénozast kovetden a plazmidokat Kkitisztitottuk €s a szakaszok beépiilését restrikcios
emésztéssel ellendriztiik.

A vitellogenin prométer 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 . abra)

3000 R

1000
500 g

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

Az Rsal-el végzett emésztéssel az ECFP-t kodolo szakasz beépiilését ellendriztik. A
szekvenciak alapjan beépiilés esetén a kovetkez6 fragmenteket vartuk:1581 bp, 436 bp, 431 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 prométer, akkor az enzim linearizalta volna a plazmidot.
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17.sz. abra: Az Rsal-gyel végzett emésztés gélképe

A kovetkezd 1épés a vitellogenin promotert €s a fluoreszcens fehérjét kodold szakaszok
beépitése a Tol2 végeket tartalmazd plazmidba. Ez a 1épés a BP klonozashoz hasonléan szintén
helyspecifikus rekombindcid elvén alapul, amelynek soran LR klondz enzim jelenlétében
rekombinalddnak az elébbi reakcid soran 1étrejott attl végek a Tol2 Gateway plazmidon 1€vé attR
végekkel, igy az attR rekombinacids szakaszok kozott taldlhatd fragmentek helyet cserélnek a
,»befogadd” plazmidokban taldlhaté promoterrel és ECFP génnel.

A két fragment beépitése egy 1épésben tortént, emiatt el6fordulhat, hogy a vektorba vagy
csak a promoter régid vagy csak a fehérjét kodold rész épiilt be. Az ilyen plazmidokat hordozé
telepek antibiotikum rezisztencia vagy mas biokémiai sajatsag alapjan nem kiilonithetéek el,
Mindkét konstrukcid azonban jol hasznalhatd a késdbbiekben. A 18. szamu abran a vitellogenin
promoéter Gateway plazmidba tortént beépiilését lathatjuk, Pstl- emésztése kovetden. A vart

fragment méretek: 5500 bp, 3092 bp, 735 bp voltak, tehat a beépiilést sikertilt igazolnunk.
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18. ébra: Vitellogenin promotert hord6zo Gateway vektor Pstl emésztést kdvetden

Az elézovel 1étrehozhatunk mas riportert kifejezd, osztrogénre érzékeny konstrukciot. Az
utobbiba barmilyen promotert beépithetiink, igy a kék fehérjét a zebraddnié mas szerveiben,
sejtjeiben is kifejeztethetjiik a létrehozas céljatol fliggden (bioszenzor vonal, fejlédésbiologiai
vizsgalatok, stb.).

Az LR reakci6 eredményeként kapott plazmidok szekvenciaellendrzése folyamatban van. A
megfeleld konstrukcidkat ezt koveten linearizaljuk, majd transzpozaz mRNS-sel egyiitt 1-2 sejtes,
vad tipusi zebradani6 embriokba mikroinjektaljuk. Az injektalas utdn vizsgaljuk a konstrukcid
kifejezddését és a kifejez6dés helyét Osztrogén jelenlétében. Amennyiben a konstrukcid a vart
eredményt hozza és a fluoreszcens jel Osztrogén indukcid hatasdra megjelenik a fejlédo larvak
majaban, az injektalt larvakat felneveljiik és a késdbbiek soran alapitoként hasznaljuk egy stabil,
homozigota, majban indukalhatéoan kék fluoreszcens fehérjét kifejezd transzgenikus zebradanid
vonal létrehozésa soran.

A 1étrehozand6 vonal segitségével lehetdség nyilhat 6sztrogén hatdsu anyagok kimutatasara
€s vizsgalatara mar larvakorban is. A zebradanio embridkat €s larvéakat a taplalkozo kor eléréséig az
Eurdpai Unioban hatdlyos allatvédelmi szabalyok nem tekintik €16 allatnak, igy egy olyan modell

hozhato létre, amellyel €16 allatkisérletek is kivalthatok.
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7. Kovetkeztetések és javaslatok

Munkank folytatasaként a késdbbieckben az elkészitett konstrukciot 2-4 sejtes
stadiumban 1évé zebradanié embridba injektaljuk, majd az igy eldallitott Py nemzedékbdl egy 1ij
transzgenikus zebradanio vonalat kivanunk létrehozni.

A jovoben javasoljuk a létrehozni kivant vonal fenntartasat, valamint az 6sztrogénre valod
érzékenység mértékének megallapitasat. Tavlati terveink kozott szerepel egy Osztrogén hatasu
szennyezd anyagok kimutatdsara alkalmas zebradanié alapu teszrendszer létrehozasa. Tovabba
mas transzgenikus vonalak felhasznaldsaval létrehozhatok olyan vonalak, melyeknek tobb
szerviikben kiilonb6z6 szinii fluoreszcens fehérje expresszalodik, igy egy vizsgalatban tobb
célszerv is tanulméanyozhatd. Az igy létrehozni kivant vonalak tovabba megfelelnek az Europai
Uni6é allatvédelmi iranyelveinek is, hiszen kevesebb vonalat kell fenntartani, ezaltal a

laboratoriumban kisérleti céllal tartott allatok szama is csokkenthetd.
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8. Osszefoglalas

A kommunalis szennyvizekkel, ipari és mezdgazdasagi tevékenységgel a kdrnyezetiinkbe
jutd Osztrogén hatdst anyagok a természetes Osztrogének analdgjaiként miikédve komoly veszélyt
jelentenek az ¢l6 szervezetek hormonhaztartasara. Ennek okén egyre nagyobb igény mutatkozik az
ilyen anyagok kimutatasara és hatasanak vizsgalatara alkalmas modellrendszerek irdnt. 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 zebradanio /Danio rerio/ fejlodésbiologiai és genetikai szempontbol is az egyik legjobban
ismert halfaj. Széleskortien alkalmazzak ilyen jellegli vizsgalatok alanyaként, de toxikoldgiai céla
felhasznalasa is elterjedt. Mivel a zebraddnié embridk attetszéek, a fluoreszcens fehérjéket
expresszalo transzgenikus vonalak larvaiban a jelolt célszervek jol tanulmanyozhatok.

A halakban, az eml6sokhoz hasonléan az egyik fO toxikologiai célszerv a maj. A
transzgenikus vonal 1étrehozasahoz a majspecifikus expressziot mutaté gének koziil a vitellogenin-1
gént valasztottuk. Ennek promotere 6sztrogén hatast anyagokkal indukélhat6, igy a mdj fejlodésére
hat6 szennyezdanyagok hatasainak vizsgélatan kiviil az 6sztrogén hatdsi anyagok kimutatasara is
alkalmas transzgenikus vonal hozhato 1étre a segitségével.

A gén miikodését szabalyozo régiot az Ensembl adatbazisban 1évé genomi, illetve cDNS
szekvencidk segitségével elemeztiik. A feltételezett transzkripcios start helyet megel6z6 promoter
régiot és upstream szabalyozo szekvencidkat tartalmazo fragmentet, valamint a cidn fluoreszcens
fehérjét /CFP/ kodold génszakaszt egy kétlépéses, helyspecifikus rekombinécid elvén miikddo, Tol2
transzpozon alapu Gateway klonozo rendszerbe épitettiik. Az igy eldallitott konstrukciot 1-2 sejtes
zebradaniokba injektaljuk. Az injektalt embridkat 100 ng/l 17-B-0sztradiollal kezeljiik, negativ
kontrollként a zebradanids rendszer haltartd vizét hasznaljuk. A termékenyitéstdl szamitott 5. napon
mikroszkop alatt a cian fluoreszcens fehérjének megfeleld sziirdn keresztiil vizsgaljuk a konstrukcid
miikddését, azaz a fluoreszcens jel megjelenését és annak helyét

A majban fluoreszcens fehérjét kifejezd egyedek felnevelésével a késdbbiekben egy
Osztrogén hatasti anyagok vizsgalatara alkalmas transzgenikus vonal alakithaté ki, amelyben
bizonyos Osztrogénkoncentracio f6lott fluoreszcens jel detektalhato a mdjban. Ha a vonal

megfelelden érzékenynek bizonyul, alkalmas lehet kornyezeti mintak sziirésére is.
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