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Bevezetés
Napjainkban a mezdgazdasag €s az €lelmiszeripar egy igen Osszetett kihivas elott all, ugyanis
a vilag lakossdganak egészséges ¢lelmiszerekkel torténd ellatdsa, a népesség folyamatos
novekedése és a globalis klimavaltozas kozepette, egyre jelentdsebb probléma. Az utdbbi
idében ugyan, megndvekedett az érdekldédés a részben vagy teljesen ndvényi alapt étrendek
felé (vegetarianus és vegan életmdd), viszont a tarsadalom jelentdsebb része tovabbra is
tudatosan fogyaszt allati eredetii fehérjét, illetve termékeket. Ennek kdszonhetden az elmult
évtized soran az akvakultira a vilag leggyorsabban novekvd élelmiszer-termeld agazatava
valhat, ezzel nagyban hozzajarulva az élelmezésbiztonsag és a megélhetés fejlesztéséhez,
kiilonosen az erdforrasokban szegény teriileteken. A feltorekvést az éves elemzések is
alatdmasztjak, ugyanis becslések szerint az akvakultura termelés 2030-ra elérheti a 109 millio

tonnat, ami 32%-os novekedést jelentene a 2018-as termelési adatokhoz képest (FAO 2020).

Azonban az emberi populacié novekedése miatt ez a gyorsan fejlodé agazat is veszélyben van,
hiszen az akvakultara olyan alapvetd természeti eréforrasoktol fiigg, mint a viz, a talaj, a
tapanyagok. Ezek az erdforrdsok rendkiviil kitettek az ember kornyezet atalakitd
tevékenységének ¢és a klimavaltozasnak, ami rendkivil megneheziti a termelés
fenntarthatosagat. Mivel a halhus szamos szempontbdl konnyen beilleszthetd az egészséges
taplalkozasba, (laza husszerkezet, konnyen emészthetdség, magas fehérje- és telitetlen zsirsav
tartalom miatt), igy a haltenyésztés soran fellépd problémak megoldasa egy fontos érdek az
¢lelmezés szempontjabol. Ehhez nélkiilozhetetlen a legmodernebb tudoményos ismeretek

alkalmazasa, illetve az ezekre alapozott technoldgiai fejlesztések végrehajtasa és gyakorlésa.

A felgyorsult, ipari allattenyésztés eredményeként a legtobb intenziv agazatban megjelentek
olyan egészségiligyi problémak, melyek komoly gazdasagi karokat is okoznak a felmeriild
allatjoléti aggalyok mellett (SULLIVAN et al. 2007; EFSA 2008; FJELLDAL et al. 2012).
Ilyen probléma a gerinc deformitasa, ami mas intenziv rendszerben tartott allatfajoknal is
megjelenik, mint példaul a brojler csirkéknél, sertéseknél és halaknal (AL-HARBI 2001). Ezen
probléma a vadon €16 allatok, példaul a homoki tigriscapa (Carcharias taurus), kis szaju stigér
(Micropterus dolomieui), barnamedve (Ursus arctos) esetében is eléfordul, és oka ott is a
kornyezetben keresendé (VAN DEN AVYLE et al. 1989; WAGNER et al. 2005; PREZIOSI et
al. 2006). Természetesen a vadon €16 fajok esetén, a probléma joval kisebb jelent6ségili, mint a

domesztikalt allatok tartasa soran, mivel gazdasagi hatranyokat nem okoz.



A fenntarthat6 akvakultira-agazat sikere és fejlodése tehat attol is fiigg, hogyan kezelik ezeket
a gyakori allategészségiigyi problémakat, mivel a halbetegségek komoly hatassal vannak a
termelOk gazdasagi helyzetére, a termelési €s beruhazasi veszteségekre €s a fogyasztoi bizalom
elvesztésére is (SHEFAT és KARIM 2018). A Vilagbank 2006-ban arrdl szamolt be, hogy évi
3 millidrd dollaros veszteséget szamolnak az akvakultura dgazatban a betegségek, a prevencios
¢és egeészseégligyi kezelések miatt (SHEFAT és KARIM 2018). A valddi gazdasagi veszteségeket
nehéz megbecsiilni, de az europai akvakultira altal okozott minimalis éves veszteség
meghaladja az 50 milli6 eur6t évente, és feltételezhetd, hogy ennek 50%-a a csontvdz

deformitdsainak és rendellenességeinek koszonheté (BOSTOCK et al. 2016).

A deformitasok kiilonb6z6 csontrendellenességek komplex keverékei, mely a csigolya és a
gerinc alakuldsanak valtozasat is érinti. Mivel a gerincoszlopot ért valtozasok vilagszerte
gazdasagi, biologiai ¢s allategészségiigyi problémat jelentenek, igy a torzuldsok vizsgélata a
gerincdeformaciok jobb megértésének segitségére lehet, és ebbdl kifolyolag irdnyt és lendiiletet
adhat ezeknek az Osszetett folyamatoknak a feltarasara és megértésére. A gerincdeformitas
genetikai hatterének vizsgalataval eldsegithetjiik a fenntarthatd haltenyésztést a kornyezetiink

megovasa érdekében.

Magyarorszagi viszonylatban a kézonséges ponty (Cyprinus carpio L.) rendkiviili jelent6ségii,
ugyanis az egyik legkeresettebb piaci halfaj, melybdl az orszag atlagosan 13.022 tonna
mennyiséget allit el6 (EUMOFA 2016). Fontos tehat a faj kutatasa és a ponty termelés mindségi

fejlesztése, ezért genetikai és analitikai vizsgalatunkhoz a hazai ponty allomanyt vettiik alapul.



1. Témafelvetés

A bevezetésben leirtak alapjan nem csak allatjoléti, hanem gazdasagi okokbol is fontos a
gerincdeformalt halak genetikai hatterének alaposabb megismerése. Mivel a jelenség szamos
tenyésztett halfajt érint mar larva és fiatalkorban is, igy az akvakultira-dgazat szamara
elsddleges fontossagu kutatasi téma. A klimavaltozas és a tilnépesedés miatt kiilondsen fontos
a természetes eréforrasaink megdrzése, tudatos felhasznalasa, illetve az alternativ megoldasok
keresése. A halhus eldallitdsban ilyen megoldas lehet az intenziv recirkuldcids rendszerek
alkalmazasa, melyeknek elénye, hogy kozvetleniil nem szennyeznek és igen viztakarékosak,
viszont a rendszer egyik hatrdnya a gerincdeformitds nagy aranyu el6forduldsa az egyedek
kozott. gy ennek az egészségiigyi probléméanak hosszativon is jelentés kovetkezményei

vannak az akvakultara fenntarthato fejlédésére.

Dolgozatomban normal, illetve gerincdeformalt pontyokat vizsgalok, kiilonds tekintettel a
kalretikulin (calreticulin, CARL), a kollagénl-alpha-2 (collagenl-alpha-2, COL1A2), az
inzulinszerli ndvekedési faktor 1 (insulin-like growth factorl, IGF1) €és a ndvekedési hormon
(growth hormone, GH) gének relativ expresszidos szintjének meghatarozasara ¢és
Osszehasonlitasara. A gének kivélasztasanal figyelembe vettiik azt, hogy élettani hatasukat a
vizsgalt szvetekben hogyan fejtik ki. A CARL ugyanis egy autoantigén, amely gyulladas vagy
barmilyen szervezetbeli valtozas kovetkeztében erds jelzésértékkel bir, tovabba nagy szerepe
van a fehérje transzkripcioban is. A COL1A2 génre azért esett a valasztdsunk, ugyanis
megtalalhato a legtobb kotdszovetben, illetve a csigolyak fejlodését is befolyasolhatja. Az IGF1
¢s a GH egyiittes mitkddésével szabalyozza az egyedek novekedését, amely fontos alapja a
halhus eléallitasanak. A relativ génexpressziot az agy, hatizom, maj, sziv €s vér szovetekben
vizsgaltuk. Tovabba vizsgaltam, hogy van-e kiillonbség az egynyaras, azonos tartdsi ¢€s
takarmanyozasi technoldgiaban nevelt, normal és deformalt egyedek gerincoszlopanak mikro-
¢s makro-elemtartalmaban, valamint ezen eredmények Osszefiiggést mutatnak-e a vizsgalt

gének relativ génexpressziojaval.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A gerincdeformitas

A gerincdeformitas egy olyan ismert fejlddési rendellenesség, amely a gerinc alakjanak koros
mértékl elvaltozasait foglalja magéaba (VAGSHOLM ¢és DJUPVIK 1998). A rendellenességnek
sokféle megjelenési formaja lehet, mértéke valtozo, az enyhébb formatol a sulyosabb allapotig
terjedhet. Ez egy, a halak korében is megfigyelt jelenség, amely szamos hatranyt jelent
szamukra, befolyasolhatja példaul a taplalkozast, a mozgast, illetve a talélési képességeket is
(SILVERSTONE és HAMMEL 2002; BOGLIONE et al. 2013). A termelés szempontjabol a
deformalt egyedek jelentds gazdasagi veszteségeket is okozhatnak, ugyanis a csokkend testsuly
€s a hasitott test mindsége, illetve a filézési nehézségek mind a gerincdeformitas
kovetkezményei (ASHLEY 2007). A probléma jelentdségét alatdmasztjak a szamok is, ugyanis
a tenyésztett atlanti lazacokban (Salmo salar) is gyakran fordulnak el6 csigolya deformitasok.
Egy tanulmanyban (FJELLDAL et al. 2012) példaul egy allomany vizualis vizsgalata és
tapintdsa soran, koriilbeliil 25%-uknal, a radiografiai vizsgalatok soran mintegy 70%-uknal
¢észlelhetdk voltak a szabalytalansagok. Egy masik esetben ponty (Cyprinus carpio L.)
allomanyt vizsgéltak, ahol 671 egyedbdl 167 (24,9%) kiilonbozé deformitdsokat mutatott, a
167 egyedbdl 18,2%-nak volt gerincdeformitasa (AL-HARBI 2001).

Szamos tényezd jatszhat szerepet a gerincdeformitds megjelenésében, példaul nem 6roklédo
velesziiletett rendellenességek (BOGLIONE et al. 2013), tenyésztési €s takarmanyozasi
technikak (KASPRZAK et al. 2018), gyulladassal jar6 vagy fizikai traumas sériilések
(ROBERTS 2012), kornyezeti problémak és mérgezé anyagok (példaul a nehézfémek)
(LAVADO et al. 2012; BOGLIONE et al. 2013; SFAKIANAKIS et al. 2015), tovabba
parazitdk (ROBERTS 2012; YOKOYAMA et al. 2005) és néhdny patogén baktérium
(MADSEN ¢s DALSGAARD 1999), valamint az ordkletes genetikai okok (HANSEN és
PUVANENDRAN 2010). A halak gerince normal esetben a sagittalis sikban egy, hatrafelé
konvex ,,S” gorbiiletet mutat (DE JONGE 2001). A torzulas soran a hal teste a hatiszok mogott
megtdrik, a gerincoszlop tengelye megrovidiil, ennek kovetkeztében a hal teste aranytalanul
magas ¢és tomzsi lesz, de ez nem egyezik meg a megfeleld taplalkozasi viszonyok melletti
normal hativeltséggel. A gerinc ferdeségének kiilonbozo alakjai ismeretesek fiiggdleges és
vizszintes sikban egyarant. A halakndl figyeltek mar meg fUziot is, ami a csigolyak

Osszendvését jelenti JAWAD et al. 2018; WITTEN et al. 2006). Ezen feliil pedig kiilonbséget



lehet tenni a gerincferdiilés irdnyaban, mértékében és abban is, hogy a torzulés a gerinc melyik
szakaszan jelent meg (szkoliozis, lordosis €s kyphosis). A lordosis a normalisnal nagyobb,
befelé iranyulo gorbiilet a gerincben az agyéki szakaszon (1. abra). A kyphosis esetében a
fokoz6do természetes hati gorbiiletet, a nyaki és agyéki gerinc-szakasz fokozott homorulata
kiséri, ez az egyfajta pipossag (2. abra). A szkoliozis pedig a gerinc oldalra valé folyamatos
elgorbiilése (2. abra), melynek kovetkeztében sziv- és keringési zavarok, 1égzési nehézségek,
illetve fajdalmak 1éphetnek fel (GJERDE et al. 2005; FJELLDAL et al. 2012; ARBUATTI et
al. 2013). A halak gerincdeformitasanak morfologiai leirasaval mar tobb tanulmany is
foglalkozott (VAGSHOLM ¢és DJUPVIK 1998; AL-HARBI 2001; SILVERSTONE ¢és
HAMMEL 2002; YOKOYAMA et al. 2005; JAWAD et al. 2018). A torzulas hatterében tobb
dolog is allhat: a csigolydk anatomiailag rendellenes alakja, illetve a csigolyaiveknél a
csontszovet megvastagodasa (masnéven ez a hyperostosis). Ezek kovetkeztében a csigolyatest
amorf alakiva vélhat, illetve a csigolyak kozotti tér is csokkenhet, amik miatt a vércsatorna
atmérdje is csOkkenhet vagy teljesen el is zarodhat (JAWAD et al. 2018). Ezek a folyamatok
alatamasztjak azt is, hogy a torzulds kdvetkeztében az egyed gerinchossziusaga csokkenhet,

mely miatt az allat teste tomzsivé valhat (SILVERSTONE és HAMMEL 2002).

vertebral
compression

1. abra: Rontgenkép a gerincdeformitas megjelenési formairél aranydurbincsban (Sparus
aurata) Forrds: Berillis, 2015



scoliosis area

2. abra: Rontgenkép a scoliosis és kyphosis megjelenésérél aranydurbincsnal (Sparus aurata)
Forras: Berillis, 2015

2.2. A csigolyak fejlodése

Mivel a halak esetében a gerinc nem a testsuly hordozasara szolgél, igy a gerincoszlopot teljes
egészében azonos eréhatasok érik, ennek kovetkeztében szinte azonos felépitésii csigolyakbol
all. Porcos halak esetében a csigolyak elmeszesedett porcszovetbdl, mig a valodi csontos halak
esetében csontszdvetbdl épiilnek fel. A csontképzddés alapvetden két mechanizmuson keresztiil
torténhet mind az emldsdkben, mind a valddi csontos halakban: a mezenchimalis dssejtek,
masnéven MSC-k vagy kozvetleniil csontképzd sejtekké, vagyis osteoblasztokkd
differencidlodnak (ez az intramembran csontosodéds), vagy eldszOr porcsejt -templatot
képeznek, amelyet kondrocitdk valasztanak ki, amelyet késobb a csont fog felvaltani (ez az
endochondralis csontosodas) (STEGER 2011; YTTEBORG et al. 2012). Az atlanti lazac
(Salmo salar) esetében a csigolyakban az amphicoel csigolyak ¢s a csontgerendak (trabeculae)
kompakt csontja kdzvetleniil az intramembran csontosodas révén képzddik, mig a centrumot az
endochondralis csontosodds modellezi (YTTEBORG et al. 2012). Mindkét csontfejlédési
mechanizmus soran mineralizalt extracellularis matrix (ECM) alakul ki, amely fOleg
kollagénbdl all, proteoglikdnok és fehérjék matrixdba agyazva, szalas elhelyezkedéssel
(FRANZ-ODENDAAL et al. 2005). A csigolyaképzddés soran ezeknek az utaknak 6ssze kell
kapcsolddniuk és dsszehangoltan kell mitkddnitik (KARSENTY et al. 2009). Az osteogenesis
elején expresszalt szamos transzkripcids faktor koziil a Runx2 (Runt-related transcription factor
2) kiilonosen fontos, mivel sziikséges a csontképzddéshez, igy mitkkodése befolyasolhatja a
sejtek csontképzo képességének mértékét. A Runx?2 €s az Osterix downstream célpontjai kozé
tartoznak a kollagén (pl. 1a és 1B kollagén) és a nem kollagén (pl. Osteopontin, Osteocalcin,

Osteonectin, Bone sialoprotein és Alp) fehérjéket kodolo gének, amelyek csontmatrix (vagyis



osteoid) eldallitasara és mineralizalasara képesek (FRANZ-ODENDAAL et al. 2005). Az
MSC-kben az osteogenesis hasznos markereiként szolgalnak: az alkalikus foszfataz (Alp), a
COL1a és az osteopontin, mely gének expresszidja altalaban ndvekszik a sejtek érése soran. A
nem kollagén fehérjék megkotik a szervetlen asvanyokat és részt vesznek az asvanyosodasi
folyamatban (COWLES et al. 1998; FRANZ-ODENDAAL et al. 2005). A sejtek érése utan az
osteoblasztok elkezdenek szekretdlni osteoid és mineralizalé komponenseket, ez a folyamat
vezet a csont kozvetlen kialakuldsahoz az intramembran csontosodési iton. A masik fejlédési
utvonal kiss¢ komplikaltabb, ugyanis a kondrocitdk szinkronizaltabb szaporodasi,
differencialodasi és érési folyamaton mennek keresztiil, igy a fejlédd porcban harom kifejezett
zona azonosithatd: nyugalmi, proliferald és hipertrofids zondk (HUNZIKER et al. 1994). A
pihend vagy nyugalmi zona kondrocitdi szabalytalanul szorodnak a porc matrixban, mig a
proliferald és hipertrofids zondkban 1évd kondrocitdk oszlopokban helyezkednek el. A
pihenézona kondrocitéi stimulaljak a ndvekedési hormont (GH) €s az inzulinszeri novekedési
faktort (IGF) (YTTEBORG et al. 2012). A foként kollagénbdl all6 ECM komponensek
szabalyozzdk a sejtek novekedését és differencialodasat a novekedési faktorokkal és
enzimekkel kolcsonhatasba 1épve, igy biztositva mechanikai szilardsdgot és rugalmassagot a
szovetnek. Az ECM -ben 1évé molekulak dsszetétele €s szerkezete kimutathatéan kulcsszerepet
jatszik a csontok kialakuldséban, és azok valtozasai deforméciokat okozhatnak az emldsok és a
valodi csontos halak gerincében (YTTEBORG et al. 2012). A csontok mineralizacioja
rendkiviil fontos folyamat, amit alatimaszt az is, hogy az alapvetéen gyorsan névekvo atlanti
lazac (Salmo salar) lagy, alacsony mineralizacidji csontot képez az alacsonyabb novekedési
titemli halakhoz képest (FJELLDAL et al. 2005), viszont emiatt megndtt a csigolya
deformitdsok kialakuldsdnak kockdzata (FJELLDAL et al. 2005; FJELLDAL et. al. 2007),
tovabba kimutattak, hogy egy gyorsabban novekvo allatnak az 4svanyi anyag bevitel nagyobb

hanyadat kell asszimilalnia (SUJITHA et al. 2018).
2.3. A vizsgalt gének

A dolgozatomban a kovetkezd 4 gén expresszidjat vizsgidlom a makro €s mikroelem
tartalmakkal 6sszefiiggésben: kalretikulin (calreticulin, CARL), kollagén-1 alpha2 (collagen-1
alpha2, COL1A2), novekedési hormon (growth hormone, GH) és inzulinszeri novekedési
faktor (insulin-like growth factor, IGF1). A 4 vizsgalt génb6l kett6, a GH és az IGF1 gén fontos

szerepet jatszanak a novekedésben, illetve az élettani hatdsaik is szorosan Osszefliggnek,



tovabba egymas expresszidjara is hatassal vannak. Ezt a génpart GH-IGF rendszernek, vagy
GH-IGF-tengelynek is nevezziik. A nagyfoku Osszefiiggések miatt a két gén mukodését

egyszerre mutatom be.
Novekedési hormon (GH)

A novekedési hormon egy 191 aminosavbol alld egyszerii polipeptid hormon, mely
megkdzelitdleg 22 kDa sulyu, és a szomatotropint kodolja. A szomatolaktogenikus hormonok
csaladjaba tartozik, melynek tagja még a prolaktin, a placentaris laktogén és szamos novekedési
faktor is (példaul az IGFI, IGFII stb.). Az ebbe a fehérjecsaladba tartozoé receptorok szerkezete
hasonld, viszont funkcidjukat tekintve igen eltéréek, ugyanis van koztik tejelvalaszto,
novekedést serkentd, illetve immunrendszert befolyasold fehérje is (LE ROITH et al. 2001).
Szamtalan mas biologiai funkciodt is szabalyozhatnak, részt vehetnek a reprodukcioban, az
immunrendszer mitkodésének, az ionikus és ozmotikus egyensulynak a szabédlyozéasaban,
illetve befolyasolhatjak az anyagcserét is. A GH novekedést, fejlodést segitd hatdsa hormon,
mely a csontvégek porcos részeire hat (TRIANTAPHYLLOPOULOS et al. 2019).
Szekvenciajat pontyban is meghataroztak, mely 6t exonbol és négy intronbdl all (CHIOU et al.
1990), mely szerkezet megegyezik az emldsok szerkezetével, viszont eltérd bizonyos
halfajokhoz, mint példaul az atlanti lazachoz (Salmo salar) képest (CHIOU et al. 1990). A
génrél kifejez6dd fehérje egy polipeptid hormon (PEREZ-SANCHEZ et al. 2002; SHARMA
et al. 2020), amelyet az agyalapi mirigy termel a gerincesekben (REINECKE et al. 2005). A
GH termelését az agyalapi mirigyben a hipotalamusz szabdlyozza, a GH termelést serkentd
GHRH (GH-releasing hormone) (LE ROITH et al. 2001), és gatldé szomatosztatin segitségével
(LE ROITH et al. 2001; SHARMA et al. 2020). Az idegrendszeren kiviil més tényezdk is
szabalyozzak a GH termelését, de ezek elsdsorban a célszovetekben keletkeznek. A GH altal
befolyasolt faktorok megjelenése negativ visszacsatolds révén képes a GH termelés
szabalyozasara, ilyen példaul az IGF is, amelynek szintézisét a GH serkenti, vagy a szabad
zsirsavak, amelyek felszabadulasat szintén indukalja a GH (SHARMA et al. 2020). A maj GH
receptorainak szamara, illetve a GH szint valtozasara hatassal lehetnek a kornyezeti tényezok,
illetve a vizsgalt egyedek életkora is, tovabba ezek az értékek eltérhetnek a kiilonbozo

halfajokban is (PEREZ- SANCHEZ és LE BAIL 1999).

Inzulinszeri novekedési faktor (IGF)
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Az IGF gén az inzulinszerli ndvekedési faktort (insulin-like growth factor, IGF) kédolo gén. A
GH-hoz hasonlatosan szintén 6t exonbol ¢és négy intronbdl all (VONG et al. 2003). Az
inzulinszeri névekedési faktorok (IGF-ek) létezését a szulfat porcba vald beépiilésének
stimuldlasaval kapcsolatban ismerték fel. Az IGF-ek az embriondlis, illetve posztnatalis
fejlodésben is részt vesznek, folyamatos kolcsonhatasban a GH-val. Az IGF1 élettani hatésait
tekintve igen sokrétii génrdl van szo, ugyanis részt vesz a szovetek nodvekedésének és
fejlodésének eldsegitésében, a sejtproliferacidé stimuldldsaban, a lipid- €s szénhidrat-
anyagcserére is hatdssal van, tovabba oOregedésgatlo, gyulladascsokkentd, anabolikus,
antioxidans, ideg- és hepatoprotektiv tulajdonsadgokkal is rendelkezik (HALMOS és SUBA
2019). Vizsgalatunk szempontjabol az egyik legfontosabb tulajdonsaga az, hogy az IGF1
kozvetleniil noveli az izomtomeget, a csontstirtiséget és a csontok szerkezetét. Altaldnossagban
elmondhato, hogy az IGF1 talnyomoérészt a majban szintetizalodik, és fontos kozvetitdje a
ndvekedési hormonhatasoknak a posztnatalis élet soran (VONG et al. 2003), viszont alapvetden
a fehérje termelése kevésbé lokalizalhatd, mint a ndvekedési hormon esetében, tehat szamtalan
egyéb szovet is termel IGF-et. A mikrobidlis erjesztett rostokban eldallitott rovid lanct
az IGFl-en keresztiil a csontok egészségére is hatassal van (HALMOS és SUBA 2019).
Pontyokkal végzett vizsgalat soran megallapitottak, hogy az izomszdvet, az agy, a kopoltyl, a
sziv, a bél, a vese és a 1¢ép szovetei is expresszalnak IGF-et, bar joval csekélyebb mértékben,
mint a maj (VONG et al. 2003). Ennek kovetkeztében a majban termelddd IGF bekeriilve a
vérkeringésbe endokrin modon hat, az egyéb szovetekben keletkezd IGF pedig lokalisan (a
vérkeringésbe nem bekeriilve), autokrin vagy parakrin mdédon fejti ki hatasat (MORIYAMA et
al. 2000; LE ROITH et al. 2001). Az endokrin mdédon haté IGF molekulak IGF-koto
proteinekhez kapcsolddnak, amelyek carrier fehérjeként a célszovetbe szallitjdk a novekedési
faktort, tovabba megakadalyozzék a proteolitikus lebontasukat, valamint szabalyozzak az IGF
kapcsolodasat a receptorhoz (MORIYAMA et al. 2000). Az IGF1-nek jelentds szerepe van
tovabba az inzulinérzékenység alakuldsdban is, ugyanis kozvetlen ¢és kozvetett
gliikozcsokkentd hatéassal is rendelkezik, ezaltal fokozva a szabad zsirsavak oxidaciojat az
izomzatban, igy csokkentve a szabad zsirsavak majba val6 aramlasat, aminek kovetkeztében
javitja az inzulin jelatvitelt, ami a m4j gliikkdz kibocsatdsanak csokkenését eredményezi, igy
javitva az inzulinérzékenységet (HALMOS ¢és SUBA 2019). Az anabolikus folyamatokat

serkentve hatdssal van a lipid, a protein és a szénhidrat anyagcserére egyarant. Az IGF1 a
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novekedésre gy van hatdssal, hogy eldsegiti az izmok fejlddését a protein szintézis
serkentésével az izomszovetekben, tovabba fokozza az aminosav felvételét a vazizmokba (LE
ROITH et al. 2001). Ezt tdmasztja ala, egy egerekben végzett kisérlet, mely soran azt figyelték
meg, hogy a GH ¢és a GH receptor génkiiitott (knockout) egyedeknél a sziiletési suly normalis
volt, azonban az IGF1 gént érinté hasonldé modositasnal az egyedek sziiletési sulya alacsonyabb

volt, és kés6bbi novekedésiik is gatoltta valt (POWELL-BRAXTON et al. 1993).

Az IGF génexpressziojanak mértékét szamos tanulmanyban kutattdk mar a halak
novekedésével kapcsolatosan. Vizsgaltdk mar a kdrnyezeti tényezdkkel (McCORMICK et al.
2000; KARAKATSOULI et al. 2008; ABBINK et al. 2012), a takarmanyozéssal (PEREZ-
SANCHEZ és LE BAIL 1999; BU et al. 2017), és a genetikai hattérrel sszefiiggésben is
(VONG et al. 2013; BALOG et al. 2021). Az IGF expresszidja els6sorban a GH szabalyozasa
alatt all, de mas endokrin hormonok is befolyasoljak, mint példaul a tiroxin hormon, melyet a
pajzsmirigy termel (SCHMID et al. 2003) vagy az Osztrogén (REINECKE et al. 2005).
Meérsékelt égovi halaknal, tehat a ponty esetében is, ingadozés figyelhetd meg a névekedés
soran a vér IGF szintjében (PEREZ-SANCHEZ et al. 2002), amelyet a hémérséklet emelkedése
(BECKMAN et al. 1998) és a napok hosszanak valtozasa is serkent (McCORMICK et al. 2000).
A vérben 1évé IGF szintje Osszefiigg a taplalék mindségével, az ivaréréssel, illetve a
novekedéssel is (REINECKE et al. 2005). A legtobb tanulmanyban, ahol a ndvekedés litemét
vizsgaltak, megallapitottak, hogy a hdmérséklet az egyik fo befolydsolo tényezd. Az egyik
vizsgalatban az IGF szintje minden egyedben ndvekedést mutatott a tavaszi id6szak soran
(BECKMAN et al. 1998), viszont a magasabb hémérsékletii vizben €16 egyedek IGF szintje

nagyobb volt az alacsonyabb hdmérsékletii vizben €16 egyedekéhez képest.
GH-IGF tengely

A GH-IGF tengely az egyik legfontosabb endokrin rendszer, amely funkcionalisan ¢és
szerkezetileg szabalyozza a csontvaz ¢és a lagyrészek fejlodését, valamint a novekedéssel
kapcsolatos folyamatokat. A GH-IGF gének koziil csak az IGF van hatassal a novekedésre
embrionalis korban, maga az endokrin rendszer a ndvekedés szabalyozasdban csak
posztnatéalisan vesz részt (LE ROITH et al. 2001). A rendszer miikodése serkenti a csontok
hosszirany novekedését, illetve a vazizom tomegét (LE ROITH et al. 2001). WANG és
munkatarsai 2001-ben pontyokkal végeztek kisérletet, mely soran a GH gén bejuttatdsa a

megtermékenyitett petesejtekben fokozott mértékii ndvekedést eredményezett a transzgénikus
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egyedekben. A GH-IGF tengelyhez és az altaluk kodolt fehérje miikodéséhez sziikségesek
tovabbi proteinek is, ezek a GH ¢és IGF receptorok, a GH-kot6 fehérjék, és az IGF-koto fehérjék
(MORIYAMA et al. 2000).

Kalretikulin (CARL)

A kalretikulin egy erdsen konzervalt fehérje, amely elsésorban az endoplazmatikus retikulum
(ER) egyik dajkafehérjéje, mely szamos sejtes folyamatban vesz részt, példaul a nem
megfelelden feltekeredett fehérjéket javitja (konformacids hajtogatas), de a sejtadhézioban is
van szerepe (LIU et al. 2011). Legel6szor a nyul fajban irtdk le a miikodését (OSTWALD ¢s
MACLENNAN 1974). Emlésokben a kalretikulin egy 46 kDa-os multifunkcionalis
kalciumkotd fehérje, amely szerepet jatszik a fehérjeszintézisben a kalretikulin/calnexin
cikluson keresztiil, tovabba a kalcium homeosztazis mindség-ellendrzésében is szerepe van
(MICHALAK et al. 1999), illetve a magban is megtaladlhat6, ami arra utal, hogy szerepet
jatszhat a transzkripcid szabalyozasaban, tovabba a lektink6tésben (LIU et al. 2011). A kalcium

homeosztazis szabalyozasan keresztiil részt vehet a petesejtek érésében is.

A szervezetben a fert6zést és a gyulladdst gyakran oxidativ stressz kiséri, amelyet reaktiv
oxigénfajok felhalmozodasa okoz, ami karos lehet a szervezetre. Az antioxidans védekezo
mechanizmusok ¢s komponensek dontd fontossaguak a sejtek és szovetek karosodasanak
korlatozasaban. Itt érdemes megemliteni, hogy a kalretikulin egy ugynevezett autoantigén,
ugyanis LIU ¢és munkatarsai 2011-ben korabbi tanulmanyokban megfigyelték, hogy a
kalretikulin gén erételjesen szabalyozott lett a pettyes harcsaban (Ictalurus punctatus) Gram-
negativ baktériumokkal vald fertdzés utdn. A tanulmény célja a pettyes harcsabol szarmazo
CARL gén jellemzése, genomidlis szervezOdésének meghatarozésa, a szdveti expresszid
mintdzatanak bemutatdsa, valamint a harcsa lehetséges immunvalaszainak megallapitasa volt,
Edwardsiella ictaluri-val valé baktériumfert6zés és vaskezelés utan. Az eredmények azt
mutattdk, hogy a harcsa genomban legalabb harom kalretikulinnal kapcsolatos gén talalhato. A
harom CARL gén homeosztatikus koriilmények kozott széles korben expresszalddott a
kiilonféle szovetekben, és expressziojuk a fertézés és / vagy a vas szintjének valtozasait
kovetden szignifikdnsan emelkedett. A stresszorok ugyanis felborithatjak a sejtek metabolikus
reakcioinak egyensulyat, novelhetik a reaktiv oxigénfajok (ROS) szintjét, ami még tobb
oxidativ stresszhez és szovetkarosodashoz, illetve a mitkondrialis membran tovabbi

karosodasahoz vezethet (VICTOR et al. 2004), tovabba az intracelluléaris vasfelhalmozodas
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oxigéngyokok képzdédéséhez vezet (HIROYASU et al. 2002), igy a sejtek vasszintjének
szabalyozasa dontd fontossagu az oxidativ stressz valaszok kozvetitésében (HIROYASU et al.
2002). A bakterialis fertézes sordn a vas metabolizmusa kiilondsen szabalyozott, mivel a gazda
¢s a korokozo is verseng a vasraktarakért (GANZ 2003; LIU et al. 2011). A vasmegkotd
fehérjék, valamint a vastranszport és a szabalyozo fehérjék kettds szerepet jatszhatnak mind az
antioxidans, mind az immunmodulal6d valaszokban. Az endoplazmatikus retikulumbol (ER)

stressz hatésara felszabaduld Ca?* kozvetitésével aktivalodik a kalretikulin.

A kalretikulin harom kiilonallo strukturalis és funkcionalis doménbdl épiil fel: egy globularis
N-doménbdl, egy Kiterjesztett P-doménbdl és egy savas C-doménbdl. Az N-domén megkéti az
N-glikozilezett, éretlen €és kibontakozott fehérjék cukormaradvéanyait, megakadalyozza azok
Golgi-ba torténd szallitasat, és lehetdvé teszi a konformacios hajtogatdsi mechanizmusok
miikddését. Az N-domén tartalmazza azokat a kettds ciszteinmaradékokat, amelyek részt
vesznek a fehérje szekunder szerkezetének S — S kotéseiben. A kalretikulin N- és C-doménje
kozott talalhaté a prolinban gazdag P-domén, amely a Ca?* -ot viszonylag nagy affinitassal, de
alacsony kapacitassal koti meg (BAKSH ¢s MICHALAK 1991). A kalretikulin P-domén
harmas ismétlddé A és B parokat tartalmaz (COE és MICHALAK et al. 2009). A kalretikulin

C-doménje nagyszamu negativ toltésii maradékot tartalmaz, amelyek felelések a fehérje Ca?*

rrrrr

Kollagén1 alpha2 (COL1A2)

Az 1. tipusu kollagén a gerinces kotoszovet leggyakoribb extracellularis 6sszetevdje, amelynek
harmas spiralja két alfal €s egy alfa2 lancot tartalmaz, ezt a heterotrimert emiatt a COL1A1 és
COL1A2 gének kodoljak. A COL1A2 megtalalhaté a legtobb kotdszovetben, leginkdbb a
szaruhdrtydban, a bdrben, az inakban és a csontszOvetekben (melyet mar a csigolyak
fejlodésénél is emlitettem) (RIVADENEIRA et al. 2018). A gén mutacioi a kotOszovetek
kiilonboz6 rendellenességeit okozhatjak, melyek lehetnek rendkiviil sulyosak, pl: osteogenesis
imperfecta, vagy kevésbé sulyosak, mint példaul: a csontritkulas, az Ehlers — Danlos-szindréma
¢s az atipikus Marfan-szindroma. A leggyakoribb mutaciok a glicinmaradékok szubsztitcioi,
amelyek kulcsfontossagiak a kollagén harmas spirdljanak kialakuldsahoz és miikodéséhez
(GAJKO-GALICZKA 2002). Bar az I. tipusu kollagén mind a csont, mind a bor f6 szerkezeti
fehérjéje, az 1. tipust kollagén gének mutdcidoi mégis csontbetegséget okozhatnak. Néhany

tanulmany kimutatta, hogy a mutdlodott kollagén a csontban és a bdérben masképp
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expresszalodhat (GAJKO-GALICZKA 2002). Az 1. tipust kollagén (amelyet a COL1AI és
COL1A2 gének irnak at) fontos az érfal rugalmassaganak megérzése miatt, illetve az
extracellularis matrix egyik f0 alkotoeleme. Az extracellularis matrix (ECM) komponenseinek
¢s az ECM-bont6 enzimek expresszidjanak modulédlasaval a citokinek és a novekedési faktorok
szabalyozzak az egyensulyt az ECM pusztuldsa és a neoszintézis kozott, igy fontos szerepet
jatszanak a szovetek homeosztazisanak és helyredllitdsanak szabalyozasaban (IKONIMIDIS et
al. 2006). Koztudott, hogy a kollagén pusztulasa az ér integritasanak csokkenését és az ér
novekedését idézheti eld, tehat az 1. tipusu kollagén fontos az érfal rugalmassdganak
fenntartasahoz (KAZI et al. 2003; IKONIMIDIS et al. 2006). Az emberi I. tipusu kollagén a2
(COL1A2) génnek két dinukleotid ismétlddése van: az egyik a gén 5'-0s szegmensében
talalhato poli (dC — dA) és poli (dC — dG), mig az els6 intronban 1év6 masik a poli (dG — dT),
ezek a dinukleotid ismétlések fokozo aktivitassal birnak a COL1A2 gén transzkripcidjaval
kapcsolatban. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy az ismétlés szamanak valtozasa részben felelés
lehet a gén transzkripcids aktivitdsanak kiilonbségéért (AKAI et al. 1999). Mivel az érfal
allapotat erdsen befolyasolja az I. tipust kollagén, igy befolyasolja a sziv- és érrendszeri
betegségek alakulasanak folyamatat is (YONEYAMA et al. 2004). Korabbi tanulmanyok
szerint a COL1A2 gén alapveto szerepet jatszik az erek fejlédésében, stabilizalasaban, érésében
¢és atalakitasaban (VONTELL et al. 2006). A COL1A2 hozzajarul az 1. tipusu kollagén
expresszidjadhoz in vivo, tovabbad ez a gén fontos szerepet jatszik a humdan szdvetek
helyreallitdsaban és fejlodésében egyarant (PONTICOS et al. 2004). CHUNG ¢és munkatarsai
1996-ban kimutattak, hogy a transzformald novekedési faktor-B (TGF-P) €s a tumor nekrozis
faktor-a (TNF-a) modulalja az I. tipusu kollagén gén expresszidjat a fibroblasztokban egy 25
bazisparos régioban, ami kozvetiti a TGF-P felfelé szabalyozo hatdsat a COL1A2 promoter
aktivitasara, és lehetoveé teszi a TNF-a antagonista aktivitasat a TGF-3 hatasra. A COL1A2 gén
mikodése az érfalak rugalmassaganak kovetkeztében szamos kardiovaszkularis betegség
kialakulasat is befolyasolhatjak, példaul az agyvérzést, szivizominfarktust és koponyaliri

aneurizmanak a kialakulasat is (YONEYAMA et al. 2004; LINDAHL et al. 2009).

Erdemes megemliteni még az Osteogenesis imperfecta (OI), kozismert nevén , iivegcsontiisag”
betegséget, amely egy dominans autoszomalis rendellenesség, amit kotdszoveti
rendellenességek és a csontok rendkiviili torékenysége jellemez. Biokémiai és molekularis
genetikai vizsgalatok kimutattak, hogy az érintettek tobbségében mutaciok vannak jelen mind

az I. tipusu prokollagén lancait kodolo6 COL1AI1, mind COL1A2 génekben (GAJKO-
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GALICZKA 2002). Az OI a fenotipusok széles spektruméhoz kapcsolodik, az enyhe, a stlyos
¢s a halalos allapotokig, igy megkiilonboztetnek 4 tipust, melyet rémai szammal jeldlnek,
illetve kiilonboztetnek meg (I-1V.) (GAJKO-GALICZKA 2002). Az enyhe formakat altalaban
olyan mutaciok okozzak, amelyek inaktivaljak a COL1A1 gén egyik alléljat, és csokkentett
mennyiségli I. tipust kollagént eredményeznek, mig a sulyos és haldlos formak a COL1A1
vagy COL1A2 dominans negativ mutacioibol szarmaznak, amelyek strukturalis defektusokat
okoznak a kollagén molekulaban (GAJKO-GALICZKA 2002), ennek kovetkeztében mivel az
ECM is foként kollagénbdl épiil fel, igy a gyenge csontfejlodés és a rossz mineralizacid

kovetkeztében folyamatosan stlyosbodnak a tiinetek.
2.4. A makro- és mikroelemek

A szervezet alapvetd fizioldgiai folyamatainak megfeleld miikodéséhez nélkiilozhetetlenek a
makro- és mikroelemek (SZABO 2013; AHMED et al, 2017). Az anyagcsere-folyamatokban
katalizator szerepet toltenek be. Egyes vitaminokkal ellentétben ezeket az elemeket nem lehet
szintetizalni, igy csak taplalékkal juthatnak be a szervezetbe. A makrotdpanyagok a
kovetkezbéek: Ca-kalcium, Cl-klor, K-kalium, Mg-magnézium, Na-natrium, P-foszfor, és S-
kén. A mikroelemek, mas néven nyomelemek, a kdvetkezok: Co-kobalt, Cr-krom, Cu-réz, F-
fluor, Fe-vas, I-jod, Mn-mangan, Mo-molibdén, Se-szelén, Si-szilicium és Zn-cink ezek kisebb
szazalékban vannak jelen a szervezetben, mint a makrotapanyagok, de ugyanolyan
esszencialisak (SZABO 2013; PYZ-LUKASIK és CHALABIS-MAZUREK 2019). Ahogy a
felsorolasbdl is latszik, a legtobb mikroelem fém vagy atmeneti fém, ami azért fontos, mert a
szervezetnek kiilonbséget kell tennie a hasznos és tulzdo mennyiségben karos fémek kozott is.
A fémeket alapvetden két csoportra lehet osztani: a biologiai funkcidjukat tekintve relevans és
a nem relevans/ karos fémekre. A masodik csoportba sorolhatok pl. az aluminium (Al), a
kadmium (Cd), a higany (Hg), az 6n (Sn) és az 6lom (Pb), ezek az ugynevezett xenobiotikumok,
azaz az ¢l6 szervezetek anyagcseréjéhez nem sziikséges elemek. A xenobiotikumok tulnyomo
tobbsége — az tigynevezett inert anyagok kivételével (pl. nemesgazok), amelyek a szervezetbe
jutva semmilyen hatast nem valtanak ki — kdrositd hatastak (SFAKIANAKIS et al. 2015).
Viszont az esszencialis fémek pl. a réz (Cu), a cink (Zn), a krom (Cr), a kobalt (Co), a molibdén
(Mo) és a vas (Fe) talzott mennyiségben szintén karos hatassal lehetnek a szervezetre (MECHE

et al. 2010; EL- SADAAWY et al. 2013; AHMED et al. 2017).
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A hal organizmusokban a leggyakrabban el6fordulé nehézfémek a kadmium, az 6lom, a higany,
a cink, a réz, a nikkel, a kobalt, a molibdén, a krom és az 6n. Ezek koziil a kadmiumot, a rezet,
az 6lmot, a cinket, a higanyt és a kromot vizsgaltak leggyakrabban a halak deformitasat illetden
(AHMED et al. 2017). A mérgezést okoz6 fémek leginkdbb bioldgiailag hozzaférheté forméaja
az oldott ionos forma. A halakban a fémek jelentds toxicitasat a fém szerves formai okozhatjak,
amelyek a halak szdmos ¢élettani rendszerét befolyasolhatjak, a toxicitds mértéke pedig csak a
biologiai hozzaférhetdségtdl és toxikokinetikatol (felszivodas, eloszlas, biotranszformacid és
kivalasztas) és a toxikodinamikatol (kolcsonhatasok és ligandumok) (EL-SADAAWY et al.
2013) fiigg. A halakban a kopoltytik és a bor aktiv szerepet jatszanak az asvanyi anyagok
szelekcidjaban, ugyanis itt iriilhet ki a halakbol a vér ammonia mennyiségének 90%-a és a
karbamid 70%-a (SFAKIANAKIS et al. 2015). Egy tanulmany kimutatta, hogy a nehézfémek
nagymértékii expozicidja rovid tavon stresszreakciokat okozhat a halakban (SFAKIANAKIS
et al. 2015). A vorosvérsejtrendszerben olyan adaptiv valtozasok kovetkeznek be, amelyek
felkészitik a szervezetet a megnovekedett energiakdltségekre, mig a fehérvérsejt rendszerben
bekovetkezett valtozasok a stressz jelentds immunszuppressziv hatasat jelzik. A tartos

stresszreakciok mellett a halak fogékonyabba valhatnak a betegségekre.

A halakban az asvanyi anyagoknak is fontos szerepiik van az ozmoregulacidban és a
vazképzésben, valamint a koztes anyagcsere folyamatokban is. Viszonylag nehéz
tanulmanyozni a halak megfeleld és karos asvanyi sziikségleteit, ugyanis egyes asvanyi
anyagok nagyon kis mennyiségben, mds asvanyi anyagok pedig jelentés mennyiségben
sziikségesek, amik felszivodhatnak a vizbdl a béron at, valamint a kopoltyukon keresztiil is
(EL-SADAAWY et al. 2013; SFAKIANAKIS et al. 2015). A taplalkozasi hibak sulyos
asvanyianyag -hianyhoz vezethetnek, ami a halak ellenéllo képességének a csokkenéséhez vagy
2002; KOUMOUNDOURGOS et al. 2002). A mikrotapanyagok hidnya szintén veszélyes lehet,
mivel nagy sziikség van a metalloenzimekre (az enzimhez kot6do fémionokra), amelyek
kulcsfontossaguak az immunrendszer sejtfunkcidinak fenntartasidhoz (BLAZER 1992). Az
asvanyi anyagoknak a korokozok bejutdsanak meértekéhez is lehet koze, ugyanis a gazdatestbe
valoé bejutasi képesség a Fe rendelkezésre allasatol fiigg (JOSEPH és RAJ 2002), tovabba a
halak fogékonyabba valnak a fertdz6 korokozodkra, ha tgynevezett mikrocitds anémia, azaz

vashiany 1ép fel a szervezetben (BLAZER 1992).
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Kén

Az ¢lettani funkciokhoz elengedhetetlen makroelem, ugyanis a szervezetek szerves ¢és
szervetlen formaban is képesek felvenni (BELICZKY 2019). A kén alkotoeleme fontos
aminosavaknak (példaul metionin, cisztein). Egyik fontos Osszetevdje a kollagénnek, amely
példaul az izmokban, iziiletekben, porcokban, inakban, szalagokban is eléfordul. Tovabba
rugalmassagot kolcsonoz a keratinnak, amely a szaruképletek felépitéséért felelds fehérje, és az
elasztinnak, amely a rostok, inak és szalagok proteinjének fontos alkotdéeleme (HUSVETH et
al. 2000; SOETAN et al. 2010; YATOO et al. 2013). Szamos tanulmany vizsgalta azt, hogy a
sorozatos, megfeleld vizosszetételii kénflirdok alkalmazésakor a gyulladdsos €s degenerativ
iziileti megbetegedéseknél kimutathatdo az egyértelmii javulds (KOVACS et al. 2016).
Hasznosulasa az A-vitamin hianya esetén romlik, mivel ennek kovetkeztében a
szulfotranszferaz enzim aktivitasa jelentésen csokken, ami gatolja a kén beépiilését. Emiatt a
szervezetben nagy mennyiségli kénfelesleg keletkezhet, ami enyhébb-sulyosabb
toxikdzisokhoz is vezethet (YATOO et al. 2013). Az emésztétraktusban néhany mikroelemmel

(Se, Cu, Mo) antagonista hatésu.
Magnézium

Ez a makroelem az energiatermelé folyamatokban, illetve a sejtmembranok miikodésében
jatszik szerepet, tovabba részt vesz az izommiikodésben, az 4svanyi anyagok csontokba vald
beépitésében és az ideg-izom ingeratadd folyamatokban (YATOO et al. 2013). Sokrétliségének
oka abban is rejlik, hogy az anyagforgalma 6sszefliggésben van a kalciummal és a foszforral.
A szervezet magnézium-tartalmanak 70%-a a csontokban, a maradék része pedig a lagy
szovetekben, intracellularisan van jelen (DUBLECZ 2011). A magnézium szamos enzim
példaul a karboxildz és a foszforilaz aktivatora (HUSVETH et al. 2000). Hianya stlyos
problémékat okozhat, példaul amikor magnéziumhidnyos taplalékkal etetik a fiatal csibéket, az
gyenge novekedéshez ¢és tollzdshoz, csokkent izomtonushoz, ataxidhoz, progressziv
koordinacios zavarokhoz €s gorcsokhoz vezet, amit késobb halal kovethet (YATOO et al.
2013). Az akut magnéziumhiany értagulatot is eredményezhet, tovabba a neuromuszkularis
hiperirritabilitas a folyamatos hiany kovetkeztében fokozodik, amit végiil szivritmuszavar és

remegés kovethet (SOETAN et al. 2010).

Natrium
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A natrium az extracellularis tér legfontosabb elektrolitja (I1). A magnéziumhoz hasonlatosan
ez a makroelem is szoros 0sszefiiggésben van a kaliummal és a klorral. A natrium 6nmagaban
a folyadékhaztartast befolyasolhatja, tovabba a kaliummal egyiitt a sav- bazis egyensuly
fenntartasaban van fontos szerepe (HUSVETH et al. 2000). Szerepe lehet az izommiikddésben,
az idegrendszerben az ingeriiletatviteli folyamatokban, valamint az ozmotikus nyomas
fenntartasaban is. Hianya az egyensuly felboruldsat €és a szovetek fokozott vizfelvételét valtja

ki, ami ezaltal duzzanatképzddéshez vezet (YATOO et al. 2013).
Vas

A mikroelemek koziil a vas fordul eld a legnagyobb mennyiségben a szervezetben
(MIROSHNIKOVA et al. 2015). Rendkiviil fontos az oxigén szallitasaban, ugyanis a
hemoglobin és a mioglobin aktiv centruménak alkot6 eleme (HUSVETH et al. 2000). Vashiany
esetén eldszor a vasraktarak iirlilnek ki (ugyanis a szervezet képes tarolni vasat) ezutan pedig a
vérképzés folyamata befolyasoltta valik, emiatt csokken a vastartalmu enzimek aktivitasa és
mikodése, végiil pedig vashianyos vérszegénység alakulhat ki (MIROSHNIKOVA et al. 2015).
A vaskészlet jelentés része a hemoglobinban, kisseb része pedig a majban, a 1épben, a
csontveldben €s az izmokban van. A vizsgalt makro- és mikroelemek fontosabb jellemzdit az

1. tdblazatban foglaltam Gssze.

1. tablazat: A dolgozatban vizsgalt makro és mikroelemek fontosabb jellemzdi.

Makro- és
iroel K Funkcio Hianytiinetek/-Ko6rokok
miKroeleme
Kén (S) Aminosavak, kotdszovetek, szaruképletek, enzimek, illetve Lassu s.ebgyogy’ullas, hegefse(;lesf
hormonok alkotéeleme gasztro-intesztinalis problémak és
) iziileti gyulladas
Magnézium Enzim kofaktorként miikodik, fontos funkciot t6lt be a Lordosis. evenee nivekedss &
szilard vazrendszer felépitésében, az ozmoregulacioban, >, BYeNge ! .
(Mg) fehérje termelés, tetania

illetve a neuromuszkularis atvitelben is.

. Az izommiikddésben, az idegrendszer ingeriiletatviteli
Natrium (Na) folyamatokban, valamint az ozmotikus nyomas
fenntartasaban is részt vesz.

Felborulhat a folyadékhaztartas és
a sav- bazis egyensuly

Vas (Fe) A hem, a citokrémok és a peroxidazok alapvet6 alkotoeleme. Mikrocita hipokrém anaemia
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2.5. A gerincdeformitassal kapcsolatos vizsgalatok halakban

Tobb tanulmany vizsgalta mar kiilonb6z6 aspektusokbdl a halak gerincdeformitasait, mint
példaul a kornyezeti tényezok, takarmanyozasi hibdk stb., viszont a genetikai vizsgalati
modszerek fejlesztésével parhuzamosan mar késziiltek olyan kisérletek is, melyek egyre inkabb

a genetikai okokkal és 6sszefiiggésekkel foglalkoznak.

EVANS-NEFF 2009-ben 50.800db kiralylazac (Oncorhynchus tshawytscha) larvan vizsgalta
az additiv és nem additiv genetikai hatasait a keltetohazban kialakuldé gerincdeformitas
jelenségének. A vizsgalat alapjan a sziilok és az utédok kozotti kapcesolat nem 4llt
Osszefiiggésben a gerinc deformitasaval, viszont arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a sziiloi
genomok kolcsonhatasai befolyasold tényezok lehetnek beltenyésztettség esetén (EVANS-
NEFF 2009). HANSEN és PUVANENDRAN 2010-ben atlanti tékehal (Gadus morhua)
elvaltozott blasztomerek befolyasolhatjak-e az életképességet, vagy esetleg okozhatnak-e
deformitdsokat. Az eredmények azt mutattdk, hogy a fiatalkori deformitasok pozitivan
korrelaltak a blasztomerek elvaltozasaival (HANSEN ¢és PUVANENDRAN 2010).
Ugyanebben az évben KESSABI és munkatarsai (2010) zebrafogasponty (Aphanius fasciatus)
egyedeken vizsgalta a kornyezeti valtozasra adott valaszokat a md mRNS szintjének
mérésével. A populacié egyedei sokkal nagyobb aranyban mutattak gerincdeformitast, mint a
vizsgalatban szerepl6 referenciahelyeken 1évok, ugyanis ennek a populacionak az egyedeinek

szervezetében tobb kadmium volt mérhetd.

YTTEBORG és munkatarsai (2010) egy kornyezeti tényezdvel kapcsolatosan vizsgalta a halak
gerincdeformitéasat, viszont az eredmények alapjan a genetikai 0sszefiiggésekkel magyaraztak
a jelenséget. Az alap koncepcidban a hipertermia karos hatasait vizsgaltak, ugyanis a magas
homérséklet fejlddési  rendellenességeket 1déz eldé a sejtek  proliferacidjaban,
differencidlodasaban és génexpresszidjaban, viszont az akvakultiraban a lazachus eldallitasa
soran sokszor alkalmaztak ezt az eljarast a gyorsabb novekedés elérése miatt, viszont ennek
kovetkeztében az intenziv termelési rendszerekben megnétt a gerincdeformalt egyedek szama.
A kisérlet soran a megtermékenyitéstdl egészen ivadék korig magas hémérsékleten tartottak az
egyedeket. Bar jelentdsen gyorsabb novekedést mutattak a vizsgéalt egyedek, a

gerincdeformdcio is magasabb szdzalékban jelentkezett. Az eredmények azt mutattdk, hogy a

csigolya deformacidk kialakuldsanak fokozott kockazata a megvaltozott géntranszkripcidhoz
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kapcsolodik. Kiilongsen az ECM gének, példaul a COL1A1/COL1A2, az osteocalcin, az
osteonectin csokkenése jelezte, hogy az osteoblastok érése €és mineralizacidja korlatozott, ami

a nem megfeleld géntranszkripcionak kdszonhetd (YTTEBORG et al. 2010).

OLSVIK és munkatarsai 2011-ben a higannyal (Hg) dusitott iiledékek halakra gyakorolt
hatasait vizsgaltdk egy, a masodik vilaghdboruban elsiillyedt német tengeralattjaré melletti
iiledék mintakat hasznalva. Fiatal atlanti tokehal (Gadus morhua) egyedeket tartottak ilyen
szennyezett liledékes vizben 5 hétig laboratériumi koriilmények kozott. A kopoltyuban és a
majban bekovetkezd transzkripcios valaszokat értékelték, mely soran arra jutottak, hogy a halak
szervezetében egyértelmiien megemelkedett a Hg szint, tovabba a CARL, a HSP70 ¢és a hem
oxigenaz mRNS szintje szignifikansan magas lett a kopoltyukban. Megallapitottak, hogy a
természetes €lohelyeken eléforduld deformitasokat, illetve betegségeket nagyban

befolyésolhatjak az ilyen jellegli antropogén hatasok.

Az elmult években a humdanpatoldgia teriiletén exponencialis érdeklddés mutatkozott olyan
modellszervezetek alkalmazasa irant, amelyek alkalmasak az emldsmodellek megfeleld
alternativaira, illetve gyorsabb és olcsobb megkozelitéseket tesznek lehetévé. LAIZE és
munkatarsai 2014-ben emiatt a méara mar tipikusan modellfajként emlegetett zebradanion
(Danio rerio) és japan medaka (Orizyas latipes) halakon vizsgaltak egyes gyogyszerek altal
kivaltott oszteogén vagy oszteotoxikus hatasokat. Szintén ebben az évben CORRALES ¢és
munkatarsai zebradaniokat etettek benzo[a]pirént (BaP) tartalmazo takarmannyal, aminek
rakkeltd hatasa ismert. Az FO generaciot 21 napig etették, majd egy F1-es generacidt nevelve
figyelték a hatasokat. A kisérlet végére F4 generacio lett 6sszesen, melybdl a takarmanyozas és
az expozicid hatasdra tobbgeneracids fenotipusos hatdsok jelentkeztek, ugyanis az F1-es
generacid hatarozottan mutatott csontdeformaciokat, illetve az F2-es generacioban is volt, de
kisebb aranyban (CORRALES et al. 2014). Mivel ezek a generaciok mar nem voltak kitéve a
BaP szennyezésnek, igy a nehézfém ¢&s gyogyszermaradvanyok szervezetbe jutdsanak

molekularis utvonalaival magyaraztak a jelenséget.

A halfajok termikus akklimatizaciés mechanizmusaival kapcsolatos vizsgalatot végeztek
ZHANG ¢és munkatarsai 2017-ben, mely soran mRNS és miRNS transzkriptom szekvenalast
alkalmaztak tibeti csupasz ponty (Gymnocypris przewalskii) larvaban. A vizsgalat soran két

olyan gént azonositottak, melyek hozzéjarulnak a csontvaz normadlis fejlodéséhez. A két gén
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megvaltozott expressziodja potencidlisan Osszefliggésbe hozhaté a deformitas és az indukalt

larvapusztulas fejlédési problémaival magas hdmérsékletii vizekben (ZHANG et al. 2017).

COSTA ¢és munkatarsai 2018-ban a takarmanyban 1€v6 foszfor (P) tartalom fiziologiai hatdsait
vizsgalta génexpresszios modszerekkel zebradanio (Danio rerio) egyedekben, melynek célja a
megfelelé P tartalom meghatérozasa volt a takarmanyokban. Osszesen 450 egyed szerepelt a
kisérletben, a 8 hetes vizsgalat utdn pedig értékelték az egyedek koponya és gerinccsont
deformacioit. Eredményeik azt mutattak, hogy az étrendi P-koncentracié kritikus tényezé volt
a zebradanio csontvaz rendellenességeinek el6fordulasaban. Az oszteokalcin expresszioja
forditottan korreldlt a P-szintekkel, ami a csont mineralizacios hidnyéanak fiziologias felépiilési
reakcigjara utalt. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az étrendben lévd 1,55% P
szignifikansan csokkenti a csontrendszeri deformitdsok megjelenését és az oszteokalcin

expresszio szabalyozasa révén eldsegiti a megfeleld csont mineralizaciot (COSTA et al. 2018).

2020-ban HAN ¢s munkatarsai a viz hdmérsékletének a talélésre, a csontvaz fejlodésére és a
hémérséklet altal kivaltott gerincdeformitas molekularis mechanizmuséara gyakorolt hatdsat
vizsgaltak pompano (Trachinotus ovatus) halban. A hallarvakat kelés utan 32 napig harom
hémeérsékletnek (26, 29, 32 °C) tették ki. A vizsgalat végén szignifikdnsan nagyobb ndvekedési
itemet figyeltek meg a 32 °C-on tartott halakban, viszont a ttlélési rata és az RNS/DNS arany
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a 26 és 29 °C-on tartott halaknal. A legmagasabb
gerincdeformitasi aranyt a 32 °C-on tartott halak esetében figyeltek meg, melyet azzal
magyaraztak, hogy a magas homérséklet felfelé szabalyozhatja a jelatviteli faktorok
expresszidjat a csontképzOdés soran, ami igy viszont alulszabalyozza a sox9 expressziojat,
befolyasolva az ECM-komponensek termelddését, ezaltal befolyasolva a csontok és porcok

fejlodését, ami végso soron gerincdeformitasokhoz vezethet (HAN et al. 2020).
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3. Anyag és modszer
3.1. Mintavétel

A kisérletbe 6sszesen 12 pontyot vontunk be a keltetés utani 60. napon. Ezek koziil 6 egyed
normal fejlodési volt, 6 egyed pedig gerincdeformalt. A 12 egyedbdl 6 pikkelyes, mig 6 tiikkrds
ponty volt, igy mind a normal egyedek, mind a gerincdeformitasos egyedek kozott volt 3-3
darab mindkét fenotipusbol. A halakat a Debreceni Egyetem Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudoméanyi és Kornyezetgazdalkodasi Karanak Halbioldgiai Laboratériumaban
nevelték, az egyedek ellendrzott kdrnyezetben, azonos kornyezeti és takarmanyozasi feltételek

kozott voltak tartva.

Az 6sszes csoport recirkuldcios rendszerben, 350 literes milanyag tartdlyokban volt nevelve,
mechanikus biofilterrel és UV lampaval. A halakat naponta 3 alkalommal etettiik (08:00, 12:00
¢s 16:00), kereskedelmi forgalomban 1évd szaraz tappal. A nem elfogyasztott takarmany és
sz€éklet naponta eltavolitasra keriilt. Az oxigén-telitettsége 80% felett, a hdmérseklet 25,05 +
0,5 ° C -on volt tartva. A fényperiddus 12 6ra vilagos és 12 ora sotét volt. A viz hdmérsékletét
¢s az oldott oxigént naponta ellendriztik HACH HQ30d hordozhaté mérével (HACH CO.,
Loveland, CO, USA). Az NO2', NO3 és NH4" -koncentraciokat HACH Lange DR/3900
spektrofotométerrel (HACH CO., Loveland, CO, USA) mértiik.

Fontos, hogy jelen kisérletben a kornyezeti faktorokat, mint tényez6t kizarhattuk, hiszen az
azonos kornyezeti feltételek kozott tartott egyedeknél a gerincdeformitds megjelenésének
genetikai okai keriilnek el6térbe. A Halbioldgiai Laboratoriumban tortént a boncolas is, amely
soran kiilonb6zd szovetekbdl vettiink mintdkat. Dolgozatomban az agybdl, vérbdl, szivbol,
majbol és a hat izomszovetébdl szarmazo szovetmintidkat elemzem. Boncolds elétt minden
egyednek megmértiik a tomegét és a testhosszat. A mintavétel 2018. julius 2-an tortént, ekkor
az egyedek 260 naposak voltak. A boncolas el6tt szegfliszegolajjal végeztiink eutanaziat az
egyedeken. A mintakat RNAprotect Animal blood tubes (Qiagen, Németorszag) és RNA latert
tartalmazo csovekben taroltuk -80 C°-on feldolgozasig, az RNS stabilizalasa €és védelme

érdekében.
3.2. RNS izolalas, cDNS atiras

A laboratoriumi munka a Debreceni Egyetem Agrar Genomikai és Biotechnologiai

Kozpontjaban zajlott. Vizsgalatom soran az agybol, vérbdl, szivbol, majbol és a hat
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izomszovetébdl szarmazd szdvetmintakbol dolgoztunk, ezekbdl izolaltunk teljes RNS-t.
RNeasy Protect Animal Blood Kitet (QIAGEN, Hilden, Németorszag) hasznaltunk a vérhez,
E.Z.N.A.® Total RNA Kit II-6t (Omega Bio-tek, Norcross, USA) az agyvelohoz és az E.Z.N.A.
Tissue RNA Kit-et (Omega Bio-tek, Norcross, USA) hasznaltuk a sziv, maj és hatizom szovet
esetében, a folyamat soran a gyartdi protokollok Iépéseit kovettik. A mintak RNS

crer

Waltham, MA, USA) mértiik meg.

A reverz transzkriptdz enzim képes az RNS templatrol DNS szalat Iétrehozni (FENG et al.
2012). A keletkez6 DNS a komplementer szal DNS-e (cDNS), és mivel mar érett messenger
RNS-rdl keletkezett, intronokat nem tartalmaz. A vizsgalat tipusatol fiiggden az adott mRNS-
szintek real-time PCR-rel torténd kimutatasahoz nincs is sziikség tobb 1épésre, mivel az
egyszalu DNS ugyanugy alkalmas a PCR-reakciora, mint a kétszalu, csak ebben az esetben
eggyel tobb ciklusra van sziiksége ugyanakkora fluoreszcencia generalasdhoz (FENG et al.
2012). Az atirashoz hasznalt szintetizalé kit a qPCR BIO c¢DNA Synthesis Kit (PCR
Biosystems, London, Egyesiilt Kiralysag) volt.

3.3. gPCR (Valés idejii polimeraz lancreakcio)

A laboratériumi munka soran fluoreszcens festékként SYBR Green I-et hasznaltunk. A qPCR
reakciohoz a 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Egyesiilt Allamok) késziiléket
alkalmaztuk. A referenciagén (HKG) a béta-2-microglobulin (B2M) gén volt.

A kivalasztott primereket a 2. tdblazatban ismertetem.

2. tablazat: Az alkalmazott primerek adatai.

Amplikon hossza

(bp)

Gének Primer szekvenciak (5°—3’)

F: CCATCGGCAATGAGCGTTTC
B-actin2 75
R: GCACAGCATAAGACTCACCCA

F: AGGCAGAACCACCTAATCAA
CALR 121
R: CCACCTTCTCGTTGTCGATTT

F: ACATTGGTGGCGCAGATCA
COL1A2 191
R: ACTCCGATAGAGCCCAGCTT
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F: TCTTCTCATTTGGGAGTGTCTCA
GH 86
R: AGACACCACTGTGAAATGTTCC

F: CGCCTCGAGATGTATTGTGCAC
IGF1 73
R: CTGTATGCCGTTGCGCTCGT

PCR reakcioelegy 10 pl reakcio kozegben:
e 5 ul PowerUp ™ SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)
e 0,6 ul forward primer (10uM) (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA)
e 0,6 ul reverse primer (10uM) (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA)
e 1,3uldH20
e 2.5 ul cDNS (2 ng/ul)

3.4. A gerincben 1évé makro- és mikroelemek analizise

A boncolas soran a teljes gerincoszlopot is eltavolitottuk tovabbi vizsgalatok céljara. A
gerincoszlopok feldolgozasat a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszéken
végezték el. A mintdkat kemencében allando tomegig szaritottak, és 2x4,0 ml salétromsavval
(HNO2) martak (p.a. 65%). Ezutan 1,0 ml hidrogén-peroxidot (H202) (p.a. 30%) adtak a
mintakhoz, amelyeket a mérés elétt 10 ml-re egészitettek ki. A Fe, Mg, Na, és S értékeket
ezekbdl az oldatokbol mérték egy 5110 VDV Agilent ICP-OES (Agilent, Santa Clara, USA) 5

pontos kalibracids vonal alkalmazasaval.
3.5. Adatelemzés

A Ct értékek alapjan Pfaffl-modszerrel szamoltuk ki a relativ génexpresszid szintjét. A
modszernek kdszonhetden a kiilonb6z6 hatékonysaggal miikodo reakcidkat is megfeleld moédon
lehet Osszehasonlitani, tovabba ez a modszer figyelembe veszi a primer hatékonysagi
kiilonbségeket. A Pfaffl-modszer alkalmazéasahoz sziikség van a vizsgalt gén (gene of interest,
GOI) és a kontrol/referencia gén (housekeeping gene, HKG) primer hatékonysagi értékére,
valamint a minték cikluskiiszobértékeire (Ct), ezek segitségével kiszamolhatoak a ACt értékek,
majd a primer hatékonysag (E) segitségével szamolhatjuk ki a gén relativ expresszid szintjét

(PFAFFL 2001) (3. abra).
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3. abra: A gének relativ expresszio szintjének szamolasa a Microsoft Excelben.
A Pfaffl képlet hasznalata el6tt, ki kell szamolni a primer hatékonysagat (Converted primer
efficiency) is, mind a GOI, mind a HKG gének esetében, melyek szazalékos formaban lesznek
jelen a képletben. Ezt a 4. abran szereplé képlet segitségével lehet kiszamolni. A primer
hatékonysagat a LinRegPCR 2017.0 verzioju szoftverével szamitottuk ki (RAMAKERS et al.
2003).

Primer hatékonysag (%)) +

Primer hatékonysag = ( ™"

4, abra: Primer hatékonysag szamitas

A primer hatékonysagéanak kiszamolasa utan az atlagos Ct-értékek kiszdmolasa kovetkezik. Ezt
kovetden el kell donteniink, hogy melyik mintat vagy mintacsoportot hasznaljuk referenciaként
az Osszes minta ACt értékének kiszamitasakor. Majd atlagoljuk a vizsgalt és a referencia gének
atlagos Ct-értékeit, ez lesz a kontroll atlag, és ACt értéket szamolunk minden mintdban minden
egyes gén esetén. Ezutan a kontroll atlag értékébdl kivonjuk az atlagos Ct-értékeket, majd

behelyettesitjlik az értékeket a 5. abran lathato egyenletbe. Az 'E' a primer hatékonysagot jeldli.
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5. abra: A Pfaffl képlet (Pfaffl 2004)

A szadmitasokhoz a Microsoft Excel 2013 (v15.0) programot hasznaltuk. Az elemzések soran a
HKG, melyhez az altalunk vizsgélt géneket hasonlitottam, a B2M, vagyis a béta-2-

mikroglobulin volt.

Minden statisztikai elemzést SPSS 26.0 szoftverrel végeztiink (IBM Corp., Armonk, New
York, USA). A két csoport (normal ¢és deformalt) kozotti kiilonbségek Osszehasonlitdsara
fiiggetlen mintas T-probat és Mann-Whitney U-probat hasznaltunk. A normalis eloszlast a
Shapiro Wilk teszt segitségével vizsgaltuk. A szordshomogenitast Levene tesztjével értékeltiik.
Ha a Levene teszt alapjan a szorashomogenitas nem volt szignifikans, akkor fliggetlen mintas
T-probat alkalmaztunk, ha pedig szignifikans értéket kaptunk, akkor a Welch T-tesztet

hasznaltuk.

A dolgozatban linearis regresszios modellt alkalmaztunk a génexpresszio és az elemtartalom
kozotti kapcesolat elemzésére a kiilonb6zo szdvettipusokban. Abban az esetben, amikor a
vizsgalt mintdk mRNS-expresszidja vagy elemtartalma nem mutatott normalis eloszlést
(Shapiro-Wilk teszt esetén), akkor egy nem paraméteres statisztikai tesztet, az ugynevezett
Spearman-féle rangkorrelacios tesztet hasznaltunk a kapcsolatok elemzésére. A Spearman-féle
korrelacié rangsorol egy alternativ nemparaméteres modszert €és a linearis regresszio

vizsgalathoz hasonl6an teljesit (STRANGER et al. 2007).

Minden statisztikai teszt/proba sordn p<0,05 kiiszobértéket alkalmaztunk a szignifikancia

értékelésére.
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4. Eredmények és értékelésiik
4.1. A relativ génexpresszios szintek kvantitativ elemzése a vizsgalt szovetekben

A kovetkezokben a vizsgalatba vont gének relativ expresszids vizsgalatanak eredményeit
ismertetem. A legnagyobb kiilonbséget az mRNS-szintek kozott a CARL gén mutatta vérben,
illetve az IGF az agyvelében (6. és 9. abra). Altalanossagban elmondhat6, hogy ezekben az
esetekben a két csoport kozott kiegyenlitett értékeket kaptunk, kivéve a CARL expresszidjat a
vér esetében, ahol magasabb értéket figyeltiink meg a normal csoportban. Ez a kiilonbség

azonban statisztikailag nem volt szignifikans.

5,00

4,00

3,00

2,00

CARL mRNS

1,00

0,00
sziv hatizom agyvel6

NIRRT

-1,00
B Normal ™ Deformalt

6. abra: A CARL gén relativ expresszios szintjei a vizsgalt szovetekben

A COL1A2 gén szignifikans értéket mutatott a normal csoport vérében a deformalt csoporthoz
képest, illetve a deformalt csoport szignifikansan magasabb mRNS szintet mutatott a szivben
(7. abra). A két csoport kozott a vérben volt a legjelentésebb mértéki a relativ expresszios

szintek kozotti kiilonbség.
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7. abra: A COL1A2 gén relativ expresszios szintjei a vizsgalt szovetekben

A GH gén relativ expresszios szintjei kozott nem figyeltiink meg statisztikailag szignifikdns

eltérést egyik szovetben sem (8. dbra).

6,00
5,00
4,00

3,00

2,00

0,00

vér sziv hatizom agyveld
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-1,00
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B Normal M Deformalt

8. abra: A GH gén relativ expresszios szintjei a vizsgalt szovetekben
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Az IGF1 expresszios szintjei esetében statisztikailag szignifikans kiilonbséget talaltunk a
szivszdvetben, ahol a normal csoport magas expresszios szintet mutatott a deformalt csoporthoz
képest (9. abra). A deformalt csoportban bar nem szignifikans, de jelentds kiilonbség lathato a

vér és az agyveld esetében is.

10,00
8,00
6,00
[%2]
Y 4,00
[+
£
s *
9 2,00
sziv maj hatizom agyveld
-2,00
-4,00
m Normal M Deformalt *: Two-tailed szignifikanciat jeldl

9. dbra: Az IGF1 gén relativ expresszios szintjei a vizsgalt szovetekben

4.2. Arelativ génexpresszio és a gerincoszlop elemtartalma kozotti osszefiiggések

A mikro- és makroelem-tartalom elemzések soran egyik vizsgalt elem esetében sem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a deformalt és normal csoportok kozott. A 3. tablazat
bemutatja a linearis regresszi6 ¢és a Spearman-féle korrelacios vizsgalat szignifikans
eredményeit az mRNS szint és a makroelem-tartalmak kozotti kapesolatok vizsgélata soran. A
tablazatban lathatd, hogy tobb esetben kimutathatd 0sszefiiggés volt az egyes gének kiilonbozd
szovetekben mért relativ expresszidja és a gerincoszlop asvanyianyag tartalma kozott, tovabba

minden esetben erds kapcsolat volt a valtozok kozott.

A vérben erds pozitiv korrelacié volt a CARL és a COL1A2 gének S és mRNS szintje kdzott a
normal csoportban (mindkét esetben r = 0,886; p = 0,019) (3. tablazat). A deformalt halak sziv
szoveteiben a Mg-szint erds pozitiv korrelaciot (r = 0,812; p = 0,05) mutatott az IGF1 mRNS-
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szintjével, mig ugyanezt az Osszefliggést erds negativ korrelacié (r = -0,829; p = 0,042)
jellemezte a normal csoport esetében. Alapvetden a Mg esetében erdsen negativ korrelacio volt
a jellemz6 kett6 vizsgalt génnel a normal csoport szivszovetében (COL1A2, CARL: = -1000;
p = 0,000). Ugyanakkor a S elem erés korrelaciot mutat az IGF1I mRNS szintjével a
szivszovetben (r = -0,899; p = 0,015). A maj Mg-tartalma erés, pozitiv korrelaciét mutatott a
COL1A2 (R =0,936; p = 0,006) illetve a CARL (R = 0,904; p = 0,013) génekkel a normal
csoportban. A hatizom szovetben a deformalt csoportban a Mg erds pozitiv linearis regressziot
mutatott a GH gén mRNS-szintjével (R = 0,838; p = 0,037). Az agyban csak a Na mutatott
szignifikans linearis regressziot, viszont ilyen kapcsolatot tobb gén esetében is megfigyeltiink
(CARL: R =0,834; p=0,039; COL1A2: R =0,835; p =0,039; GH: R =0,839; p=0,037), és
ez minden esetben a deformalt csoportra volt jellemzo.

3. tablazat: Az mRNS-szintek és a gerinc makroelem-tartalmanak szignifikins eredményei a
linearis regresszié és a Spearman-féle korrelacié alapjan.

Spearman-féle

Szovet  Gén Elem  Csoport p R R? Korrigalt R? rhgg’?iréﬁlai?és p
vér CARL S normal 0,886 0,019
vér COL1A2 S normal 0,886 0,019
sziv IGF1 Mg deformalt 0,812 0,050
sziv IGF1 Mg normal -0,829 0,042
sziv GH Mg normal 0,943 0,005
sziv. COL1A2 Mg normal -1,000 0,000
SZiv CARL Mg normal -1,000 0,000
sziv IGF1 S deformalt -0,899 0,015
maj COL1A2 Mg normal 0,006 0,936 0,875 0,844
maj CARL Mg normal 0,013 0,904 0,817 0,771

hatizom  GH Mg deformalt | 0,037 0,838 0,703 0,629
agy CARL Na deformalt | 0,039 0,834 0,696 0,620
agy COL1A2 Na deformalt | 0,039 0,835 0,697 0,621
agy GH Na deformalt | 0,037 0,839 0,704 0,631

p<0,05
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A 3. tdblazat alapjan elmondhato, hogy a COL1A2 magasabb expresszids szintjével a normal
csoportban 1évo egyedek vérében a S-tartalom is nd. Erds korrelacié van az IGF1 mRNS szintje
¢s a sziv Mg-tartalma kozott, amit a Spearman-féle korrelacid is megerdsitett mindkét vizsgalati
csoportban. Ezek alapjan a deformélt csoportban 1évé halakat alacsonyabb IGF1 expresszids
szint jellemzi, ami egy magasabb Mg szinttel tarsul. A deformalt csoport alacsonyabb IGF1
mRNS szintjével ellentétesen negativ S-tartalom korrelaciot figyeltiink meg.

4. tablazat: Az mRNS-szintek és a gerinc mikroelem-tartalmanak szignifikans eredményei a
linearis regresszi6 alapjan.

Linearis Regresszio

Szivet Gén Mikroelem Csoport p R R? Korrigalt R?
agy CARL Fe deformalt 0,023 0,873 0,762 0,703
agy COL1A2 Fe deformalt 0,020 0,883 0,780 0,725
agy GH Fe deformalt 0,019 0,886 0,785 0,731
p<0,05

A 4. tablazat az mRNS-szint és a mikroelem-tartalom kapcsolatdnak szignifikdns eredményeit
mutatja be. Ebben az esetben az agyszovet mutatott egyediil kapcsolatot a génexpresszio €s a
Fe tartalma ko6zott néhany gén esetében. Lathatd, hogy minden esetben a deformalt csoportban
volt kimutathat6 az osszefliggés (CARL: R =0,873, p=0,023, COL1A2: R =0,883, p = 0,020,
GH: R =0,886, p = 0,019), a vizsgalt Fe mikroelemmel.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Bar a CALR gén esetében a relativ expresszios szint nem volt szignifikansan eltéré a vizsgalt
szovetek kozott, a vérben megfigyeltiink egy jelentdsebb kiilonbséget a csoportok kozott.
Ennek a génnek az esetében erds negativ korrelacié mutatkozott a S-tartalommal a vérben és
Mg tartalommal a majban, mindkét esetben a normal csoport volt az érintett. A deformalt
csoportban egyediil a Na mutatott szignifikdns linearis regressziot az agyszovetben a CALR
génnel. LIU és munkatarsai 2011-ben végzett vizsgalatdban a CALR expresszidja akkor
novekedett meg jelentdsen, amikor a szervezetben a fertdzés és a Fe szintje megnétt, ugyanis
ezaltal az ilyen tipusu stresszorok felborithatjdk a sejtek anyagcsere-valaszainak egyensulyat,
melyérta CALR gén is felelos (LIU et al. 2011). Y1 és munkatarsai 2017-ben kis d6zisti ionizald
sugarzas alatt vizsgaltdk egerek majszoveteit, €s azok reakcigjat. A sugarzasi ddzisok
novekedésével nodtt a koros elvaltozas a majszovetekben, ezzel ardnyosan a vizsgalt fehérjék
expresszigja is novekedett. A vizsgélat eredményei kimutattak, hogy a CALR a besugarzott
csoportokban fokozottan szabalyozott volt, ami azt jelenti, hogy a CALR fontos lehet a
stresszreakcidkban adott valaszok esetében. Megallapitottak tovabba, hogy a CALR fehérje
potencialis jelolt lehet egyfajta figyelmeztetd biomarkernek, de a mdogdttes mechanizmus
tovabbi vizsgalatot igényel (YI et al. 2017). Jelenlegi ismereteink szerint a CALR nem vesz
részt jelentds mértékben a gerincdeformitds kialakuldsdban viszont, ha mar bekdvetkezett a
probléma, akkor nagyobb a valoszinlisége annak, hogy a gén mikodése fokozddni fog, ezt
alatdmasztjak a sajat eredményeink is, ugyanis a deformalt csoport agyszdvetében a CARL gén
mRNS szintje és a Fe kozott volt kimutathatd 0sszefiiggés. Egy vizsgalatban 5 hétig magas
higanytartalmu iiledékben tartottak atlanti tokehalakat (Gadus morhua), mely soran a CALR, a
HSP70 és a hem oxigendz mRNS szintje jelentésen megndvekedett a kopoltytkban és a
majszovetben (OLSVIK et al. 2011). Az alap felvetés az volt, hogy a deformitasok (kiilondsen
a csontvaz deformitdsai) zavarhatjdk a citoszkeletdlis karosoddst és az immuntoxicitdst
(OLSVIK et al. 2011; ZHENG et al. 2019). A higany toxicitasanak elsddleges célpontjai a
mitokondriumok lehetnek, aminek kovetkeztében elsésorban a sejtek fejlodése valik gatoltta
(WANG et al. 2013; CHEN et al. 2017). Sajat eredményeink esetében az, hogy nem volt
szignifikans eltérés a CARL gén esetében, azt jelentheti, hogy ezekre a gerincdeformalt
egyedekre nem hathatott stresszhatasként a deformalt jelleg, vagy annak mértéke nem ért el
olyan kritikus szintet, ami miatt a génnek figyelmezteté biomarker szerepe érvényre jutott

volna.
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Eredményeink alapjan a COL1A2 gén szignifikdnsan magasabb szinten expresszalodott a
normal csoport vérében, mint a deformalt csoportban. A gerinc S-tartalma ezzel 6sszefiiggésben
erdsen pozitiv korrelaciét mutatott. A kollagén a leggyakrabban el6forduld extracelluléris
matrix fehérje (ECM), mely segit a nagyfokt terhelés eloszlatidsaban a szovetekben
(PURSLOW 2018). Az ECM degradacioja izomkarosodashoz vezethet, amelyet a myocytak
szerkezeti és funkcionalis valtozasai okoznak (STEARNS-REIDER et al. 2017). Egyes
tanulmanyok kimutattak, hogy a mutalodott kollagén eltéréen expresszalodhat a csontban és a
bérben (GAJKO-GALICZKA 2002), példaul az egyik vizsgalatban egy leszabalyozott
COL1A2 izomsorvadast okozott a zebradanioban (Danio rerio), ugyanis a kollagén tobbek
kozott részt vesz az ECM szervezddésének szabalyozasaban és a csontrendszer fejlodésében is
(CHEN-CHEN et al. 2021). A COL1A2 gén alacsonyabb mRNS szintje a deformalt csoport
vérszovetében egy ujabb jele lehet annak, hogy ez a gén kulcsszerepet jatszhat a halak

patologids szerkezeti valtozasainak kialakulasaban.

A kollagén mellett a S is fontos sszetevije a szovetek erdsségének, és az eredményeink arra
utalnak, hogy a kollagén megfeleld expresszidja a vérben kozvetlen hatassal lehet a szovetek
kéntartalmara, igy a normal sejtfejlodésre is mivel a kollagén a kénszallitas egyik fontos eleme
(SOETAN et al. 2010). A COL1AZ2 esetében nagyon erds negativ korrelacio volt a gén mRNS
szintje ¢és a gerinc Mg tartalma kozott a normal csoport szivszovetében. A Mg is rendkiviil
fontos szerepet jatszik a csontszovet fejlodésében, tovabba szamos enzimrendszer aktiv
komponense, amelyekben a timin-pirofoszfat a kofaktor. Az oxidativ foszforilacio
nagymértékben csokken Mg hianyaban (SOETAN et al. 2010). Ez az elem a csontok
alkotoeleme is (MURRAY et al. 2000). A Mg felszivodik a belekben, majd a vér altal tud eljutni
a sejtekhez és szovetekhez. Vizsgalatunkban a COL1A2 szignifikdnsan magasabb mRNS
szintet mutatott a deformalt csoport szivszovetében, ami negativan korrelalt a gerinc Mg-
tartalmaval. A szervezetek Mg-forgalmaban részt vesz a sziv, illetve a gerincoszlop
csontszovete is. Ugyan a vizsgalat soran Osszefliggést talaltunk az emlitett Utvonalon, de a

folyamat pontos megértéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A GH gén relativ expresszios szintjei kozott nem volt statisztikailag szignifikans eltérés egyik
szovetben sem. Az IGF1 esetében szignifikans kiilonbséget mértiink a két csoport mRNS szintje
kozott a szivszovetben, ahol a deformalt csoportnal volt alacsonyabb a génexpresszido mértéke.

A szervezetben a vazizomzat tomege a fehérjeszintézis €s a fehérjék lebomlasanak sebessége
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kozotti egyensulytol fiigg. A fehérjeszintézisben pedig az IGF génnek kulcsszerepe van
(CHEN-CHEN et al. 2021). A fehérjeszintézis az intracellularis mTOR jelatviteltol fligg,
amelyet az inzulin/IGF1-PI13K-Akt kaszkad foszforilacios jelei aktivalnak (PELOSI et al. 2015;
O'NEILL et al. 2016). Az IGF1 receptorja az IGF1R, ami szintén részt vesz a foszforilacios
jelekkel az mTOR jelatvitelben viszont, ha ezek genetikailag inaktivalodnak, akkor ennek
kovetkezményeként az izomban csdkkent izomrostméret vagy izomdiszpldzia kdvetkezhet be
(AHMAD et al. 2020). A GH/IGF1 tengely szabalyozza a sziv novekedését, serkenti a szivizom
kontraktilitasat és befolydsolja az érrendszer miikodését. Ez alapjan, ha az IGFImiikodése
szabalyozotta valik, akkor az axonok nem tudnak rendezett modon képzddni tulzott terhelés
alatt vagy utan, ami hozzajarulhat az izomsorvadashoz, més néven a szivizom atréfiahoz. igy a
deformalt egyedek szivszoveteiben mért szignifikansan alacsonyabb IGF1 expresszio szivizom
atrofiara is utalhat. Ugyanakkor ez jelezheti a gerincdeformitas mértékét is, mivel a nagyfoka

gerincdeformitas mellett mar stlyos sziv €s érrendszeri problémak is jelentkeznek.

A Mg-tartalommal kapcsolatban pozitiv korrelacid csak a deformalt halak szivszoveteiben
fordult eld az IGF1 mRNS-szintjével 0Osszefliggésben, tovabba erds negativ korrelacio
jellemezte a normal csoportot minden masik vizsgalt génnel kapcsolatosan (CARL, COL1A2,
¢s GH). A Mg szerepe nagyon Osszetett, mivel szamos enzim nélkiilozhetetlen kofaktora, illetve
fontos szerepet jatszik a szildrd vazrendszer felépitésében, az ozmoregulacioban ¢és a halak
neuromuszkularis atvitelében is. Hianya a novekedés lassulasat, izomszovet degeneraciot és
deformaldodott vazrendszert eredményez (BRUCKA-JASTRZEBSKA és KAWCZUGA 2011).
Részt vesz olyan enzimek felépitésében €s aktivaldsdban, amelyek szdmos fontos folyamatot
katalizalnak, mint az ATP szintézis, az ATP-ADP konverzid, a fehérjeszintézis, és az oxidativ
dekarboxilezés. A Mg kevésbé konnyen keriil be a vérbe, nem ugy, mint mas fémek (Ni, Cd,
Pb) (BRUCKA-JASTRZEBSKA és KAWCZUGA 2011). Altaldnossagban elmondhat6, hogy
a gerinc Mg-tartalma erdsen negativan korrelalt a legtobb gén mRNS szintjével a normal
csoport szivszoveteiben, de kivételt képeztek a GH és az IGF1 gének, ahol erés pozitiv
korrelaciot és regressziot mértiink. A GH esetében a normal, mig az IGF1 esetében a deformalt
csoportban tapasztaltuk ezt az eredményt. A dolgozatban ez az egyetlen eset, amikor mindkét
vizsgalati csoportban azonos 0sszefliggésben kaptunk statisztikailag szignifikans eredményt.
Az elézéekben mar emlitettem, hogy az izomsejtek szerkezeti karosodasa a magnéziumhoz
kothetd. Az IGF1-koncentracid, valamint a Mg és a lipidek kozotti osszefliggések pedig

biomarkerként hasznalhatok a sziv- és érrendszeri betegségek korai diagnosztizalasara. A
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cukorbetegek Mg szintje altalaban alacsonyabb, mivel az IGF1 képes novelni az intracellularis
Mg szintet, ¢s megforditani a hipertonias sejtek tompa valaszat az inzulinra (SARKAR ¢s
MESHRAM 2018). Az IGF1 jelatvitel szabalyozza a sziv 6sszehtizddasat, az anyagcserét, a
hipertrofiat, az autofagiat, az dregedést és az apoptozist (TRONCOSO et al. 2014). Ezek a
tiinetek gerincdeformitas kapcsan is megjelenhetnek, igy nem férhet kétség a Mg fontos
szerepéhez a koros elvaltozas kialakuldsaban. A szivizom a keringésen keresztiil kdzvetetten
kapcsolodik a test minden részéhez. Igy az IGF1 expresszidja, mint a sejtndvekedés
kulcsfontossagli szabalyoz6 génje ebben a szovetben, kozvetett hatassal is lehet a
deformacioban kozvetleniil érintett szovetekre. Véleményiink szerint a mindkét csoportban
Kimutatott kapcsolat egymast kolcsondsen erdsitd eredmény, és az ebben az Osszefliggésben
vizsgalt tényezdk a genetikai okokbdl eredd gerincdeformitds jelenségének is kulcstényezdi
lehetnek. Igy a szivszovet, az IGF1 gén és a gerinc (vagy a szervezet mas szdveteinek) Mg-

tartalma tovabbi, részletesebb vizsgalatokra érdemes rendszer lehet.

A dolgozatban az egyetlen makroelem a Na, illetve az egyediiliként vizsgalt mikroelem, a Fe
voltak azok, amik csak az agyszovettel mutattak Osszefiiggést, harom kiilonb6zé génben
(CALR, COL1A2, GH). A Na nélkiilozhetetlen eleme az allati szervezetnek, mivel ez az
elsédleges kation az extracellularis folyadékokban (SOETAN et al. 2010). Ez a makroelem
szabalyozza a sav-bazis egyensulyt, részt vesz az ozmotikus nyomas fenntartasdban, aktivalja
az ideg- és izomfunkciot, valamint részt vesz a Na+/K+ -ATPazban, és az idegimpulzusok
atvitelében (HAYS és SWENSON 1985; MALHOTRA 2012; MURRAY et al. 2000). A Fe a
hemoglobin részeként miikodik az oxigénszallitaisban (SOETAN et al. 2010), igy a
sejtlégzésben részt vevo enzimek nélkiilozhetetlen osszetevéje (MALHOTRA 2012). A Fe
szilkkséges a gerincveldé megfelelé mielinizacidjahoz és az agyi/kisagyi reddk
fehérallomanyahoz (BEARD 2001). Ezek az eredmények megfelelnek az eldzetes
varakozasainknak, ugyanis a Na egyik legfontosabb élettani szerepe az idegimpulzusok
atvitelében és a membrantranszport folyamatokban van, ezért a Na-tartalom erésen befolyasolja
az agymukodést. Ezenkivil a Fe jelentds hatassal van az idegrendszerre az
elektrontranszportban, a neurotranszmitterek szintézisében, valamint felvételiikben és a
neurotranszmitterek mas vastartalmu fehérjékké valo lebontasaban, amelyek révén kozvetleniil

vagy kozvetve megvaltoztathatjak az agymiikodést (BEARD 2001).
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Osszefoglalas

A dolgozat célja a kiilonb6z6 novekedéssel és idegrendszeri szabalyozassal kapcsolatba
hozhat6 gének relativ expresszids szintjének meghatarozasa volt kiilonb6z6 szovettipusokban
normal, illetve gerincdeformdlt ponty egyedek csoportjaiban. Tovabba vizsgaltuk a gének
mRNS expresszios szintje €és a gerincoszlop makro- ¢és mikroelem-tartalma kozotti
osszefliggéseket is. Osszességében elmondhatjuk, hogy a relativ génexpresszids szintek kdzott
3 statisztikailag szignifikans esetet detektaltunk, az mRNS szintek és az elemtartalom
Osszefiiggéseit vizsgalva pedig 8 esetben a normal, 9 esetben pedig a deformalt csoportban
tartunk fel szignifikans kiilonbséget. Szdvet szerint csoportositva a hatizom 1 esetben, a
vérszovet 2 esetben volt érintett, legtobbszor pedig az agy és szivszovet szerepelt (6-6 eset). A
makroelem-tartalom és a relativ génexpresszios szint kozott feltart kapcsolatokban legtobbszor
a Mg jatszott szerepet. A vizsgalt mikroelem esetében pedig csak a deformalt csoport
agyszovete volt érintett. A deformitas éaltal kozvetlentil érintett szovetben, a hatizomban, illetve
a novekedés alapvetdé meghatarozojaként szolgdldé GH génben nem volt kimutathato
statisztikailag szignifikans kiilonbség a két vizsgalati csoport kozott. Ez mindenesetre azt a
hipotézist erdsiti, hogy a gerincdeformitds kialakuldsa nem pusztan lokalis hatdsokon alapul,
okai, kdvetkezményei az egész szervezetre kihatnak. Emiatt a gerincdeformitast nem pusztan
esztétikai hibaként kell kezelni, hanem negativ jelenségként, amelyet allatjoléti és gazdasagi

okokbdl egyarant meg kell akadalyozni vagy csokkenteni kell.

Osszefoglalva, a novekedésben és az idegrendszer szabalyozasaban részt vevd gének mRNS
szintjei, valamint mikro- illetve makroelem szintjei viszonylag kiegyenlitett aranyban alltak
kapcsolatban. Dolgozatom azonban csak az Osszefiiggések feltarasat célozta. A kapcsolatok
iranyanak és pontos hatterének tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel a jovoben. Az
mindenesetre biztosnak tiinik, hogy a jelenség hatterében egyszerre tobb gén és elem
szabalyozo szerepe is meghtizédik. Ugy gondolom, hogy a jelen eredmények alatamasztjak azt
az hipotézisiinket, hogy a gerincdeformitas kialakulasa mogott Osszetett jelenségek allnak,

amelyek pontos feltarasa holisztikus megkozelitést igényel.

Bizom benne, hogy dolgozatom eredményei hozzajarulnak az intenziv recirkulacios
rendszerben torténd fenntarthat6 haltenyésztés fejlodéséhez és a gerincdeformitas jelenségének

visszaszoritdsahoz vagy csokkent szdmu és intenzitasti megjelenéséhez.
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