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1. Bevezetés
1.1 Rotiferek
1.1.1 A Rotiferek altalanos jellemzése

A rotiferek (kerekesférgek) kozmopolita, mikroszkopikus soksejtii és egyben a vilag
legkisebb allatai, amelyek sés és édesvizekben, talajban, illetve sarkvidéki és magashegyi
jégtakarokban egyarant eléfordulnak (Ejsmont-Karabin és mtsai., 2019). Testuk korilbelll
1000 sejtbol all, dsszetett szervrendszeriik a szaporitdszerveket, az emésztészervrendszert, az
idegrendszert (40 db idegsejt) és a kivalasztd mirigyeket foglalja magaban (1. dbra). Méretlik
atlagosan 200-300 pm, ritk&n haladja meg a 0,5 mm-t.

1. abra: Rotifer altalanos
anatémiai képe dorzélis (A) és
lateralis (B) oldalrdl. Irodalmi
adatok alapjan valosziniisithetd,
hogy a Rotiferek a kiilonbzo
szinekkel jeldlt felsé régidban
s 16v8, szekréciora alkalmas
tertileteket hasznaljak
valadékok  és  testnedvek
termelésére (6, 9, 15).
Réviditések: F: fej, T: torzs, L:
T lab, 1: agy, 2: hagyholyag, 3:
korona, 4: klodkalis nyilas, 5:
dorzalis csillok, 6: emésztd
mirigy, 7: Dbél, 8: lateralis
csillok, 9: mastax, 10:
protonefridium, 11: ovarium,
12: labmirigy, 13:
retrocerebralis szerv,14:
gyomor, 15: nyalmirigy, 16:
vitellarium, 17: faroknyulvany,
18: nyel6esé (Fontaneto és
) Willem, 2015).
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A feji részen elhelyezkedd
mozgatd csillok segitségével képesek taplalkozni és Uszni. Testik altalaban hosszukas torzzsel
és elhegyesedd végii labbal rendelkezik. A torzs egy félkemény burkolattal, a lorikaval védett,
amelyet az epidermalis sejteken beliili intracellularis erdsitd elemek alkotnak. Az izmos
ragoszerv (mastax) belsé allkapcsokkal (trophi) van ellatva. Ezen kisméretii allatokon
nincsenek kulonallo izomrétegek a testfalban, ugyanis egyetlen 6sszefiiggé izomcsoport
talalhatd (Martini, 1912; Nachtwey, 1925; Peters, 1931; StoBberg, 1932; Dehl, 1934). A
torzsiik képvisel6i széles korben elfogadott 6kologiai indikatorok. Szamtalan fajuk rutinszeriien

alkalmazott kisérleti allatmodell a feltar6 és rutin kutatdsok szamos teriiletén, mint példaul az



élettartam, az Gregedés, az tirkutatas, a neurotoxikus aggregatumok célzott katabolizmusa, az
életképesség, a toxikoldgia, az evollcio és a horizontalis géntranszfer, vagy a farmakologia és
a gyoégyszerkutatas (Ricci €s mtsai., 2003; Dahms és mtsai., 2011; Snell és mtsai., 2014; Eyres
és mtsai., 2015; Gonzélez-Pérez és mtsai., 2016; Rico-Martinez és mtsai., 2016; Olah és mtsai.,
2017; Datki és mtsai., 2018; Macsai és mtsai., 2019). Emellett az utobbi id6ben egyre nagyobb
jelentéséget kapnak a mikro-in vivo OMICS (genomika, transzkriptomika, proteomika,
glikomika, metabolomika) médszertanokban (Hwang és mtsai., 2014; Nowell és mtsai., 2018)
és a kornyezetbarat ipari technologiakban (pl. biopolimerek transzlacidja, nyersanyag- és
tapanyagforras). Ezekre a mikrogerinctelenekre — mas él6lényeknél is fokuszaltabban —
jellemz6é az Onfenntartassal és a fajfenntartassal kapcsolatos preferencia. Természetes
¢léhelylikdn az altalanos tapanyaguk kozé tartoznak a lebomld szerves anyagok (Fontaneto és

mtsai., 2011; Robeson és mtsai., 2011).
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2. dbra: A rotiferek helye az in vivo bioldgiai modellrendszerekben (Datki és mtsai., 2022)

Filogenetikusan szelektalt képessegiknek koszonhetéen képesek a szerves hulladékban
eléforduld konglomeratumokat és aggregadtumokat “taplalékként” felhasznalni. Hatékonyan
alkalmazkodnak a természetes kdrnyezeti valtozasokhoz (adaptiv fenotipikus plaszticitas), sét,
kedvezotlen koriilmények kozott is képesek tulélni, példaul anyagcseréjik csokkentésével, az

aktiv élet vagy a petetermelés felfuggesztésével (Shain és mtsai., 2016; Jonsson és Wojcik,



2017; Kanazawa és mtsai., 2017). A bdelloidok, mint példaul a Philodina acuticornis vagy az
Adineta vaga, bizonyos sz¢lséséges koriilmények kozott képesek az emberi tipusu neurotoxikus
aggregatumokat, pl. a béta-amiloidot, alfa-szinukleint és scrapie-tipust priont katabolizalni
(Datki és mtsai., 2018). Egyes gerinctelenek képesek kiilonb6z6 tipusu biopolimerek
kivalasztasara is; ez elsdsorban a Mollusca, Echinodermata és az Arthropoda térzsbe tartozd

tengeri fajoknal figyelhet6 meg (Ganesana és mtsai., 2020).

1.1.1 Alkalmazott rotifer modellek
1.1.1.1 Euchlanis dilatata

Az Euchlinidae csaladot 6sszefliggd lemezekbdl allo lorika jellemzi. Mozgasukat
hosszikas nyulvanypar segiti (Koste & Shiel, 1989). Szamos Euchlanis faj tarsul a Sphagnum
nemzetséghez, mint gyakori szubsztratumhoz (Bledzki & Ellison, 2003; Jersabek és mtsai.,
2003). Az E. dilatata édes és sos vizekben egyarant el6fordul, és a tapanyagban gazdag,
kiilonosen a cianobaktériumoknak kedvezd vizet részesiti elonyben (Manuel Barrabin, 2000).
Ezeknek a vizeknek a pH-tartomanya &ltalaban 6,3-9,6, a hémérsékleti tartomany pedig
6,4-24 °C kozott mozog (Ejsmont-Karabin es mtsai., 1993). Ez a bentikus-perifitikus faj a part
menti zdénakat szintén kedveli (Manuel Barrabin, 2000), de cl6fordulhat bryophytakon
(Jersabek, 2016) és mas makrofitdkon is (Plewka, 2016). Az E. dilatata érzékeny
bioindikatorkent is szolgalhat (Sarma és mtsai., 2001) pollutdnsok monitorozasahoz. Egy
herbicidekkel végzett kisérletben metil-paration jelenlétében jelent6s csdokkenést figyeltek meg
az allatok populacidstriiségében és a populacio novekedesi ttemében. Ez a folyamat a metil-
paration  koncentraciojanak  novekedésevel sulyosbodott, fiiggetlenil a taplalék
koncentraciojatol. A magasabb taplalékkoncentracio azonban enyhitette a populacio
ndvekedesi Utemére gyakorolt negativ hatast (Glime, 2017). Az allat laboratériumban képes
tulélni a cianobaktériumokon, valamennyi Sphagnummal el6forduld6 nemzetségen, de akar
proklorofiton is (Gulati és mtsai., 1993). A természetben detrituszt, baktériumokat,
cianobaktériumokat és a Cyclotella nevii diatomat fogyaszt (Carlin, 1943). Gyakran kihasznélja

a planktonikus algakoloniakhoz valo kotodés elonyeit (Pejler, 1962) is, és fogyasztja is Oket.

1.1.1.2 Lecane bulla

A Lecane nemzetseg az édes és sos vizekben €16, kozepes méretii rotifer, amely széles
foldrajzi Ovezeten elterjedt, de azon beliil els6sorban endémikusan Iétezik, vagyis sok
kozmopolita fajjal rendelkezik, de jelentds résziik korlatozott elterjedésii (Segers, 1995; 1996).

Valamennyi Lecane faj aljzatlako, elsGsorban a part menti élohelyeket preferaljak, de
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eléfordulnak sz6 és viz alatti vegetaciokban is (Koste & Shiel, 1990; Kuczynska-Kippen,
2007). A nemzetség egyik gyakori kozmopolita faja az L. bulla, amely a vilag szamos vizi
kdrnyezetében megtalalhaté (Segers, 1995). Az allatra jellemz6é a tojasdad alaku lorika,
valamint egy viszonylag hosszu nydlvany, amely vagy hasadékban és hosszu &lkarmokban,
vagy 0sszendtt alkarmokban végzddik (Segers, 1995). A L. bulla himje kisebb, mint a néstény,
és hosszukas, feregalaku testtel, valamint két nydlvannyal rendelkez6 végtaggal rendelkezik
(Segers & Rico-Martinez, 2000). A Kis testméretiik és a taxondmiailag relevans morfoldgiai
jellemzOk sziikossége miatt nehéz a példanyokat faji szinten azonositani (Segers, 2007; Mills
és mtsai., 2017). Viszont a DNS-alapu taxonémia fejlédése 1j megkozelitést tett lehetévé a
rotiferek diverzitasanak vizsgalataban. Az ezen az elven alapuld technikak objektiv eszkozt
(Fontaneto és mtsai., 2015). Walsh és mtsai., (2009) a citokrom c oxidaz alegység 1 (COIl) és
belso atirt térkoz (ITS) molekularis markereket hasznalva 3 kriptikus fajt azonositottak az L.
bulla 22 populaciéjaban. Garcia-Morales és Elias-Gutiérrez (2013) pedig 8 genetikailag eltérd
klasztert identifikalt kisérletikben, amelyhez 18 délkelet-mexikdi L. bulla populaciobol

gyujtottek egyedeket.
1.1.1.3 Bdelloid osztaly jellemzése

A bdellodiok apré méretii, vizben él6 metazodk, amelyek hossz és puha/felkemény
testtel rendelkeznek. A fej és farok végtagjain pszeudoszegmensek talalhatoak, fejik pedig
csillés koronaval rendelkezik (Wallace és mtsai., 2006). Az osztalyra jellemz6, hogy egységes
a testfelépitésik, beleértve a mastax alaktani jellegzetességeit €s a csillos korona szervez6dését
is (Ricci és mtsai., 2001). A bdelloid rotiferak olyan dkologiai és evolucids tulajdonsagokkal
rendelkez6 él61ények, amelyek rendkiviil sikeres csoportot alkotnak mar tobb mint 35-50 millié
éve. Jellemz6ik koz¢ tartozik a sziiznemzéses ivartalan szaporodas, a degeneralt tetraploiditas
és a horizontalis génatvitel. Legszokatlanabb tulajdonsaguk, hogy képesek lappangd
(anabiotikus) anyagcsere allapotba Iépni kdrnyezeti stressz hatasara, mint példaul a kiszaradas.
Ebben az allapotban képesek tulélni olyan abiotikus faktorokat, mint a sugarazas, nagy nyomas,
vagy alacsony homérséklet. Ez a nyugalmi stadium az Ugynevezett anhidrobiozis, melyet
altalaban a viz elparolgéasa valt ki (Crowe, 1971; Crowe és mtsai., 1992). A legtdbb bdelloid faj
képes a beszaradasra (Ricci, 1998). Legujabb kutatasok alapjan a beszaradasbdl valo felépilés
soran egyes fajokban DNS/genom javitd mechanizmusok jatszodnak le, amely szdmos mas
tulajdonségra is (pl. evoluciés szelekcid) pozitiv hatassal lehet. Feltételezhetéen ezek a

folyamatok teszik lehetdvé a bdelloidok szdmara, hogy ellenalljanak az ionizald sugarzasokkal
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szemben, felhagyjanak az ivaros szaporodasukkal és horizontalis géntranszfert hajtsanak végre
(Ricci & Fontanet,, 2009). Egyes fajokrdl megéllapitottdk, hogy az anyagcseréjik és az
aktivitasuk csokkentésével képesek tdlelni a hosszan fenndlld éhezést is, s6t még az
¢lettartamuk is jelentésen megnd (Ricci & Perletti, 2006). Napjainkban a bdelloid rotiferek,
mint a Philodina acuticornis és az Adenita vaga széles kdérben hasznalt mikrogerinctelen
modellekként szolgélnak kiilonb6z6 toxikoldgiai, oregedési és farmakoldgiai kutatdsokban
(Snell és mtsai., 2017, 2018; Datki és mtsai., 2019; Macsai és mtsai., 2019).

1.2 Biopolimerek
1.2.1 A biopolimerek &ltalanos jellemzése

A Dbiopolimerek olyan kémiai anyagok, amelyek ismétlodé egységekbdl
(monomerekb6l) allnak €s magasabb rendii molekulaszerkezeteket képeznek. Kémiai
tulajdonsagaik alapjan tobb tipusat is megkulonboztethetjuk. Ezek a polipeptidek,
polinukleotidok, poliszacharidok, peptidoglikanok, proteoglikanok, glikoproteinek és e
csoportok vegyes tipusai (Chandra és Rustgi, 1998; Hassan eés mtsai., 2019). Az enzimekkel
szembeni szenzitivitasukat elsésorban az alapszerkezetiik befolyasolja, pl. a polipeptidek
lebonthatok proteazokkal, mint a proteinaz K vagy a tripszin (Muhlia-Almazan és mtsai., 2008).
A biopolimerek szerkezeti kialakulasahoz mindig szikség van térhaldsité anyagokra, pl.
fémionokra, mint a kalcium ion (Silva és mtsai., 2009). Ezeket a biomolekulakat (pl. celluléz,
kitin, pokselyem, kazein, kollagén, albumin, kitozan) részletesen vizsgaltak, és széles kdrben
alkalmazzak Oket (Niaounakis, 2015). A valtozatos természetes él6helyek (pl. dceanok,
tengerek, tavak, folyok, vizes él6helyek, tocsak, patakok, csatorndk és termalforrasok) hatasara
a vizi szervezetek a polimerek kiillonboz6 valtozatait fejlesztették ki. Az egyes valtozatok
energiakonzervald, szerkezeti és anyagcserével kapcsolatos, valamint sejtmegujulassal és
viztaszitassal kapcsolatos funkcidkat toltenek be. Ezek az d&sszetett biomolekulak
megtalalhatok endogen modon is, pl. az extracellularis térben, a sejtfalban, a szovetekben, az
exoskeleton epidermiszében, illetve exogén formaban valadékként vizes kdzegben és
szarazfoldon egyarant. A kornyezet kiilonboz6 faktorai, mint példaul a sotartalom, a mélyseég
(nyomas), a fényintenzitds, a homérséklet, a sirtiség (ozmolaritéas), a pH, a
zsakmany/ragadozok jelenléte, a tapanyagok, az oldott gdzok, a viz aramlasi sebessége, a
novény- és allatvilag, hatassal vannak a biopolimerek kivalasztasara és képzddésére (Olatunji,
2020). E termeszetes anyagok alapfunkcidja az érintett allatok életmodjatol és kornyezetétol

fugg. Példaul a helyben é16 tengeri gerinctelenek (kagylo, cs6féreg, tengeri csillag, tapadd



tengeri csiga, tengeri uborka) a kulonbozé felilletekhez vald rogziiléshez termelnek adheziv
bio-ragasztéanyagokat. A tapadasi képesség a kiilonboz6 fiziko-kémiai kotédési tipusoktol
figg, amelyek lehetnek allanddak, atmenetiek, ideiglenesek és pillanatnyiak (Hennebert és
mtsai., 2018). Az egyik legkorabbi tapadd biopolimert Arisztotelész irta le, byssus néven,
amelyet egy tengeri puhatestii, a Pinna nobilis allit el6. Europa déli részén és Eszak-Afrikaban
ezt a szalas és mechanikai sokkelnyelé biopolimert finom, de nagyon rugalmas szerkezete miatt
a textilgyartasban hasznaltak. A kémiai és szerkezeti formai kdzott fajspecifikus kilonbségek
vannak, de k6z06s jellemz6ik kozé tartozik az 6ngyogyitd, merev, bioldgiailag Gjrahasznosithatd
és DOPA-fiiggd tapadd képesség. Osszetételik tllnyomorészt fehérjét tartalmaz, kisebb
mennyiségii lipidekkel és szénhidratokkal. Ezeket az anyagokat atfogd rugalmassag, gyors
regeneral6dasi képesség és nagy biomimetikai potencial jellemzi. Mivel nem hasonlitanak mas
tipikus elasztomer fehérjékhez, 1jszerii eszkozoket Dbiztositanak a gyodgyaszati-ipari
fejlesztesekhez (Ehrlich, 2019; Olatunji, 2020). A bioldgiai kutatasok tertiletén munkank egy
altalunk felfedezett biopolimer csalad egyik tipusara koncentralodik. A rotiferek egy eddig
ismeretlen tulajdonsagat feltarva, keziinkbe kertlt egy specialis biopolimer, nevezetesen a
Rotimer nevii exogén exudatum, mint potencialis molekularis és informacios tudasforras (Datki
és mtsai., 2021).
1.2.2 A Rotimer

A rotifer specifikus biopolimer, lekdzolt fantazianevén ,,Rotimer”, amelyet tébbek
kozott a monogonantok és bdelloidok is fajspecifikus sajatossdgokkal képesek termelni, egy
exogén jellegi viszkoelasztikus biopolimer, amely szalas, film vagy ragasztoszerii formakkal
rendelkezik (Datki és mtsai., 2021). A Rotimer csalad egy evollcidésan kialakult,
filogenetikailag 6si, fehérje-szerli multifunkcionalis molekula, amelynek képzddése
egységesen ¢s szigortan kalciumfiiggd folyamat (Balazs és mtsai.,, 2021). Ennek az
exudatumnak a termelését kiilonb6zé mikrorészecskék (partikulumok) indukaljak (3. abra),

ezaltal egy specialis halézatos Rotimer-Induktor Konglomeratumot (RIK) képeznek.
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3. dbra: A részecskék altal indukalt Rotimer-Induktor Konglomeratum képzése monogonant rotiferek
altal (Datki és mtsai., 2021).



Ezen biopolimer-induktor komplex létrejottének indukaldsa csak a rotiferek csilldinak
mechanikus irritacidjaval érhet6 el, kiilonboz6 tipusu (élesztéd sejtvaz, denaturalt BSA, epoxy,
karmin vagy urea kristalyok, vagy mikro-cellul6z) és méretti (kb. 3 és 50 pm atméréjii) inert
részecskék beadasaval, mint tapado iniciatorok. Az E. dilatata Rotimerjének vastagsaga 33 + 3
nm, pasztazo elektronmikroszkoppal detektalva (4. 4bra).

4. &bra: Az E. dilatata altal
képezett (fém-epoxy gyongyok
altal indukalt) Rotimer-Induktor
Konglomeratum (A) és annak
pasztdzd elektronmikroszkopos
(B) bemutatésa. A szélas format
nyilakkal, a  ragasztoszeri
szerkezetet szaggatott nyilakkal
abrazoltuk (Datki és mtsai.,
2021).

Az allatok életképességtol is
fliggé RIK-termeld képesség
jelentdsen mddosul az €lettani

depléecios (Kimerlés),

gyogyszer-  (toxin  vagy
stimulator) és kornyezeti (hdmérséklet, sotartalom és pH) hatasok kovetkeztében. Az allatkak
altal termelt RIK szamos kémiai hatasnak ellendll, mint pl. savak, ligok, kelatorok, vagy
detergensek. A Rotimer komponense alacsony toxicitassal tarsulo, a sejtek (alga, éleszt6 és
human neuroblastoma) mozgéekonysagat gatlo hatassal bir. A biopolimer-szekrécios képesseg
vedelmet nydjt a rotifereknek a human tipust béta-amiloid aggregatumokkal szemben is. A
Rotimert és a hozza kapcsoloddé molekularis folyamatokat fiziko-kémiai tényezék (pl.
homérséklet, pH vagy fémionok) befolydsoljak. Datki és mtsai., (2022) kidolgoztak egy
matematikai képletet egy kordbban kozzétett életképességi marker tovabbfejlesztett
valtozataként, melynek célja volt a biopolimer-termel6 képesség (BTK) és a termelt exudatum
relativ mennyiségének jellemzése kiilonb6z6 koriilmények kozott. A rotiferek részecskefliggo
szaporodasat (peterakas) és BTK-t érint6 biologiai hatasokat (pl. protozoa jelenléte) figyelték
meg. Nem planktonikus rotifer fajokat (P. acuticornis, A. vaga, E. dilatata és L. bulla)
vizsgaltak parositott mikrometazoa, protozoa ko-kultirdkban Paramecium, Diplonema és
Amoeba Dbevonasaval. Ezek az egysejtiick (protozoa) hasznos taplalékforrasok,
szaporodasfokoz6 vagy akar toxikus tényezdk is lehetnek a fent emlitett allatok szamara, de
részecske-szerti mechanikai stimulatorként is mitkodhetnek. A jelenlegi vizsgalatok tovabba

azt mutatjak, hogy a bdelloidok a monogonantokhoz hasonléan termelnek fonalas valadékot,
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rdadasul a bdelloidok testét a valadékuk be is boritja, killondsen az A. vaga esetében, ellentétben
a monogonantokéval (Datki és mtsai., 2021; 2022). Ebben a RIK-képz6désben a fent emlitett
biopolimer fehérje jelleget sugall, pontos kémiai 0sszetétele és szerkezete még ismeretlen. A
tudomanyos szakirodalom alapjan bizonyitott, hogy szdmos faj képes a rotiferekhez hasonléan
biopolimereket szekretélni, azonban ennek az ujszerti Rotimernek a szabalyozasa még nem

ismert (Balazs és mtsai., 2021).
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2. Célkitiizés

A rotiferek altaldnossagban, de ezen beliil is a monogonant osztélyba tartozé fajok kozul
(pl. Euchlanis dilatata és Lecane bulla) néhanyan kiemelked6en képesek egy exogén tipusu,
fonalas és ragacs allagu exudatum, nevezetesen a rotifer specifikus biopolimer (Rotimer)
termelésére. Ez egy fehérjeszerti multifunkcionalis molekula, — csoportunk altal elséként
lek6z6lve — amelynek képz6dése egyontetiien feluleti toltés és ionikus kalcium fliggd folyamat.
A Rotimer kiilonboz6 6nallé molekularis sajatossagokkal rendelkezik, mint pl. az adhézios
jellege, vagy az antiszeptikus és filtracids hatasa. Ennek a viszkoelasztikus biomolekulanak a
termelését kiilonb6z6, meghatarozott méretii (3-50 um ko zott) mikrorészecskék (partikulumok)
indukaljak, amelyek kovetkeztében egy specialis Rotimer-Induktor Konglomeratum (RIK)
képezodik halozatos forméaban.

Az ujonnan felfedezett, rotiferek altal kivalasztott biopolimer szekrécids anatomiai
hattere és biokémiai sajatossaga még ismeretlen. Jelen — pilot jellegti — munkamban célul tiiztiik
ki az E. dilatata faj belsé szervrendszerének vizualizalasat, valamint ez alapjan a lehetséges
szekrécios teruletek és anatémiai képletek beazonositasat. Kivancsiak voltunk a Rotimer
alapveté molekularis jellegére (pl. milyen jellegii szerves anyag) és tulajdonsagaira is, igy két

faj (E. dilatata és L. bulla) esetében is célzott és feltar6 méréseket terveztink.
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3. Anyagok és mddszerek
3.1 Vizsgalatokban szereplé mikrometazodk

A kisérleteket monogonant rotifer fajokon (E. dilatata és L. bulla) végeztik, a hatalyos
nemzetkozi eldirasoknak megfelelden, minek értelmében nem volt sziikség kulon etikai
engedélyre. Az allatokat (6 évvel ezel6tt) a szegedi (Dél-Alfold, Magyarorszag) Vértobol (GPS
koordinatak: 460 16' 25" E; 20 08’ 39" K; kora nyar) nyertiik. Minden tenyésztést és mérést
allandd kornyezetben végeztink (24 °C; pH = 7,5; 40-45%-o0s levegd paratartalom). Minden
masodik napon hoével inaktivalt és pasztorizalt, homogenizalt és sziirt (milanyaghdlo;

porusatmérd: 10 um) alga-éleszt6 (1:1 ardnyban) szuszpenzidval etettiik Oket.
3.2 Anyagok

A munkadban alkalmazott anyagok a kovetkezék voltak: éleszté (Saccharomyces
cerevisiae; EU-standard granulalt instant forma, kat. sz.: 2-01-420674/001-212180/HU); alga
(Chlorella vulgaris; BioMenu, Caleido IT-Outsource Kft.; kat. sz.: 18255); desztillalt viz (DW;
Millipore Ultrapure; Merck), Formaldehid (CH20; Kkat. sz.: 252549, Merck), Triton X-100 (kat.
sz.: 18255; ThermoFisher scientific), SlowFade™ Diamond Antifade Mountant (kat. sz.:
S36963; Invitrogen), 4',6-Diamidino-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI; kat. sz.: D1306;
ThermoFisher scientific), Falloidin (kat. sz.: A12379; Invitrogen), MitoTracker™ Red
CMXRos (kat. sz.: M7512; Invitrogen), Acridin orange (Kat. sz.: 62344; PubChem), Neutral
red (kat. sz.: 11105; PubChem), LysoTracker™ Red DND-99 (Kkat. sz.: L7528; ThermoFisher
scientific), Dimetil-szulfoxid (DMSO; kat.sz.: D8418; Sigma-Aldrich), Akrilamid, Natrium-
dodecil-szulfat (SDS; Kat. sz.: 24680-1- 0833; Reanal), Page ruler™ prestained protein ladder
(kat. sz.: 26616; Thermofisher scientific), Coomassie Brilliant Blue R-250; Etanol (EtOH; kat.
sz.: 02911-481-430; Molar Chemicals Kft), Ecetsav (kat. sz.: 02790-101-340; Molar Chemicals
Kft), Petri-csésze (kat. sz.: 430167; Corning), Sejttenyésztd flaska (Kat. sz.: 430168; Corning),
Univerzalis milanyaghalo (porusatmérd: 15, 50 és 350 um), DynaMag-2 méagnes (kat. sz.:
12321D; Life Technologies), 24 lyuku lemez (kat. sz.: 3524; Corning-Costar), Dynabeads M-
270 szuperparamagneses epoxy-fem gyongyok (kat. sz.: 14301; Life Technologies), karbamid-
kristalyok (kat. sz.: 24578-1-01-38; Life Technologies AS), Tripszin (kat. sz.: (Pierce-)90057;
Sigma-Aldrich), Kimotripszin (kat. sz.: (Pierce-)90056; Invitrogen; kat. sz.: SRP6509; Sigma-
Aldrich), Papain (kat. sz.: P4762; Sigma-Aldrich), Proteindz-K (kat. sz.: P-6556; Sigma-
Aldrich), Karboxipeptidaz A (kat. sz.: C-9268; Sigma-Aldrich; kat. sz.: 21938; Fluka),
Karboxipeptiddz B (kat. sz.: 103233; Boehringer Mannheim), Kollagendz (kat. sz.: C0130;
Sigma-Aldrich), Proteindz S (kat. sz.: 33749; Serva), Alfa-amilaz és glikoamilaz (kat. sz.:
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86250; Sigma-Aldrich), Béta-glikozidaz (kat. sz.: G8625; Sigma-Aldrich), Lizozim (kat. sz.:
12041; Reanal; kat. sz.: 837059; Boehringer Mannheim), Celluldz (kat. sz.: 16420; Serva),
Kitalaz (kat. sz.: AWL-757; Wako), Zimoliaz (kat. sz.: 8111; Seikagaku Kogyo), Maceraz (Kkat.
sz.: 441201; Calbiochem), Pektindz, Béta-gliikuroniddz (kat. sz.: GO751; Sigma-Aldrich),
Laminaraz (kat. sz.: L9259; Sigma-Aldrich), Pullulandz (kat. sz.: P2138; Sigma-Aldrich),
Novozim 234 (Kkat. sz.: 492004; Calbiochem; kat. sz.: PPM3424; Novo biolabs), Hemicellulaz
(kat. sz.: H2125; Sigma-Aldrich), Lipaz (kat. sz.: L-0382; Sigma-Aldrich). Az alkalmazott
standard médium (mg/L): Ca®* 30; Mg?* 15; Na* 3.2; K* 0.5; pH = 7,5; HCO3™ 150; SO4™ 2.5;
Cl 1.4; NOs3™ 4.5; F 0.01; SiO> 8; konduktibilitas (20 °C): 428 uS/cm.

3.3 Alkalmazott modszerek

3.3.1 Rotiferek anatémiai vizualizalasa

3.3.1.1 Rotifer izolalas

A tenyészetekbdl a rotiferek kinyerése mechanikus izolalassal tortént. A folyamat soran
szimultan kétféle porusméretti plasztik halot alkalmaztunk. Felsé allasban egy 350 um-es
lyukatmérével rendelkez6 tipust, a tenyészetbdl szarmazo tormelékek kisziirésére, melynek
teljes atmérdje legalabb 5 cm, valamint egy als6 allasban 1évé 50 pm-es lyukatmérével
rendelkez6 tipust az allatok felfogasara, melynek teljes atméréje legalabb 3 cm volt. A haloval
felfogott allatokat visszamostuk vizsgalati tenyészedényekbe, adekvatta téve &ket a

vizsgalatokra.

3.3.1.2 Rotifer festés

3.3.1.2.1 Rotifer organellumainak festése

A rotifer belsé szerveinek részletgazdag feltarasahoz fluoreszcens festékeket
hasznaltunk. A fixalo, moso és festé reagensek Osszetevoi az 1. fliggelék 1. tablazataban
talalhatok. lzolalas utan a rotifereket tartalmazo felfogoé halot atmostuk ioncserélt desztillalt
vizzel (DW) a kisebb méretli tenyésztési tormelékek eltavolitasa érdekében. A begyiijtott €16
allatok jel6lését végkoncentracidban a kovetkezo festékekkel végeztiik: 5 UM MitoTracker Red
CMXRos (0,2% DMSO); 0,1 uM LysoTracker (0,1% DMSO); 50 pug/ml Neutral red; 20 uM
Acridin orange. Az inkubalasi id6 30 percet vett igénybe, LysoTracker esetében pedig 3 orat.
A festékek kimosasa DW-el 30 percig tortént. Az allatok fixalasa a DAPI, Falloidin és
MitoTracker Red CMXRos esetében 4%-0s formaldehiddel, a LysoTracker, Neutral red és

Acridin orange esetében pedig 2%-o0s formaldehidet tartalmazo fixalé oldatban tortént, 30
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percen keresztiil. A fixalé oldat kimosésa érdekében a felfogé halét (minden esetben rajta a
jelolend6 rotiferekkel) DW-be tettiik, majd 2x20 percig allni hagytuk benne vizcserével,
mikdzben 2-3 alkalommal enyhén megmozgattuk. A mosasi lépéseket a LysoTracker, Neutral
red és Acridin orange esetében DW-el végeztik 3 ismétléssel, vizcserével. A DAPI, Falloidin
és MitoTracker Red CMXRos esetében a felfogo halot 0,4%-os PBSTX (0,1% Tween20 + 0,3%
Triton X-100) oldatba helyeztik, 30 percig. Ezt kovetéen DW-ben mostuk 20 percig.
Athelyeztilk 0,1%-0s PBST (0,1 % Triton X-100) oldatba, 30 percig, mig 2-3 alkalommal
enyhén megmozgattuk. A felfogd halot DW-be helyeztik és 5 percig allni hagytuk. A
rotifereket athelyeztiik 1,5 ml-es eppendorf cs6bol kialakitott kis atméréjii, kupakkal befogatott
felfogo héldra. A tovabbi festéshez 0,5 ml végtérfogati DAPI (1:500) és Falloidin (1:400) fest6
oldatot hasznaltunk, melyet a haloval és az allatokkal rendelkez6 megforditott eppendorf csébe
nyomtuk, majd 30 percig inkubaltuk, minek leteltével 3xDW mosast kapott. Az allatokat
tartalmazo sziir6t nagyon Ovatosan kivettik a leszoritd kupakbol, majd raforditottuk egy
preparalt targylemezre és 10 ul Antifade Mounting Medium fénytelenité reagensel
montiroztuk, majd feddlemezzel lefedtiik. A megfestett allatokat Olympus Fluoview Fv10i
konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk. Az excitacio/emisszio (nm) értékek a kovetkezOk voltak:
DAPI 359/461; Falloidin 499/520, Mitotracker Red CMXRos 578/598, LysoTracker 578/592,
Acridin orange 443/620 piros és 480/527 z6ld szinben, Neutral red 537/619 vordsben és
443/620 zoldben. A kepek kiértékelését az Adobe Photoshop CS3 programmal végeztiik.

3.3.2 A Rotimer biokémiai vizsgalata SDS-Poliakrilamid gélelektroforezissel

Kisérletink soran szamtalan tipust és preparalt biopolimert futattunk meg. A
vizsgalatban szerepl6 oldatok az 1. fliggelék 2. tablazataban megtalalhatok. A vizsgalt fajokat
(E. dilatata, L. bulla) 100 pl Laemli pufferbe homogenizaltuk miianyag homogenizator
segitségével, majd 5 perc forralas utan lecentrifugaltuk (2000 g, 2 perc) a térmelék eltavolitasa
érdekében. A feluliszébdl 10-10 pl-t tettiink egy 1,5 ml-es eppendorf csébe. Ezen kivil az
epoxy-fém gyongy alapu modszerrel begyiijtott 20 pl RIK-et 40 pl forrd 1xLeamli pufferbe
eludltuk, majd 5 perces 90 °C-os inkubalas utan magnessel az epoxy-partikulumokat
eltavolitottuk. A 2 perces ujra forralas utan a 20 pl fehérje extraktumot 9sszegyiijtottiik egy 1,5
ml-es eppendorf cs6be. Tovabba kontrollként hasznaltuk a rotiferek tapanyagdt és a
tenyészetb6l levett médiumot, amelyet Gsszekevertiik az aktudlis hordozoval. A tapanyagot
lecentrifugaltuk (1500 g, 5 perc), hogy a sejtes elemeket eltavolitsuk, valamint hogy a maradék
homogenizatumot Kinyerjik. A kigytjtott mintakat SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis

maddszerrel futtattuk meg Page ruler prestained protein ladder molsuly marker mellett. Az
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elektroforézist 20 percen keresztll 90 V, majd 60 percen keresztll 120 V allandé feszlltségen
végeztuk 1x Futtato pufferben. A gélfuttatds sikerességét Coomassie Brilliant Blue oldattal
mutattuk ki, melyet festékeltavolito pufferrel torténé mosas kovetett hdromszor. A gélek

digitalizalasat szkenner segitsegével végeztik el.
3.3.3 A Rotimer enzimekkel szembeni szenzitivitdsanak vizsgalata

Vizsgalatunk soran kivancsiak voltunk, hogy a képzédott biopolimer milyen
sajatossagokkal rendelkezik, pl. az 0Osszetétel szempontjabdl. Ennek érdekében in situ
kiilonboz6 enzimekkel kezeltiik a RIK haldzatot, monitorozva annak szerkezeti integritasat,
esetleges szétesését és felbomlasat. A kisérlet soran alkalmazott allatokat Petri-csészékbe (55
cm?-es teriilet) gyiijtottiik, majd 20 Kifejlett rotifert egy 24 Iyukd well plate 1-1 lyukéaba
helyeztlink, 1 ml munkatérfogattal. A Rotimer szekréciot indukald epoxy részecskék végso
koncentracioja 50 pg/ml volt, 1 mg/ml térzsoldatbdl higitva. Két ora elteltével a meédiumhoz
Ovatosan enzimeket (4.3, 1. tablazat) adtunk, ugyelve arra, hogy a pipettazas ne okozzon
mechanikai roncsolast a képzOodott haloban. A koncentraciokat a gyartok altal ajanlott
legmagasabb szinten alkalmaztuk. A biopolimer alapu képz6dmény stabilitasat, vagy
lebomlasat mikroszkop alatt (25x nagyitas) kovettik és értekeltuk ki. A haldé 80%-os eltiinése
jelentette a monitorozds végét egy adott vizsgalatban. Amennyiben ez a lebomlas

bekdvetkezett, a biopolimert az adott enzimre szenzitivnek éertékeltik.
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4. Eredmények és értékelésiik
A Rotimer termelésének anatomiai hatterére és a képzOdott biopolimer biokémiai

tulajdonségaira irdnyuld kisérletek eredményei az aldbbiakban keriilnek bemutatasra.
4.1 A Rotiferek anatémiai vizualizalasanak eredményei
4.1.1 A Rotifer organellumok és belsé elhelyezkedésiik detektélasa

Vizsgalatainkbol Kider(lt, hogy a rotiferek szdmos faja képes a Rotimer képzésere.
Szakirodalmi leirdsokbdl mér a XVII. szazadtol ismert az altalanos rotifer anatémia, a testik
felépitése, annak fénymikroszkdpos dokumentalasa. Vizsgalataink sordn nem szamitottunk Uj
szervek és képzodmények felfedezésére, azonban célunk volt kiilonb6z6 funkcionalitast
fluoreszcens festékekkel szelektiven jeldlni az allatok testének bels6 felépitését. A legszélesebb
sajatossagokkal rendelkezd markereket alkalmaztuk, a sejtek, struktirdk, cisztdk és formak
vizualizalasara. Biztunk benne, hogy a valtozatos festések feltarjak a biopolimer termelésre
feltételezhet6en alkalmas organellumokat, azok elhelyezkedését, formajat. A célra a
laboratériumunkban meghonositott monoklonalis kultirak koézil az E. dilatata rotifert véltik a
legalkalmasabbnak. Minden vizsgélatot lateralis és dorzalis iranybdl is elvégeztiink konfokalis
mikroszkopiaval. Elsé 1épésben a sejtek eloszlasara, lokalis tomoriiléseire, valamint az
energetikai kdzpontok meghatarozasara és a testet biztositd izomzat rajzolatara voltunk
kivancsiak.

A DAPI lathatova tette a sejtmagokat (5. abra E, J), amely nagyjabdl ezer sejt
lokalizaciojarél nydjtott informaciot. A legtdbb sejtmag a mastax és a fej kdrnyékén
helyezkedik el, utalva arra, hogy az allatok szdmara a szenzorialis es taplalkozasi szempontok
mennyire kdzponti jelentéségiiek. Erre sziikség is lehet, hiszen gyorsan és pontosan érzékelniuk
kell a kdrnyezet fiziko-kémiai sajatossagait, jellegzetességeit.

A Falloidin az aktin filamentumokat festette meg (5. abra C, H), amely altalanos
informéacidt szolgaltat az allat mozgasi srukturdirdl. Foleg az allat fejéhez kozeli régiokban
lokalizalodik a festék, ahol nagyon jol kivehet6 az izmos mastax. A Rotimer képzédésének és
elvezetésének helyét Ggy a sejtek, mint az izomzat forméacidiban sejteni lehet. Az tény, hogy
onmagaban egyik festés sem egyértelmii az anatémiai rajzolatot illetden, de az Gsszes merést
egyiitt tekintve mar visszakdvethetd a célteriilet és lokalizaci6 festésenként is.

A MitoTracker Red CMXRos a sejtek energiaigénye és energia felhasznalasa szerint
mutatta be a rotiferek belsé elrendez6dését (5. abra D, ). Ezek a sejtszervecskék szintén a fej

¢és mastax kozelében strisodtek. Minden eredmény, de kilondsen a mitokondriélis jeldlések
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arra engednek kovetkeztetni, hogy egy esetleges intenziv szekréciohoz szikséges aktivitast a

nyaki-feji régioban kell keresniink. Egy ilyen soksejtii, de mégis mikronos méretii allatban

egyszeri és pragmatikus evolucios fejlodést és kialakulast kell feltételezniink.

5. &bra: E. dilatata dorzalis (A-E) és lateralis (F-J) anatémiai festése. Az aktin filamentumok zélddel
(Falloidin), a mitokondriumok pirossal (Mitotracker Red CMXRos), a sejtmagokat pedig kékkel (DAPI)
jeloltuk. Jelolések: (A, F): faziskontraszt kép (B, G): aktin filamentumok, mitokondrium, sejtmagok mix
képe. (C, H): izomzat aktin filamentumai, (D, 1): mitokondriumok, (E, J): sejtmagok. Az allat fejének
pozicioja fehér csillaggal, a biopolimer lehetséges termel6désének helyét, tovabba a sipoly és az
odavezetd csatorna pozicidja fehér nyillal jelolve.

A rotiferek festése, kiilonosképpen az €16 allapotban rajuk adott tipusok alkalmazasa
korulményesebb, mint pl. a sejttenyészetek, vagy az ex vivo szovetek esetén. Ezen é161ények
sejtjei szamara az alacsonyabb ozmolaritas (250 mg/L) az optimalis, igy barmely kémiai 4gens
konnyen destabilizalhatja a szervezetiiket. A tovabbiakban a kiprobalt festekek kozil harom
olyat is alkalmaztunk még, amelyek kompatibilisek a rotiferekkel, és a savas lizoszémak festése
révén a szekrécios teriiletek azonositasara szolgalhatnak.

A Neutral red részletgazdag rajzolatokat adott zold és piros szinben is az allat egész
testére kiterjed6en. EIméletileg a zold (6. abra C, G) és piros (6. abra D, H) tartomanyok a
semleges és savas lizoszomakat jelolte. Teljes allatot vizsgalva nehéz sejten belul jelolt
organellumokkal parhuzamot felallitani, de az bizonyos, hogy a rotiferek teljes testiikben
tartalmaznak szekrécios sejteket. A nyak-fej régidban talaltunk is olyan cisztakat, amelyek
alkalmasak lehetnek a fajazonos biopolimer proformajnak tarolasara. Tovabbi digitalis
nagyitast alkalmazva mirigy jellegii szerveket is tudtunk lokalizalni, valamint annak a
feltételezett csatorndnak is a nyilasat, amely késObbi transzmisszios optikai mikroszkopos

felvételeken jol kivehetdek.
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6. abra: E. dilatata dorzalis (A, D) és lateralis (E-H) iranyu festése Neutral red festékkel. A zéld (C, G)
és piros (D, H) tartomanyok a savas vezikulumok és a nukleinsav lokalizaciodjat jelélik. Jeldlések: (A,
E): faziskontraszt kép; (B, F): mix kép. Az éllat fejének pozicidja fehér csillaggal, a biopolimer
lehetséges termelddésének helyét, tovabba a sipoly és az odavezetd csatorna pozicidja fehér nyillal
jeldlve.

Az Acridin orange az el6z6 kéthullamhossza festékhez hasonloan képes a semleges és

a savas vezikulumok aranyat kimutatni. Mindkét festék kapcsolddik a nukleinsavakhoz is, igy
elsésorban nem kvantitativ mérésként, csupan funkciondlis anatomiai jelolésekként

alkalmaztuk 6ket. A z6ld tartomany (7. abra C, B) er6sebben interferalhat a kettés szali DNS
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7. dbra: E. dilatata dorzalis (A-D) és lateralis (E-H) iranyd organellumainak Acridin orange festése.
Jelolések: (A, E): faziskontraszt kép, (B, F): mix kép. (C, G): semleges vezikulumok és kettds szalu
DNS festése (D, H): savas lizoszoméak festése. Az &llat fejének pozicidja fehér csillaggal, a biopolimer
lehetséges Kijutasi helye fehér nyillal jel6lve.

tartalommal, azonban a voros szin (7. abra D, H) specifikusabb a savas lizoszomék jelenlétére.
Jelen esetben, azonosan az el6zd festésekkel, a lateralis és dorzalis pozicidja az éallatoknak
kiilonboz6 informaciokat szolgaltatott a szervek térbeli elhelyezkedésér6l. Ez a festék
szolgaltatta a legrészletgazdagabb felvételeket mind kozul.

Mind a Neutral red, mind pedig az Acridin orange esetében megfigyelhetiink a test felsd
régioiban cisztakat, amelyek valosziniileg tarold funkciot latnak el. A LysoTracker esetében

lathato, hogy a festék az allat felsé régidban halmozodik fel, de a szekrécios folyamatokra utalo

festddést majdnem az egész testben talalunk (8. abra C, F).

8. abra: E. dilatata
dorzélis (A-C) és lateralis
(D-F) irdnya  jel6lése
LysoTracker Red
festékkel. A lizoszomalis
rendszert a piros szini
festédés jeloli. Jeldlések:
(A, D): faziskontraszt
kép, (B, E): mix kép, (C,
F): lizoszémalis rendszer.
Az allat fejének pozicidja
fehér csillaggal, a
biopolimer lehetséges
termelddésének  helyét,
tovdbba a sipoly és az
odavezetd csatorna
pozicidja fehér nyillal
jeldlve.

Osszegezve a
tapasztalatokat, a rotiferek testében nem talaltunk olyan szekrécids teriletet, amely ismeretlen
lett volna eddig az irodalomban. Igy azt feltételezziik, hogy az eddig ismert szervek valamelyike
képes a biopolimer eldanyaganak termelésére. Az a tény, hogy az allatok testében egyértelmii
cisztas szervezddés, valamint nagyon aktiv lizoszomalis aktivitds van, azt sugallja, hogy a
biopolimer szekréci6 elemi funkcionalitasa ezen ¢161ényeknek.

A ndstény E. dilatata egyedeket vizsgélva, pl. biopolimer-fonalhtzas kdzben, sorozatos
in situ fényképkészitéssel sikeriilt olyan felvételeket késziteniink, ahol latszik a kivezetd
csatorna és a sipolynak elnevezett nyilas (9. abra A, B; digitalisan z6lddel jelolve). Ez két

kiilonb6z6 csatorna egységes torkolatat rajzolta ki. Sikerult dokumentalnunk azon csillos
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,karmokat” is (9. abra A, B; digitalisan kék szinnel jeldlve), amelyekkel az allatok kapaszkodni

és a RIK fonalakat manipulalni (pl. 6sszehlzni és dsszeragasztani) képesek.

9. abra: Az E. dilatata lateralis (A, B) és himjének dorzalis (C) transzmisszids képe. Digitalis szinezés:
csatorna és sipoly (z6ld), csillos ,,karmok” (kék) és nyalmirigyek (rozsaszin). Méretsav 30 um.

Kiilon kiemelendd, hogy a csillés karmokat még senki nem irta le az irodalomban ezen faj
esetében. Ennek az anatomiai képzoddménynek a miikddése és tovabbi funkcidja még feltarasra
var. A lateralis felvételek alapjan, dsszevetve a fluoreszcens képekkel, a keresett anatomiai
képletek egyik részét megtalaltuk. A biopolimert termeld egységet a fluoreszcens képekbdl nem
tudtuk egyértelmilien beazonositani, ugyanis a ndstényekben sok ,,zavard” képlet talalhato a
testikben. Ekkor merilt fel az a kérdés, hogy a — nagyon ritkan eléforduld — himek képeznek
esetleg biopolimert? Méréseink feltartdk, hogy a nem téplalkoz6 (csdkevényes
emésztorendszer) himek is képesek RIK képzésére. Megvizsgaltuk, hogy ezen kisméretli
allatoknal milyen szerepiiket megtartott szervek vannak, amely funkcionalisan alkalmasak
lehetnek egy biopolimer szekréciora. Egyediil és kizardlagosan csak a ,,mandulaszeri”
nyalmirigyek johettek szamitasba (9. Abra C; digitalisan rozsaszinre jelélve). A korabbi
fluoreszcens képeken visszakdvetve, tobb esetben is megtalaljuk a nyalmirigyeket, mint
intenziven fest6d6 anatomiai képleteket, lizoszomalis vezikulumokkal a belsejében.

A mikroszkopos monitorozds és detektalas valdsziniisitette szamunka a Rotimer
szekrécids és formacids anatomiai képleteit, agy, mint nyalmirigy, csatornak és sipoly-nyilas a

kllvilag fele.
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4.2 SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis eredményei

A munkank masik nagy célkitiizése a Rotimernek, mint szerves anyagnak a molekularis
természetét tanulmanyozni. Kidolgoztuk a minta izolacids protokolljat, amely révén
tanulményozhat6 adatokat kaptunk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az E.
dilatata és L. bulla Rotimerje egy komplex molekula, amely feltételezhetéen tobb fehérjébdl
all (10. abra, keretezett részlet). A fehérje-gélelektroforézis soran megfuttattuk mindkét allat
teljes fehérjetartalmat, majd az izolalt RIK-b8l szarmazo fehérjéket (egységesen mindkét
fajnal), annak csak SDS-el leoldott verziojat, valamint a kontroll jellegii tipanyagot és

tenyésztési médiumot is.

M-SDS SDS B 10. é&bra: Gélkép az E.
kDa o dilatata és L. bulla, valamint
130 B — az  altaluk kivélasz:[o_tt

— Rotimer fehérje

130 .. mintazatarol.  Roviditések:
100 I : = ED: Euchlanis dilatata; LB:
70 . Lecane bulla; M:SDS: 2-
~ [ j Merkaptoetanol és SDS;

‘ SDS: natrium(sodium)-

55 . E dodecil-szulfat; T: tapoldat
4 BN : (sejtes elemekt6]l mentesitett
: i homogenizatum); H: hattér

b 1 (tenyésztési  médium  és

35 .. ‘ induktor); B:  Béta-
Glikozidazzal kezelt; M:

25 m. B molsuly marker. A jelolt rész
M ED LB ED LB ED LB ED T H a feltételezett  Rotimer

komplex Osszetevoit

ROTIFEREK ROTIMER tartalmazza.

Sajnalatos mddon azt tapasztaltuk, hogy a RIK biopolimer tartalma valdszinileg
kontaminaloédik a rotiferek emésztd rendszerébdl szarmazd mas fehérjékkel is. Ez azzal
magyarazhat6, hogy az allatok elfogyasztjak az emészthetetlen induktor partikulumok egy
részét, vagyis az atmegy a tapcsatornajukon, talalkozva az ottani endoszinbionta
baktériumokkal. Az L. bulla esetében a 110-es molsulyt sav kevésbé van jelen, ugyanis 6k
kevesebb partikulumot fogyasztanak el. A tdémegspektrométer ezt a savot bakterialis
fehérjeként azonositotta. Ezen zavar6 tényezé kikiiszobolésén jelenleg is dolgozunk, pl. himek
képzddésének stimulaciojaval, biopolimer termeltetéssel, ugyanis 6k nem taplalkoznak. Az 10.
abran jelolt fehérje savok kizar6lag csak merkaptoetanol jelenlétében jonnek le az induktor
epoxy feliiletérél, csak SDS jelenlétében nem oldddik. Rotimer valosziniileg diszulfid kémiai

kotesekkel van stabilizalva. Tovabba protedz aktivitassal nem rendelkez6 szénhidrat bonto

21



enzim jelenlétében a jellegzetes sdvok megmaradnak, vagyis a Rotimer nagy valoszintiséggel

nem rendelkezik szerkezeti felépitést befolyasolo cukortartalommal.

A homogenizélt allatok fehérjepaneljében szelektiven talaltuk meg a feltételezett
biopolimer komponenseket, mindkét fajra vonatkoztatva és hasonld mélsulytartomannyal. A
tdpanyag tartalma is mutatott kisméretti fehérjéket, de az nem tartalmazott olyan mélsulyu
molekulat, ahol a feltételezett biopolimer komponensek jelentkeznek. A tenyészetb6l levett
médium futtatasa pedig nem mutatott egyaltalan jelet, vagyis az oldott fehérjék passzivan nem
kotédnek az epoxy feliilethez. Természetesen tovabbi vizsgalatokat igényel a Rotimer feltarésa,
mint példaul a rotiferek teljes genom és transzkriptom szekvenalasa, annotacioja, majd ezen
informéacidkat  felhasznalva a  fehérje  komplex  Osszetételének  meghatarozasa

tomegspektrometriaval. Ezek a mérések mar folyamatban vannak.
4.3 A Rotimer enzimszenzitivitasanak vizsgalatai

A gélelektroforézissel kapott eredményeink egyértelmiien ravilagitottak arra, hogy a
Rotimer egy fehérje komplex. Azonban a mi tovabbi érdeklédésiink arra iranyult, hogy a
biopolimer kozponti struktardjat csak peptid kotéssel rendelkezd aminosav/fehérje
komponensek alkotjak, vagy esetleg mas jellegii szerves anyag is, mint pl. cukrok vagy zsirok.
A kerdesre a valaszt in situ RIK haldzat integritasanak méressel vizsgaltuk, egy adott enzimmel
valo kezeles ideje alatt, maximum 3 6ran keresztll. Minden enzimnél figyelembe vettilk annak
optimalis miikddési paramétereit (homérséklet, pH, koncentracid) és a kozeget ahhoz
igazitottuk. Kivancsiak voltunk arra, hogy a biopolimer képes-e megbérizni integritasat
kiilonb6z6é tipusu fehérjebontd, szénhidratbontd és lipidbonté enzimek jelenlétében (1.
tablazat). A RIK a protedzok tobbségének alkalmazasa alatt elvesztette az integritasat, majd
teljesen megemészt6dott, ami arra utal, hogy a Rotimert részben vagy egészben fehérje tipusu
anyag alkothatja. Erdekes megjegyezni, hogy minden olyan enzim, amely bontotta a hal6zatot,
toxikus is volt a rotiferekre, valamint forditva. A RIK megérizte eredeti integritasat a Lipaz és
a legtébb szénhidrat bontd enzim mellett, vagyis a biomolekuldnak nincs lényegi strukturalis
cukor vagy lipid alkotéeleme. A proteaz aktivitassal is rendelkez6 cukorbontd enzimek tudtak
destabilizalni a RIK makrostruktdrat. Tovabba az is megfigyelhetd, hogy egyes enzimek, mint
a Béta-glukozidaz (nincs proteaz aktivitasa) és a Novozim 234 elasztikussa alakitjak a
molekulat. Ez azt jelenti, hogy nem tudtak emészteni a fonalakat, de nyaldsabbd, rugalmasabba
tették azt. Ezen empirikus megfigyelés kozvetett moédon utalhat arra, hogy szénhidrat jellegti

komponensek lehetnek masodlagos stabilizalokként a Rotimer komponensei. Természetesen
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ezen pilot mérések tovabbi vizsgalatokat kivannak, de szakmailag jo orientacios markerekként

szolgalnak.
1. tblazat
Fehérjebont6 enzimek Rotimer allapota
Tripszin B
Kimotripszin B
Papain B
Proteindz-K B

Karboxipeptidaz A

‘ Karboxipeptidaz B

‘ Kollagenaz

Proteinaz S B

Szénhidratbonté enzimek
‘ Alfa-amilaz és gliilkoamilaz

‘ Pektinaz

Béta-glikozidaz

‘ Lizozim

Cellulaz
Kitalaz B

| Zimoliaz B

Maceraz, Pektinaz

Béta-glukuronidaz

Laminaraz
Pullulanaz
Novozim 234 NBE

‘ Hemicellulaz NB

Lipidbont6 enzimek

‘ Lipaz NB

B: Az enzim igen, bontja a Rotimert (z6ld jel61és)
NB: Az enzim nem bontja a Rotimert (piros jel6lés)

NBE: Az enzim nem bontja a Rotimert, de igen, elasztikussa teszi azt.
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5. Osszefoglalas

A rotiferek pardnyi méretli, vizben ¢€l6, kozmopolita mikrometazodk, amelyek
alkalmazott modellek a toxikoldgiai, 6regedési és farmakoldgiai kutatasokban. Az E. dilatata
és az L. bulla altal kivalasztott Rotimer egy multifunkcionalis, kiils6 eredet(i, biopolimer
jellegti, vizben nem old6dd molekula, mely termelését bizonyos méretli induktorok stimulaljak
és ennek hatdsdra egy hdalézatos Rotimer-Induktor Konglomerdtum keletkezik.
Megallapitottuk, hogy a vizsgalt exudatum termelés univerzalis a rotiferek korében, viszont
részleteiben kilonboznek. Ezen feliil a molekula egy tobb fehérjébdl alldo komplexet alkot,
amely ragacsos €s fonalas forméaban fordulhat eld. A biopolimer termelés kalciumion €s hidrofil
feliiletfliggd folyamat, valamint rendkiviil viszkoelasztikus és nagy szakitoszilardsaggal
rendelkezik. A konfokalis mikroszk6pos vizsgalatok ramutattak arra, hogy az allatok sejtmagjai
és mitokondriumai a fejben, illetve a mastax kdzelében koncentralédnak, amely informaciot
kaptunk az &llatok aktin filamentalis rendszerérél. Ezen kivil megfestettiik a kivalaszto
szervrendszert, ahol a himeknél kirajzolodtak cisztaszerii holyagok, amelyekrdl feltételezzik,
hogy a biopolimer ecléanyaganak tarolasi funkciojat lathatja el az exudacios folyamatban. A
rotifer testében nem talaltunk olyan szekrécids teriletet, amely ismeretlen lett volna eddig az
irodalomban, igy feltételezzik, hogy az ismert szervek valamelyike képes a biopolimer
termelésére. Valosziniileg ezt a funkciot — a felvételeinken is megfigyelheté — nyalmirigy tolti
be, a hozza tartozo kivezetd sipoly csatornaval egydtt, amelyet azonban ilyen kétagu formaban
még nem irtak le eddig. A Rotimer molekularis sajatossagainak feltarasahoz enzimes emésztést
és SDS fehérje gélelektroforézist hasznaltunk, amelyek eredményeként megallapitottuk, hogy
a biomolekulat az enzimek szelektiven bontjak, illetve, hogy SDS rezisztens és proteaz
szenzitiv. A biopolimer nagy valoszinliséggel nem rendelkezik olyan szénhidrat és lipid
tartalommal, ami befolyasolna a szerkezeti stabilitasat. Eredményeink alapjan tovabba azt
periferikus részén (a vizmolekuldkkal valo érintkezési pontjain) hidrofob aminosav 6sszetételii.
Ilyen alkotok lehetnek a Tirozin, Triptofan, Metionin, Leucin, Fenilalanin, Arginin és a Lizin.
Eredményeink hozzajarulnak a Rotimer képzésének anatomiai feltdrasahoz és dsszetételének
megismerésehez monogonant fajok esetében. Terveink kdzott szerepel a teljes genom és
transzkriptom szekvenalas, valamint tomegspektrometriai mérés és in silico modellezés,

feltarva ezzel a biopolimer 6sszetételét és szerkezetét.
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8. Flggelék

1. Flggelék

1. Tablazat

PBS (phosphate-buffered saline) 400 ml:  PBST:

3,2 g NaCl 1x PBS

0,08 g KCI 0,1% Triton-X100

0,576 g Na;PO4
0,096 g KH2PO4

PBSTX:

1x PBS
0,3% Triton-X100
0,1% Tween20

DAPI+Falloidin fest6 oldat 500 ul:

500 pul 1x PBS
1 pl DAPI
1,25 pl Falloidin

Neutral red festoé oldat:

50 pg Neutral red

LysoTracker festé oldat:

0,1% DMSO
50 ul LysoTracker

Fixalo oldat 50 ml:

15 ml 60 mM PIPES
1,5 ml 30 mM HEPES
1 ml 10 mM EGTA
0,2 ml 4 mM MgSOg4

MitoTracker Red CMXRos festé oldat:

0,2% 94 pl DMSO
50 pg MitoTracker

Acridin orange festé oldat:

0,2% 94 pl DMSO
50 pg MitoTracker
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2. Téblazat
Laemmli puffer:

60 mM Tris-HCI

2% SDS

0,01% Bromfenolkék
5% Béta-merkaptoetanol

5% SDS-Poliakrilamid gél (stacking) 2 ml:

Coomassie Brilliant Blue oldat:

Coomassie blue R-250
40% etanol
10% ecetsav

Futtato puffer:

1,4 ml desztillalt viz

0,33 ml akrilamid mix (30%)

0,25 ml 1M Tris-HCI pH:6,8

0,02 ml SDS (10%)

0,02 ml ammaonium perszulfat (10%)
2 ul TEMED

10% SDS-Poliakrilamid gél (resolving) 10 ml:

20 mM Tris-HCI
190 mM Glicin
0,1% SDS

Transzfer puffer:

1,9 ml desztillalt viz

1,7 ml akrilamid mix (30%)

1,3 ml 1,5M Tris-HCI pH8,8

0,05 ml SDS (10%)

0,05 ml ammaonium perszulfat (10%)
0,002 Wl TEMED

Festék eltavolitoé puffer 500 ml:

200 ml 96 % etanol
50 ml ecetsav
250 ml desztillalt viz
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A 36. TDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
Alulirott Sipos Andras nyilatkozom, hogy a 36. TDK-ra benyujtott

A rotifer specifikus biopolimerek képzésének anatémiai hattere és biokémiai jellemzése

cimii palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat!” A részvétel mértéke
(6tfokozati skalan” jellemezve)
A vizsgalando dllatok tenyésztése/izoldldasa’ 4

A vizsgalando anyag (Rotimer) termeltetése és izoldldsa,

el6készitése vizsgdlatokra® 3
A festési eljardsok tervezése, kivitelezése és a mintak 5
mikroszképos vizsgdlata®
A palyamunkdban leirt SDS-PAGE elvégzése, az ]
eredmények kiértékelése’
Az mintak (Rotimer) enzimes kezelése és eredmények 1

érétékelése’

Kelt: Szeged, 2022. 11. 14.

Sy M,
Sipos Andras
Palyamunkat benyujto hallgato (név)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

t. Datki Zsolt LaszI[6 (SZTE, IKIKK)
Témavezetd (név, munkahely)

alairasa




