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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Krt4 Keratin 4 fehérje

ITGAl1l Integrin alfa-11 fehérje

GFP Green Fluorescent Protein

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein

LR L (left) és R (right) utal arra, hogy két fragment jobb ¢€s bal vége kapcsolodik
0ssze

Qrendszer  Neurospora crassa ga géncsoportjanak nevébdl szarmazik

QUAS Upstream Activation Sequence (Q system)



1. BEVEZETES

A géntechnoldgia egy rendkiviil gyors 1éptékben fejlddé tudomanyteriilet, mely kivételes
lehetdséget biztosit a kutatélaborok szamara tobbek kozott a kiilonbozd bioldgiai folyamatok
megismerésére, génfunkciok feltérképezésére, betegségek modellezésére vagy 1) kezelési
modszerek kidolgozasara. Mindezek megvaldsuldsaban igen fontos szerepet jatszanak a
transzgenikus allatok, koziiliik is kiemelve a zebradéniot, melyet kivételes tulajdonsagai szinte
valamennyi kutatasi teriilet szamara alkalmassé tesznek modellallatnak.

Kutatasokban mar az 1980-as évek oOta széleskorlien hasznalnak transzgenikus allatokat
[1], példaul génmodositott egereket a rakkutatasban [2], zebrahalakat a gyulladasos és
szovetsériiléssel kapcsolatos folyamatok felderitésében [3], a toxikologiaban [4], patkanyokat
az Alzheimer kor modellezésében [5], vagy nyulakat szivritmuszavarok vizsgalataban [6].

A transzgén altalaban harom alap génszakaszbol tevodik Ossze: az expresszid helyét és
igy a szovet- vagy szervspecificitast szabalyozé promoter régiobol, a fehérjét kodold
génszakaszbol, illetve a termindlis génszakaszbol [1]. A transzgén célgenomba tdrténd
példaul a binaris expresszios rendszerek (pl: QUAS-QF2, GAL4-UAS, LexA-LexAop) [7]
vagy a transzpozonok (pl: SleepingBeauty, Tol2, PiggyBac) [8], melyeknek a hatékonysagat, a
specificitasat, illetve az allati szervezetre kifejtett, esetleges toxikus hatasat is szamos tényez6
befolyésolja. Ezen paraméterek felmérése és ismerete 1étfontossdgu mind allatjoléti kérdések,

mind pedig az adott kutatas eredményessége szempontjabol.



2. CELKITUZESEK

Jelen kisérlet célja a QUAS-QF2, valamint a Tol2 rendszerek toxicitdsanak és expresszios
tulajdonsdgainak a felmérése, valamint Osszevetése. Ennek érdekében olyan transzgenikus
halvonalakat hoztunk létre, melyek esetében az eltérd szoveti specificitassal rendelkezd
promotereknek koszonhetden, Osszehasonlithatjuk a kiilonb6z6 szovetekben 1étrehozott
génexpresszid mértékét, specificitdsat, mozaikossagat.

Tovabba célunk, a halvonalak talélésének rendszeres monitorozasaval az eltéré szoveti
expresszio figyelembevételével meghatarozni a QUAS-QF2, valamint a Tol2 rendszerek
toxicitasat.

A génkifejezddés, illetve a toxicitas mértékének vizsgalataval pedig szeretnénk felmérni

a QF2, illetve a Tol2 rendszerek alkalmazasanak elényeit, valamint korlatait.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A zebradanio, mint modellallat

A zebradani6 (Danio rerio) napjaink legnépszeriibb modellallatai kozé tartozik.
Eredetileg Kelet-Indiaban 6shonos, tropusi, édesvizi hal, melynek tudomanyos felhasznalasa a
szamtalan el6ny0s, bioldgiai tulajdonsaga révén rendkiviil széleskorii. Egy alkalommal tobb
szaz ikrat is leivhat, melyek gyorsan, az anyaallaton kiviil fejlddnek. Az embriok és a larvak
attetszoek, igy a teljes embriogenezis, organogenezis jol nyomonkdvethetd, valamint az utédok
manipulacidja invaziv beavatkozasok nélkiil is elvégezhetd. Tovabba, mivel a huméan gének
legalabb 70%-nak megtalalhaté az ortolég génparja zebradanidban, kivaléan alkalmas
kiilonb6z6 human betegségek modellezésére [9, 10]. Kivételes a szoveti regeneracios
képessége, tobbek kozott a farokuszo, a sziv, a kozponti idegrendszer, a vese, a hasnyalmirigy,

A teljes genomja ismert, ami a tobbi, kozponti idegrendszerrel rendelkezd allathoz képest
konnyen manipuldlhaté. Emiatt szamos génmodositott zebrahal vonalat alkalmaznak
kiilonboz6 kutatasi teriileteken. Kisérletiinkben az AB (vad tipus) mellett hasznalt atlatszo
Casper (1. abra) halak is olyan mutacié révén jottek 1étre, melynek kovetkeztében a felndtt
halak pigmentacios mintazatat meghataroz6 haromféle pigmentsejt koziil a melanophor és az
iridophor sejtek hidnyoznak. Ennek kdszonhetden a teljes sziv (st a kamrai kontrakciok is), a
bélrendszer, a mdj, az epehodlyag, bizonyos mértékben az agy, illetve néstény allatokban az
ikrak is egyszertien vizsgalhatok sztereomikroszkoppal. Ez a fenotipus csak homozigota
formaban fordul eld, igy AB €s Casper halak keresztezésébol szarmazo utodok AB fenotipussal

rendelkeznek [12].

- \}

- ==\
L dbra Melanophor és iridophor
pigmentsejtekkel nem rendelkezé Casper halak a
Semmelweis Egyetem allathazaban (sajat foto).



Mindezeken feliil kis mérete, viszonylag egyszerii tartdstechnologidja, szaporasaga is
hozzajarul ahhoz, hogy szamos tudoményteriilet, tobbek kozott a fejlddésbiologia, a
toxikologia, a farmakologia, a tumorbiologia, a genetika, vagy a viselkedésbioldgia is nagy

szamban alkalmazza laborallatként [13].

3.2. Zebradanié transzgenezis

A laboratoriumi kutatasokhoz eldszeretettel alkalmaznak kiilonb6z6 transzgenikus
halvonalakat. Zebradanid transzgenezis soran a cél a halak genomjanak a manipulacioja, oly
moddon, hogy a transzgén a csiravonalba integralodjon, tehat az utddgeneracioban is tovabb
oroklddjon, ne csendesedjen el a nemzedékek eldrehaladtaval. Mindemellett fontos tényezd,
hogy a plazmidok expresszidja erds legyen, de minél kevésbé mutasson mozaikossagot,
valamint a lehet6 legkisebb mértékben legyen toxikus a halakra [14].

A kisérlet soran kétféle hattérrel rendelkezd plazmidot injektaltunk egysejtes allapoti
ikrakba. A plazmidok extrakromoszomalis elhelyezkedésti, kettds szala, cirkuldris DNS-
molekuldk, melyek a transzgenezis soran leggyakrabban alkalmazott vektorok.
Baktériumokban 6nall6 replikaciora képesek, melyhez a replikacio kezddpontjat meghatarozo
replikaciés origoval rendelkeznek. Altalaban tartalmaznak egy vagy tobb antibiotikum
rezisztencia gént, melyeknek szerepe az atirando plazmidot tartalmazo6 baktériumok szelektiv
felszaporitasaban van antibiotikum tartalmu taptalajon [15, 16].

A transzgén genomba torténd Dbeépiiléséhez transzpozonokat hasznalunk. A
transzpozonok olyan DNS szekvenciak, melyek képesek a genomon beliili helyvaltoztatasra,
ezt kihaszndlva tudjuk az idegen DNS beugratdsat biztositani a célgenomba. Mig a
retrotranszpozonok dnmaguk maésolataval, addig a DNS traszpozonok (mint példaul a Tol2,
Sleeping Beauty, piggyBac) 6nmaguk kivagasaval és beillesztésével keriilnek at a genomba [8,
17].

A DNS transzpozonok transzpozaz enzimet kddolnak, mely, mint egy restrikcios enzim
kivagja, majd egy ligaz enzimhez hasonldan beilleszti a transzpozont a genomba [18]. A kddold
génszakasz elott talalhaté promoter régid szabalyozza az adott génszakasz transzkripciojat.
Ebben a tanulmanyban szovetspecifikusan expresszalddo, Krt4, ITGA11-cfos, illetve ubiqutin
promoterrel rendelkezd plazmidokat injektaltunk [19]. A keratin 4 fehérje atirasat szabalyozo
Krt4 prométer (2., 6. abra) a feliiletes epithelialis sejtrétegben eredményez expressziot [20].
Az ITGAI1l promoéter (3., 7. abra) az alfa és béta lancbol allo integrin alfa-11 fehérje
kifejezddését befolyasolja, mely mesenchymalis sejtekben fordul eld, els6sorban

fibroblastokban, a simaizomszovet, a harantcsikolt izomszovet, valamint a szivizomszovet



sejtjeiben [21]. Ubiqutin promoterrel (4., 8. abra) egy altalanos, minden szdvetben jelen levo
expressziot érhetiink el koszonhetéen annak, hogy az ubiquitin fehérje valamennyi sejtben
megtalalhat6. Azonban, ahogy Mosimann és mtsai [22] is kimutattak, az ubiquitin promoter
altalanos, de nem homogén expresszidt eredményez. Kiilonbséget igazoltak a kiilonbozd

szovetek, mint példaul az agy, vese, retina, vér sejtjeiben mért expresszios szintekben.

3.3. Fluoreszcens fehérjék

Tol2 rendszerben EGFP (enhanced green fluorescent protein), mig QF2 rendszerben
citoplazmaban expresszalodo zold mNeonGreent, illetve sejtmagi, voros mKate fluoreszcens
fehérjét kodold génszakaszt kapcsoltunk a promoter régidhoz. Ezaltal fluoreszcens
mikroszkoppal tudjuk vizsgalni a promoterek kifejez6dését [23, 24].

A fluoreszcens fehérjék nagy szerepet jatszanak transzgenezis soran a gének, illetve azok
expresszidjanak a vizsgalataban. Heppert és mtsai [25] in vivo kisérletben hasonlitottak Gssze
fluoreszcens fehérjék, tobbek kozott az mNeonGreen, mKate, és GFP fehérjék tulajdonsagait.
A fényintenzitas és fotostabilitas szempontjabol a GFP-t és mNeonGreen-t hasonlonak talaltak,
mig a vords fluoreszcens fehérjék koziil az mKate bizonyult a legjobbnak a vizsgalt

paraméterek alapjan.

3.4. Tol2 rendszer

A Tol2 transzpozon elemeit a japan medaka hal (Oryzias latipes) genomjabol
azonositottak. A kisérletben bemutatott konstruktok 0Osszeallitasanak alapjaul a multisite
Gateway technologia szolgalt, mely konny( €és hatékony modon teszi lehetdvé egyszerre tobb
DNS fragment beépitését [26]. A konstruktok a transzkripcid helyét meghatarozo
szovetspecifikus promoter régioval és zold, citoplazmaban kifejez0dd EGFP fluoreszcens
fehérjét kodold génszakasszal rendelkeznek. Vektorjuk Tol2 transzpozont tartalmazo
plazmidtorzs, melyhez a mikroinjekcid sordn exogén transzpozdz mRNS kertiilt hozzdadésra
[27].

Az egysejtes stadiumban levd embri6 injektalasat kovetden a transzpozaz mRNS-rol
transzlacid soran transzpozaz enzim képzddik, mely katalizélja a Tol2 transzpozon konstrukt
kivagasat a plazmid DNS-bdl, valamint a beillesztését a célgenomba. A késObbiekben a

transzpozaz fokozatos lebomlasaval megsziinik az aktivitasuk [28].



3.4.1. A Kisérlet soran alkalmazott plazmidok Tol2 rendszerben
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2. dabra Keratin 4 fehérje atirasat szabalyozo promoterrel rendelkezd plazmid
térképe, melyen lathato a promoter régio dltal szabalyozott EGPF fluoreszcens
fehérjét kodolo génszakasz, a replikacios origo (ori), valamint az Ampicillin
rezisztencia gén helye is (sajat illusztracio).
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3. dbra Integrin alfa-11 fehérje kifejezédését szabalyozé prométert tartalmazo Tol2
transzpozon alapu plazmid térképe, abrdzolva rajta a replikdcios origot (ori), az
Ampicillin rezisztencia gén, valamint az EGFP fehérje helyét (sajat illusztracio).
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4. dbra Altalinos, valamennyi szévetben expresszdlédo ubiquitin promoterrel
rendelkezd plazmid térképe Tol2 rendszerben (sajat illusztracio).



3.5. QUAS - QF2 rendszer

A QF rendszer egy bindris expresszios rendszer, mely hatékonyan képes iranyitani a
transzgén expressziot. Két fo6 komponense a QF, transzkripcionalis aktivator fehérje, illetve a
QUAS promoter.

Funkcioja a Neurospora crassa gomba qa géncsoportjanak miikodési elvén alapszik. A
ga csoportba 7 gén tartozik, melyekbdl 2 a szabalyozo gén: QA-1F a transzkripcionalis aktivator
¢s a QA-1S a represszor gén. Magas kininsavszint esetén a kininsav kotodik a QA-1S-hez, igy
a QA-1F aktivalhatja a qa géneket, melyek igy alternativ szénforrast biztosithatnak alacsony
gliikkéz szint mellett a gombanak. Kevés kininsav jelenléte esetén a QA-1F nem tudja aktivalni
a qa géneket. A QA-1S, QA-1F, valamint a QA-1F kotohely, kinyerve a Neurospora Crassabol,
felel meg a QS, QF, illetve a QUAS-nek a QF rendszerben [29].

A QF2 rendszer (5. abra) a QF rendszer egyik valtozata, mely nem tartalmazza annak
kozEépsé géntartomanyat. A qa gének miikddése alapjan az altalunk vizsgalt halaknal a
kovetkezOképpen miikodott a QF2 rendszer. Az expresszid létrejottéhez a szovetspecifikus
promoter mogott elhelyezkedd QF2 transzkripcionalis aktivatort és szivspecifikus GFP
markerfehérjét tartalmazéd Tol2 transzpozon alapti LR plazmidot transzpozaz enzim mRNS
jelenléte mellett injektaltuk a QUAS promotert, valamint a vizsgalandé fehérjét kodolo
génszakaszt (esetiinkben mNeonGreen-t és mKate fluoreszcens fehérjéket kodold gének)
tartalmazod halvonal egyedének ikrajaba. Ennek kovetkeztében a megfeleld szdvetekben
kifejez6d6é QF2 kotddni tudott a QUAS promoter QF2 specifikus kotéhelyeihez aktivalva ezzel

a transzkripciot, és a kodolt gének kifejezddését [30].

%

—»/

5. d@bra A QUAS-QF?2 rendszer miikodése. A QUAS promoterhez
kotott  transzgén, csak aktiv  promoterrel rendelkez6 QF2

Expresszio

transzkripcionalis aktivator jelenlétében tud expresszalodni.

A QUAS - QF2 rendszert és annak mitkddését elsonek J. Potter és mtsai [31] irtdk le

Drosophila tajokban.
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A QF rendszer egyik nagy eldnye a magas szintli expresszid és az erds transzkripcios
aktivacio mellett, hogy a QF fehérjébdl hianyoznak azok a CpG nukleotidok, amelyek a CpG-
medialt metilacioért feleldsek, €s ezaltal a gének elcsendesitéséért. Bar a QUAS kotohelyenkeént
tartalmaz 2 CpG nukleotidot, ezek nem létfontossdgu helyeken taldlhatok, ezért a QF rendszerre
a generaciok eldrehaladtaval a gének elcsendesedése nem jellemzd. Burgess és mtsai [32]
kisérletet végeztek a QF rendszerrel, illetve azok variansaival: QF2-vel, mely mar nem
tartalmazza a QF kozEépsO génszakaszat, a gyengitett QF2-vel, mely annyiban kiilonbozik a
QF2-t6l, hogy a C-terminuson az utolsé két aminosavat négy lizinre cserélték. Tovabba,
létrehoztak a QFGal4 transzkripciondlis aktivatort, a QF és egy masik bindaris expresszios
lecsokkentették a QUAS CpG nukleotid tartalmat a rendszer optimalizalasa céljabol. A QFGal4
esetén nem talaltak szignifikdns kiilonbséget toxicitds tekintetében a nem injektalt
zebrahalakhoz képest, viszont szignifikéns kiilonbséget mutattak ki, mind a QF, mind a QF2
rendszer kapcsan. Azt is megallapitottak, hogy a toxicitas mértéke korrelalt a transzkripcionalis
aktivitas erdsségével [32].

Az erds toxicitas okanak felderitésére Riabinina és mtsai [7] synaptobrevin promoter
mellett hasonlitottak 6ssze olyan rendszereket, amelyekbdl teljesen vagy részlegesen kivontak
a QF fehérje kozépsO géntartomanyat. Kisérlete soran csak a teljes kozépsd génszakaszt

tartalmazo, QF rendszer bizonyult rendkiviil toxikusnak.
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3.5.1. A Kisérlet soran hasznalt plazmidok QF2 rendszerben
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6. dabra Epithelialis sejtekben expresszalodo plazmid térképe QF2 rendszerben,
feltiintetve a replikacios origot (ori), az Ampicillin rezisztencia gént kodolo szakaszt
és a cmcl2 promoter altal szabdlyozott EGFP markerfehérjét kodolo génszakaszt

(sajat illusztracio).
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7. abra Elsésorban fibroblastokban, illetve az izomszovet sejtjeiben expresszalodo,
integrin alfa-71 fehérjét kodolo promoterrel rendelkezé plazmid térképe (sajat
illusztrdcio).
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B “\(cmlcz promoter
4 . Tol2 exon1 bp1-336 of 461
l’ r LR-CG(ubi:QF2-pA)
\ | 11225 bp
L 'y
3 I B
ubi | /[ /___pucori
p
o ampR

v
A,
/

Tol2 exond 136-482°
8. dbra Altaldnosan expresszalodo Tol2 transzpozon alapii LR plazmid térképe QF2
rendszerben (sajat illusztracio).
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4. ANYAG ES MODSZEREK

4.1. A toxicitas vizsgalata

A kisérlet soran 1-2 éves AB és Casper halak keresztezésébOl szarmazd, egysejtes
stadiumban levd ikrak injektaldsaval hoztunk létre transzgenikus halvonalakat.

QF2 rendszerben kettd, a Krt4, valamint az ITGAI1l promoterek segitségével
szovetspecifikusan, az epithelialis, illetve a mesenchymalis sejtekben expresszalodo plazmid,
illetve egy, ubiquitin promotert tartalmazo, valamennyi szovetben kifejez0dd plazmid hatasa
keriil bemutatasra.

Tol2 rendszerben alacsonyabb szintli toxicitast vartunk, mint a QF2 rendszerben. Mivel
a QF2 rendszer toxicitasa csak az ubiquitin promotert tartalmazo6 plazmidok injektalasa esetén
mutatott szignifikans eltérést, igy csak ezt vizsgaltuk meg a Tol2 rendszer vonatkozasaban is.
Az injektalashoz hasznalt plazmidokat Gibson klonozassal a gyarto protokollja (New England
Biolabs-Kvalitex-E2621S-NeBuilder HIFI DNA Assembly Master Mix) szerint készitettiik el.

A kisérlet soran kétféle kontroll csoport késziilt. A Kontroll-1 csoportba nem injektalt, de
ugyanazon koriilmények kozott felnevelt halak keriiltek. Szerepiik els6sorban az injektdlas
soran okozott mechanikai sériilés tulélésre gyakorolt hatasanak a vizsgalata volt. A Kontroll-2
csoport halait 100mM-os KCI-dal (Reanal Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid
1000g) és transzpozaz enzimet kodold6 mRNS-sel injektaltuk. Utobbi csoport kifejezetten a

plazmidok toxikussaganak mértékét jelzé kontrollként szolgalt.

4.1.1. Plazmidok elokészitése

Az injektalashoz 10,85ng/ul koncentracioji plazmid DNS-t valamint transzpozaz RNS-t
tartalmazo injektald mixet készitettiink. Annak érdekében, hogy az injektalaskor a halikrak
(Reanal Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid 1000g) oldatba mértiik Ossze. Az

injektalo folyadékokat az injektalas eldtt készitettiik el, és injektalasig jégen taroltuk.

4.1.2. lvatas és az ikrak begyiijtése

Az ivatashoz az injektalast megel6z6 nap minden ivatokadba (9. abra) 2 ndstény és 2
him halat helyeztiink, elszepardlva egymastdl az ellentétes nemiieket. Mivel az ikrdk
mennyiségét és mindségét rendkiviil sok tényezd befolyasolja, ezért ligyeltiink arra, hogy a
legéletképesebb, egy héten beliil nem ivott halakat valogassuk Gssze, figyelmet forditva az

¢letkorok heterogenitasara is. A felndtt egyedek ikrafalok, ezért az ivatokadak ki voltak
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egészitve egy belsd, racsos fall, milanyag tartdllyal is, ami meggatolta, hogy a halak

hozzaférjenek az ikrakhoz [33, 34].

9. dbra AB (vad tipusu) nostények (bal oldalon) és Casper
(pigmenthianyos mutdcio) himek (jobb oldalon) az ivatds elotti

napon ivatokadban a Semmelweis Egyetem dllathdzdaban.

Masnap reggel az egy tankba valogatott ndstényeket és himeket 6sszeengedtiik, majd
atlagosan 10-20 perccel az ivast kdvetden egy sziird segitségével az ikrdkat metilénkéket
tartalmazo E3 mediummal (KCI - Reanal Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid 1000g,
NaCl — Reanal Laborvegyszer:24640-0-01-38-Natrium-klorid 1000g, MgSQ4 - 20342-0-27-38-
Magnézium-szulfat, vizmentes 1000g, CaClz x 2H20 — Sigma Aldrich:C7902-1kg-calcium
chloride dihydrate, 1 kg) feltoltott Petri-csészékbe gytjtottiik.

4.1.3. Injektalas

A frissen begytijtott ikrakat, egysejtes stadiumban (10. abra) mikroinjektor (Nanoject I11,
Drummond) (11. abra) segitségével injektaltuk a plazmiddal és transzpozaz enzimet kodold
MRNS-sel. Az injektalashoz a szrasi csatornat és az injektalo folyadék sejtbe valod bejuttatasat
a mikroinjektorhoz csatlakoztatott livegkapillarissal végeztiik, melyet az eldkészités soran
olajjal (Bondex Szilikontechnika: Rubosil 0-100 Metil Szilikonolaj, 100ml), illetve az
eldkészitett injektalo folyadékkal toltottiink fel levegdmentesen.

Az ikrakat agarozt tartalmazo injektalo lemezre (Biocenter/Lonza:50004 — SeaKem LE
Agarose 5009) helyeztiik, és miianyag pipetta segitségével szabalyos sorokba rendeztiik. Az
injektalas soran 2,3 nl injektald folyadékot juttattunk a chorionon, valamint a szikanyagon
keresztiil a sejtbe 70 nL/sec sebességgel, ligyelve arra, hogy minden embridt csak egyszer
szurjunk meg, illetve minél kisebb mértékii mechanikai sériilést okozzunk [35].

Miutan minden ikrat injektaltunk, a lemezrdl Petri-csészébe mostuk le dket.
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10. dabra Egysejtes dllapotban levo zebrahal 11. dbra Az injektalashoz elokészitett

ikra, ahol lathato a chorion, a szikholyag és az Nanoject 11l mikroinjektor az agaroz
injektalando sejt (sajat foto). tartalmu lemezen elhelyezett zebrahal
ikrakkal (sajat foto).

4.1.4. Inkubacio és marker vizsgalat

A terméketlen, illetve az injektalast kovetden kozvetleniil elpusztult ikrakat

eltavolitottuk. A tobbit felcimkézett Petri-csészékben 5 napra 28 °C-os inkubatorba helyeztiik.

Az injektalast kdvetd nap a Petri-csészEkbdl az elpusztult egyedeket levalogattuk. A 3. napon

a larvakat Olympus MVX10 Macro Zoom fluoreszcens mikroszkép alatt, zold fényben

vizsgaltuk. 5 napos korukban azok az egyedek keriiltek le az allathazba tovabbi monitorozasra,

amelyeknél megfigyelheté volt a plazmidtorzsben kodolt marker. QF2 rendszerben egy

szivspecifikus GFP, mig Tol2 rendszer esetén az adott promdter altal meghatarozott,

szovetspecifikus EGFP fehérje jelenlétét kerestiik (12-13. abra).
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12.  dbra  Marker jelenlétének  13. dbra Szivspecifikus GFP markert hordozé 4
vizsgadlata Olympus MVXI0  napos larvik 488nm  hulldmhosszii  fényben
fluoreszcens mikroszkop alatt (sajat  fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgdlva (sajat fotd).

fotd).

4.1.5. Monitorozas

Az éllathdzban halvonalaknak, valamint életkoruknak megfelelden elkiilonitett, 1,8
literes tartalyokba keriiltek. Kornyezetiik, a vilagos (14 o6ra) és sotét orak (10 ora) szama, a
hémérséklet (26,5-28 °C), a viz oldott ion tartalma (konduktancia: 500-550 mS), a viz pH-ja
(6,8-7,5) szabalyozott és allando volt a kisérlet folyaman. A keringtet6 rendszer folyamatosan
szlrte és oxigenizalta a tartalyok vizét.

A tankokat atlagosan 3-5 naponta ellendriztiik, feljegyeztiik az elhullott egyedek, illetve
az ¢életben levok szamat. A t0lélés monitorozasit az allathdzba levalogatott 5 napos
zebrahalakon kezdtiik meg. Ennek oka az volt, hogy kisziirjiikk a kisérletbdl azokat, az ikrak
kezdeti fejlodési szakaszat befolyasold tényezdket (pl: rossz mindségii vagy terméketlen ikrak),
amelyek eltorzitottak volna az injektalas statisztikai eredményeit. A talélési adatok gytlijtését az

allatok 45 napos koraig végeztiik. Ekkorra mar jelentésebb elhullas nem volt tapasztalhato.

4.1.6. Statisztikai elemzés

A halak 40 napos monitorozasa soran nyert adatok alapjan végeztiik el a kumulativ
hazard valdészintiségek szamitdsat a kontroll csoportokra, illetve minden transzgenikus
halvonalra vonatkozoan. Az adataink a 3-5 napos megfigyelési iddszakoknak megfelelden,

id6intervallumonként tartalmazzak az elpusztult egyedek szamat.
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A zebrahalak talélését a halandosagi tabla modszerével elemeztiik, mely soran
meghataroztuk az adott iddintervallumban elpusztult halak ardnyat (q), az adott
idointervallumban a kockazatnak kitett halak koziil a talélt egyedek aranyat (p), valamint a
tulélési valoszinliséget (S = az intervallumokban talélt egyedek aranyanak szorzata)[36].

Tovabbé, minden csoporthoz talélési gorbét rendeltiink, ahol az idd fliggvényében
abrazoltuk a talélés valosziniiségét. A statisztikai szignifikancia kimutatasara Peto-Wilcoxon

tesztet alkalmaztunk.

4.2. Az expresszio vizsgalata spinning-disk konfokalis mikroszkoppal

Az expresszid mértékének vizsgalata soran a promoterek altal meghatarozott sejtek
citoplazmajaban expresszalédo, zold mNeonGreen, EGFP, valamint a megfeleld sejtek
sejtmagjaban kifejez6dd, vordés mKate fehérjék jelenlétét vizsgaltuk 3 napos, injektalt
larvakban [25].

Az injektalas folyamata és az inkubacio a toxicitds mértékét meghatarozo vizsgalatoknal
leirt modon zajlottak.

A QF2 rendszerben az ubiquitin, Krt4 és ITGA11 promotereket tartalmazd plazmidokat
AB, valamint olyan transzgenikus hal keresztezésébdl szarmazé ikrakba injektaltuk, amely
hordozza a QUAS promoterrel rendelkezé mNeonGreen, illetve mKate fehérjéket.

A Tol2 rendszer esetében AB és Casper egyedeket keresztezve begylijtott ikrakba tortént
az injektalas szintén az ubiquitin, Krt4, tovabba ITGA11 promoterekkel és Tol2 transzpozonnal
rendelkezd plazmidokkal.

Az injektalast és a 3 napos inkubdciot kdvetden az expressziot mutatod larvak koziil
kivalasztottunk 2-3 egyedet. A felvételek elkészitése el6tt a larvakat 0,2 mg/ml Tricaine-t
(Sigma — Aldrich: E10521-50G-Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate, 50g) tartalmazo6 E3
hal embriomédiumba altattuk el. Ezt kovetden tivegfenekli kamraba, E3 medium (KCI - Reanal
Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid 1000g, NaCl — Reanal Laborvegyszer:24640-0-
01-38-Natrium-klorid 1000g, MgSO4 - 20342-0-27-38-Magnézium-szulfat, vizmentes 1000g,
CaCl2 x 2H20 — Sigma Aldrich:C7902-1kg-calcium chloride dihydrate, 1 kg) alapa 1%-0s
alacsony olvadasponti agarozba (Zellbio: A-204-100 — Low Melt Agarose) agyaztuk a halakat
(14.abra).
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14. abra 1%-o0s agarozba dgyazott 3 napos zebrahal larvik
(sajat foto).

A felvételeket egy Nikon Eclipse Ti2 inverz mikroszkop segitségével készitettiik, mely
motoros piezo-allvannyal, Yokogawa CSU-W1 forgdlemezes pasztazofejjel, valamint 2
hatulrol megvilagitott Photometrics Prime BSI scientific CMOS-kameraval rendelkezik. A
felvételekhez 40x ApoLambda/NA1.15 és 10x ApoLambda/NAO0.95 objektiveket hasznaltunk,
azok rogzitését pedig NIS Elements AR 5.4 szoftverrel végeztiik [37].
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A toxicitas vizsgalata soran kapott eredmények

A toxicitas vizsgalata sordn a QF2 rendszerben injektalt plazmidok hatdsat az alabbi
halanddsagi tablak, illetve tulélési gorbék mutatjak. A statisztikai szignifikancia, valamint a
tulélési gorbék meghatarozasa soran is a Kontroll-2 csoporthoz viszonyitottuk a plazmiddal
injektalt transzgenikus vonalak és a Kontroll-1 csoport tulélését is.

A halandosagi tabla alkalmazasa soran a teljes, 40 napos megfigyelési id6szakot kisebb
id6intervallumokra osztottuk, melyek soran feljegyeztiik az é16 (N) és az elpusztult (D) egyedek
szamat. Ezekbdl az adatokbol szamitottuk ki az adott iddintervallumra vonatkozé elhulldsok
(q), valamint talélések aranyat (p). Az intervallumok talélési ardnyainak szorzata, pedig
megmutatja, hogy a kockazatnak kitett egyedek az injektalastol/ivastol szamitott 45 napos
korukig, mekkora valdszintiséggel maradtak életben [36].

Tovabba, megadtuk minden vizsgalt csoportnal a standard hibat (SE), illetve a 95%-0s
konfidencia-intervallumot (95% Kla, 95% Klx) is.

5.1.1. Kontroll csoportok eredményei

Az injektalas okozta mechanikai sériilés hatdsanak felmérése céljabol hasonlitottuk dssze
a kontroll csoportokat. A Kontroll-2 csoport egyedei 27,3 %-0s valoszintiséggel élték meg a
megfigyelési idOszak végét (1. tablazat). Kiugréan magas elhulléssal jaré idészak nem volt
tapasztalhatd a 40 nap soran. Tovabba, a tablazat adatai szerint kdzvetleniil az injektalast kovetd
elsd hét végén is tobb, mint 86%-os volt a talélési valdszinliség.

A nem injektalt Kontroll-1 (K-1) csoport esetén 4-5 naposan az allathazba lekeriilt 51
zebrahalbdl 13, azaz 25,5%-uk élte meg a masfél honapos kort, mely kozel azonos a masik

kontroll csoport eredményeivel (2. tablazat).
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1. tablazat A Kontroll-2 csoport halandosagi tablazata, ahol t = id6 (napok), N = az életben levé halak
szama, D = az elpusztult egyedek szama, q = az adott iddintervallumban elpusztult egyedek aranya, p
= az adott iddintervallumban a tulélt egyedek aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba,
95% Kl, =95% Konfidencia-intervallum alsé hatara, 95% Klr=95% Konfidencia-intervallum felsé
hatdra [36].

K-2 _ _ 95%  95%
t N D qg=d/n p=(1-q) S(t) SE Kl Kls

0-2. 22 1 0,045 0,955 0,955 0,044 0,871 1,000

3-6. 21 1 0,048 0,952 0,909 0,061 0,797 1,000
7-8. 20 1 0,050 0,950 0,864 0,073 0,732 1,000
9-14. 19 3 0,158 0,842 0,72t 0,095 0,563 0,939
15-20. 16 1 0,063 0,938 0,682 0,107 0,513 0,907
21-24. 15 4 0,267 0,733 0,500 0,106 0,329 0,759
25-27. 11 1 0,091 0,909 0,455 0,105 0,288 0,718
28-29. 10 1 0,100 0,900 0,409 0,095 0,248 0,676
30-:34. 9 3 0,333 0,667 0,273 0,044 0,138 0,540
35-40. 6 0 0,000 1,000 0,273 0,061 - -

2. tablazat A Kontroll-1 csoport halandosagi tablazata, ahol t = id6 (napok), N = az életben levé halak
szama, D = az elpusztult egyedek szama, q = az adott idéintervallumban elpusztult egyedek aranya, p
= az adott iddintervallumban a tulélt egyedek ardanya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba,
95% Kl, =95% Konfidencia-intervallum alsé hatara, 95% Kl =95% Konfidencia-intervallum felsé
hatdra [36].

95%  95%

K-1 t N D g=dn p=(1q) S() SE Kla Kl

0-3. 51 6 0,118 0,882 0,882 0,045 0,798 0,975

4-7. 45 6 0,133 0,867 0,765 0,059 0,657 0,890
8-16. 39 3 0,077 0,923 0,706 0,064 0,591 0,843
17-21. 36 9 0,250 0,750 0,529 0,070 0,409 0,686
22-24. 27 4 0,148 0,852 0,451 0,070 0,333 0,610
25-28. 23 9 0,391 0,609 0,275 0,063 0,176 0,429
29-35. 14 1 0,071 0,929 0,255 0,061 0,159 0,408

36-40. 13 O 0,000 1,000 0,255 - - -
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15. abra A Kontroll-1 és a Kontroll-2 csoport
tulélési gorbéje a tulélési valoszinliség és az ido

figgvényében.

Osszehasonlitva a kontroll csoportok talélési gorbéit jelentds kiilonbség nem igazolhato
kozottiik (15. abra). Ennek statisztikai analizalasara Peto-Wilcoxon tesztet hasznaltunk, mely

kimutatta, hogy a két csoport kozt valoban nincs szignifikans eltérés (p=0,8).

5.1.2. A toxicitas vizsgalatinak eredményei QF2 rendszerben

Az ITGA11 promoter esetében Osszesen 20 GFP szivspecifikus markerfehérjét
expresszalo 4-5 napos egyedet tudtunk levalogatni monitorozasra (3. tablazat). Az injektalt
allatok az els6 hetet az allathazban kozel 60%-o0s valdszintiséggel ¢élték tul, mely a 10. nap
kornyekén 50%-ra csokkent. Ezt kovetden viszont hirtelen jelentkezd, egy-két egyednél tobbet
érintd elhullds mar nem volt tapasztalhatd. A szamitdsok alapjan annak a valosziniisége, hogy
ezzel a plazmiddal injektalt halak az injektalast kovetden 45 napot taléljenek 25%. Bar
szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a Kontroll-2 csoport tulélésével dsszevetve

(p=0,08), a gorbék kozott egészen a 30. napig lathatunk nagyobb eltérést (16. abra).
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ryryr .

(t = id6 (napok), N = az életben levo halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, q = az adott
idointervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott iddintervallumban a tulélt egyedek ardanya,
S(t) = tulélési valosziniiseg, SE = standard hiba, 95% Kl, =95% Konfidencia-intervallum also hatara,
95% KI;=95% Konfidencia-intervallum felsé hatdra [36])

ITGAlLl _ _ 95%  95%
_cfos t N D g=D/N p=1-q S(t) SE Kl Kl

0-7. 20 8 0,400 0,600 0,600 0,110 0,420 0,858

8-10. 12 2 0,167 0,833 0,500 0,112 0,323 0,775
11-13. 10 1 0,100 0,900 0450 0,111 0,277 0,731
14-20. 9 2 0,222 0,778 0,350 0,107 0,193 0,636
21-28. 7 1 0,143 0,857 0,300 0,103 0,154 0,586
29-39. 6 1 0,167 0,833 0,250 0,097 0,117 0,534
40.- 5 0 0,000 1,000 0,250 - - -

ITGA11-cfos

1.0

— Koniroll-2

‘\_L‘ TGA11-clos

| N

08

Tulélés
06
1

04

D2
|

00

0 10 20 30 40

MNapok

16. abra ITGA1l-cfos prométert tartalmazo
plazmiddal injektalt halak és a Kontroll-2
csoport talélési gorbéje a talélési valoszinliség

¢s az 1d0 fiiggvényében.

Az epithelialis sejtekben kifejez6dd plazmid hatdsanak vizsgalata soran az elsé két
napban tapasztaltunk nagyobb aranyu elhullast (6 egyed) (4. tablazat). A monitorozas 7-10.
napjan az allatok kozel 60%-a volt még életben. A tulélési gorbén megfigyelhetd, hogy
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hozzavetdlegesen a 30. nap kornyékéig mutattak alacsonyabb talélési valoszinliséget a
plazmiddal injektalt halak a kontroll csoportnal (17. abra). A szamitott értékek alapjan 31,8%-
os valoszinliséggel élték meg a masfél honapos kort ezek a halak. A Kontroll-2 csoporthoz
viszonyitva szignifikéns kiilonbséget nem talaltunk (p=0,3).

4, tablazat A tablizat a Krt4 promotert tartalmazo plazmiddal injektdlt halak tulélési adatait
tartalmazza. (t = idd (napok), N = az életben levé halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, q =
az adott iddintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott iddintervallumban a tulélt egyedek

aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% Kl =95% Konfidencia-intervallum also
hatdra, 95% KI;=95% Konfidencia-intervallum felsé hatdara [36])

95%  95%
Kla Kl¢

0-2. 22 6 0,273 0,727 0,727 0,095 0,563 0,939

Krt4 t N D g=D/N p=1-q S(t) SE

3-6. 16 1 0,063 0,938 0,682 0,099 0,513 0,907
7-10. 15 2 0,133 0,867 0,591 0,105 0,417 0,837
11-14. 13 1 0,077 0,923 0,545 0,106 0,372 0,799
15-20. 12 3 0,250 0,750 0,409 0,105 0,248 0,676
21-31. 9 1 0,111 0,889 0,364 0,103 0,209 0,632
32-34. 8 1 0,125 0,875 0,318 0,099 0,173 0,587
35-40. 7 O 0,000 1,000 0,318 - - -
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17. 4bra A Krt4 promotert tartalmazéd
plazmiddal injektalt halak és a Kontroll-2
csoport tulélési gorbéje.
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A QF2 rendszerben ubiquitin promoterrel rendelkezd plazmiddal injektalt halaknal mar

az els6 héten jelentésebb elhullas volt megfigyelhetd, mint a tobbi transzgenikus vonalnal (5.

tablazat). Az elsé hét soran a halak kozel 60%-a elpusztult, mely a 10. nap kdrnyékére mar

70% folotti értéket ért el. A Kontroll-2 csoporthoz viszonyitott jelentds kiillonbség a talélési

gorbén is megfigyelhetd (18. abra). Tovabba, Peto-Wilcoxon teszttel szignifikans kiilonbséget
is kimutattunk (p=0,0009).

5. tablazat QF2 rendszerben dltaldnos expressziot kivalto, ubiquitin (Ubigrz) promoter tartalmii

plazmiddal injektdlt halak tulélési adatai. (t = ido (napok), N = az életben levo halak szama, D = az

elpusztult egyedek szama, q = az adott iddintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott
iddintervallumban a tulélt egyedek ardnya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% Kl
=95% Konfidencia-intervallum alsé hatdra, 95% KI;=95% Konfidencia-intervallum felsé hatdra [36])

Ubiors t N D g=DIN p=1q S(t) SE 92(;/: 92‘:/:’
0-4. 28 8 0286 0714 0714 0085 0565 0903
57. 20 8 0400 0600 0429 0094 0279 0,657
810. 12 4 0333 0667 0286 0085 015 0513
1114, 8 1 0125 0875 0250 0082 0,132 0,475
1519, 7 1 0143 0857 0214 0078 0,105 0,436
2025, 6 1 0167 0833 0179 0072 008l 0395
2632. 5 1 0200 080 0143 0066 0058 0,354
3339, 4 1 0250 0750 0107 0059 0039 0312
40- 3 0 0000 1000 0107 - i i
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18. dbra Ubiquitin promoterrel rendelkezé

halak tulélési gorbéje QF2 rendszerben.
5.1.3. A toxicitas vizsgalatinak eredménye Tol2 rendszerben

A Tol2 rendszerben alkalmazott ubiquitin promoteres plazmidok kisebb aranyu elhullést

okoztak, mint a QF2 rendszerben bemutatott parja. A Tol2 esetében az elsé héten az allatok
tobb, mint 60%-a talélt (6. tablazat). Annak a valosziniisége, hogy ezek a halak talélik a 40
napos monitorozasi idészakot 18,2%. Ez ugyan alacsonyabb szazalék, mint amit a tobbi
csoportnal tapasztaltunk, de még mindig magasabb, mint QF2 rendszerben, illetve a Kontroll-

2 csoporthoz viszonyitva sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,1) (19. abra).
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19. dbra Ubiquitin promoterrel rendelkezo
plazmiddal injektalt halak tulélési gorbéje
viszonyitva a Kontroll-2 csoporthoz.
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6. Tablazat Ubiquitin promotert tartalmazé plazmid hatdsa zebrahalak tilélésére Tol2 rendszerben. (t
= ido (napok), N = az életben levé halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, q = az adott
idointervallumban elpusztult egyedek ardnya, p = az adott iddintervallumban a tulélt egyedek aranya,
S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% Kla =95% Konfidencia-intervallum also hatadra,
95% Klt=95% Konfidencia-intervallum felsé hatdra [36])

95%  95%
Kla Kl¢

0-3. 11 1 0,091 0,909 0,909 0,087 0,754 1,000

UbitoLz t N D g=D/IN p=lq Sty SE

4-7. 10 3 0,300 0,700 0,636 0,145 0,407 0,995
8-14. 7 1 0,143 0,857 0,545 0,150 0,318 0,936
15-17. 6 1 0,167 0,833 0,455 0,150 0,238 0,868

RN
P
[REN
©
(6]
N

0,400 0,600 0,273 0,134 0,104 0,716
20-29. 3 1 0,333 0,667 0,182 0,116 0,052 0,637
30-40. 2 O 0,000 1,000 0,182 0,087 0,754 1,000

5.2. Az expresszié mértékének vizsgalata soran kapott eredmények FO generaciéban

A spinning-disk konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek soran megfigyelhetjiik,
hogy a QF2 rendszerben hasznalt mNeonGreen, valamint mKate fluoreszcens fehérjék, illetve
a Tol2 rendszerben alkalmazott EGFP, mely szovetekben, milyen expresszids szinteket ér el,
mennyire okoz mozaikos expressziot, illetve tesztelhetjiik a promoéterek szovetspecifikussagat

is.

5.2.1. ITGAll-cfos promoterrel rendelkezé plazmid expressziés felvételei QF2
rendszerben
A felvételeken megfigyelhetd az erds, bar mozaikos expresszio elsdsorban a fibroblast
sejtekben (21. abra), azonban lathat6, hogy az izomsejtekben, és az idegsejtekben is (20. abra)
megjelenik az expresszio. Mivel ezek injektalt, FO nemzedékbe tartozo halak, igy az injektéalas
velejardja némi foku aspecificitas, mely azonban az F1 hordoz6 nemzedékben mar nem lesz
jelen. Az mKate fluoreszcens fehérje a sejtmagvakban, mig az mNeonGreen a citoplazmaban

expresszalodott a fehérjékhez kapcsolt targetszekvencidknak koszonhetden.
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20. dabra 1TGAll-cfos promoterrel ¢s QF2 transzkripcionalis aktivatort tartalmazo
plazmiddal injektalt, és QUAS promdtert, valamint mNeonGreen-t és mKate-t kodolo
geénszakaszt hordozo 3 napos larva (balrdl jobbra haladva: fej, torzs, farokiiszo).

21. dbra 3 napos larvarol spinning-disk konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek,
melyeken a zéld mNeonGreen (citoplazmdban), illetve a voros mKate (sejtmagban)
expressziojat lathatjuk fibroblast sejtekben.

5.2.2. ITGAll-cfos promoterrel rendelkezéo plazmidok expresszios felvételei Tol2
rendszerben
Bér az ITGA11-cfos promoter szabalyozo6 funkcidja miatt elsésorban fibroblastokban és
izomsejtekben kellene az EGFP zdld fluoreszcens fehérjének megjelenni, itt epithelialis
sejtekben is latunk expressziot (22. abra). A farokiszo esetében is az epithelialis sejtekben

torténd, mozaikos expresszio volt a jellemz6 (23.4abra).
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22. abra \TGAll-cfos promotert tartalmazo plazmiddal injektalt haromnapos ldarvarol
késziilt spinning-disk konfokdlis mikroszkopos felvétel (balrdl jobbra: fej, torzs, farokiiszo).

23. dbra 1ITGAll-cfos promoter mellett epithelialis
sejtekben expresszalodo EGFP  fluoreszcens feherje

zebradanio larvaban.

5.2.3. Krt4 prométerrel rendelkezé plazmid expresszidja QF2 rendszerben
Mindharom felvételen egy erds expressziot detektalhatunk az epithelialis sejtekben (24-
25.abra). Bar a Keratin 4 fehérje elsdsorban a feliiletes epithelialis sejtrétegben fordul eld,

ebben az esetben latunk expressziot néhany fibroblast-, izom- és idegsejtben is.
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24. abra Szovetspecifikusan elsésorban epithelialis sejtekben expresszalodo mNeonGreen,
valamint mKate fluoreszcens fehérjék 3 napos larvaban.

25. dbra 3 napos ldarva farokiszojarol késziilt spinning-disk konfokdlis mikroszképos
felvételek, melyeken vérds, sejtmagi mKate-t, valamint citoplazmaban  kifejezédé
mNeonGreen-t lathatunk epithelialis sejtekben.

5.2.4. Krt4 prométerrel rendelkezé plazmid kodolta gén expresszidja Tol 2 rendszerben
Ezen a felvételen egy viszonylag gyenge, mozaikos expressziodt lathatunk elsésorban
epithelialis sejtekben. Osszehasonlitva a QF2 rendszerben mért expresszioval, elébbi joval

nagyobb mértékii volt (26. abra).
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26. dabra Epithelialis sejtekben lathato expresszio Tol 2 rendszerben 3 napja injektalt larva
esetében.

5.2.5. Ubiquitin prométerrel rendelkezé plazmid esetén mért expresszio QF2
rendszerben
QF2 rendszerben az ubiquitin promdterrel a felvételeken is lathatd erds €s altalanos,
valamennyi sejtben jelen levo expressziot mértiink (27. abra). Az idegsejtek, azok axonjai, a
fibroblastok, az izomsejtek, illetve az epithelialis sejtek esetén is erdteljes expressziot

figyeltiink meg (28-29. abra).

217. abra 3 napos larvaban lathato altalanos mKate és mNeonGreen expresszio az ubiquitin
promoternek koszénhetoen (balrol jobbra: fej, torzs, farokiiszo).
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28. dabra Ubiquitin promoter alkalmazasaval elért dltalanos expresszio kiilonbozo
sejttipusokban. Bal oldali képen idegsejtekben, izomsejtekben, epithelialis sejtekben és néhany
fibroblastban is, mig a jobb oldali képen fibroblastokban és epithelialis sejtekben lathato
expresszio.

29. dbra Farokiszo kiilonbozé sejtjeiben mérhetd sejtmagi mKate és citoplazmaban
kifejezodo mNeonGreen expresszio ubiquitin promoter alkalmazdasa mellett.
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5.2.6. Ubiquitin promoterrel rendelkezé plazmid esetén mért expresszi6 Tol2
rendszerben
Erés, de mozaikos expresszidt eredményezett a Tol2 rendszer az ubiquitin promoter

hasznalata mellett (30. abra). Osszehasonlitva a QF2 rendszerben lathatoakkal, Tol2

rendszerben a farokuszoé sejtjeiben alig latni az EGFP expressziojat.

30. dabra Ubiquitin promoter alkalmazasa melletti dltalanos EGFP expresszio Tol2
rendszerben 3 napos, injektalt larvaban.

5.3. Expresszié mértékének bemutatasa az F1 generacioban
Az aldbbi felvételek igazoltan hordozd F1 generacids halakrdl késziltek QF2
rendszerben, melyek bemutatjak, hogy az FO nemzedékben tapasztalt kisfokt aspecificitas, az

F1 nemzedékben mar nem jellemz6 (31-33. abra).

31. dabra 1TGAll-es promoter alkalmazasa mellett mért expresszio F1 nemzedékben. Az
mKate és mNeonGreen fluoreszcens fehérjék expresszioja elsésorban a fibroblast sejtekben.
Az F0 generacioban tapasztalt kisfoki aspecifiCitds itt mdar nem mutathato ki.
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32. dbra Ubiquitin promoter alkalmazasa mellett lathato adltalanos expresszio FI
generdcioban  spinning-disk  konfokdlis mikroszkopos ~ felvételen.  AspecifiCitas és
mozaikossag nem figyelheté meg.

33. dbra Krt4 promoter daltal az epithelialis sejtekben lathato szévetspecifikus

génkifejezodés. A sejtek citoplazmajaban az mNeonGreen, mig a sejtmagban az mKate
fluoreszcens fehérjék expresszioja lathato spinning-disk konfokadlis mikroszkopos
felvételeken F1 generdcios halban.

5.4. Kovetkeztetések

A zebradaniok kutatasban betoltott szerepét sokoldalt, eredményes tudomanyos
felhasznalasuk, valamint az ehhez sziikséges szdmos biotechnologiai eszkdz és moddszer
folyamatos fejlédése is alatdmasztja.

A QUAS-QF2 rendszer szamos kutatdsi teriilet szadmara jelent hatékony modszert,
lehetdséget a zebrahal transzgenezis soran. A teljes kozépsod géntartomanyaval rendelkezd QF
rendszer toxikussagat tobben is bizonyitottak mar [7, 32]. Burgess és mtsai [32] altalanos
expresszio mellet a QUAS-QF2 rendszer esetén is szignifikdns kiilonbséget mutattak ki a
tulélés, illetve a halak fejlodési rendellenessége kapcsdn a nem injektéalt kontroll csoporttal
szemben. Riabinina és mtsai [7] kutatasa synaptobrevin promoter mellett csak a QF rendszer
erds toxikussagat igazoltak.

Kisérletiinkben a QF2 ¢és a Tol2 rendszerek hatékonysagat és toxicitasat mértiik ossze,
melyekbdl az alabbi kovetkeztetéseket tudtuk levonni. Bar a talélési gorbék egyértelmiien
mutatjak az alacsonyabb tulélési valosziniiséget a QF2 rendszerben hasznalt plazmidok

injektalasa esetén, szignifikdns kiilonbséget csak a valamennyi szovetben expresszalodo,
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ubiquitin prométer alkalmazésa esetén tudtunk kimutatni (p=0,0009). Az a tény viszont, hogy
a tulélési gorbék kozott ilyen szintl eltérések vannak, felveti annak a lehetéségnek a gondolatat,
hogy egy nagyobb elemszammal megismételt és hosszabb ideig torténd megfigyelés esetén
tobb plazmidnal is kimutathat6 lenne szignifikans kiilonbség, megerdsitve ezzel azok toxikus
hatasat is. A Krt4 promoter esetén a kontroll csoporthoz képest kimutatott magasabb talélési
valoszinlis€ég pedig felhivja a figyelmet a halak talélését befolyasold egyéb tényezdkre is,
melyek kis mértékben torzithatjak a kutatasok eredményeit.

Az expresszid mértékének Osszehasonlitasakor dsszességében a QF2 rendszer bizonyult
erdsebb és szovetspecifikusabb expressziot kivaltd rendszernek. A mozaikossag, illetve az
aspecifikus génkifejezodés itt is el6fordult, ami annak tulajdonithat6, hogy nem tiszta
vonalakb6l szarmazo F1 nemzedékli halakat, hanem FO nemzedékbdl szarmazo, injektalt
larvakat vizsgaltunk. Ahogy Burgess és mtsai [32] is megallapitottak a transzkripcionalis
aktivitas er0ssége valoban korrelalt a toxicitds mértékével.

Eredményeink fényében, mivel mind az expressziot meghatirozod tényezok (pl: a
szovetspecifikussag, az expresszio erdssége, a mozaikossag) mind a halak egészségét és
tulélését befolyasold tényezok fontosak a sikeres transzgenezishez, érdemes mérlegelni, hogy
az adott kutatas igényli-e az erdsebb expressziot nyujtod, de toxikusabb QUAS-QF2 rendszert,
vagy a kevésbé toxikus Tol2 rendszer is tud-e megfeleld expressziot biztositani az adott kisérlet
elvégzéséhez. Ennek figyelembevétele nemcsak allatjoléti szempontok miatt fontos, de a

kutatés kimenetelét is befolyasolhatja.
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6. OSSZEFOGLALAS

A zebradani6 (Danio rerio) laborallatként valdé tudomanyos felhasznalasa rendkiviil
sz¢éleskorli. Jelen tanulméanyban vizsgalt, transzgenikus vonalakat tobbek kozott gyulladdsos
folyamatok modellezésére alkalmazzak.

A Kkisérlet azzal a céllal késziilt, hogy bemutassuk a transzgenezis soran hasznalt QF2,
valamint Tol2 rendszerek esetében a halakra gyakorolt toxicitas, illetve expresszid mértékét.

Munkdm soran AB (vad tipust) ¢s Casper (pigmenthianyos mutacid) halak
keresztezésébdl szarmazo, egysejtes stddiumban levd ikrdk injektdldsdval hoztam létre a
transzgenikus halvonalakat. Dolgozatomban harom QF2 és harom Tol2 rendszerben injektalt
plazmid hatasa keriil bemutatasra. Ezek koziil kettd a Krt4 és ITGA1l promoterek
hasznalataval szovetspecifikusan, epithelialis, valamint mesenchymalis sejtekben fejezodik ki,
mig a harmadik rendszer egy ubiquitin promoéter segitségével altalanosan, valamennyi
szovetben expresszalodik.

A toxicitas vizsgélata soran a halak tulélését monitoroztuk, és tilélési gorbén abrazoltuk.
Az ubiquitin promotert kodolo plazmidok sikeres injektalasat kovetden valamennyi szovetben
torténik expresszio, igy elsdsorban ezeknél volt varhatd toxikussagot jelzd szignifikdns
kiilonbség, mely a QF2 rendszer esetén igazolddott is (p=0,0009). A tobbi esetben nem tért el
jelentdsen a transzgenikus allatok talélése a Kontroll csoportokhoz viszonyitva.

Az expresszivitas mértéke spinning-disc konfokalis mikroszkop segitségével készitett
felvételeken keriil bemutatasra. A felvételeken kimutathatd, hogy a QF2 rendszer expresszioja
jelentdsebb a Tol2 rendszeréhez képest.

Osszességében az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy amig a QF2 rendszer erdsebb
expressziot, de jelentOsebb toxicitast is eredményezett, addig a Tol2 rendszer alacsonyabb
szintli expresszio mellett, kevésbé bizonyult toxikusnak. Az eredmények fényében érdemes
mérlegelni, hogy egy adott kutatdsban varunk-e olyan prominens véltozast, vagy dolgozunk-e
olyan erds expresszidju szenzorral, amely kimutathaté Tol2 rendszer alkalmazéasa mellett is,

vagy sziikségessé valik-e a joval toxikusabb QF2 rendszer hasznalata.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Korsdés Gabriellanak a TDK
munkam soran nyujtott odaado segitségéért és folyamatos tamogatasaért.

Kiilon kdszonettel tartozom Dr. Enyedi Baldzsnak a megtiszteld lehetdségért, hogy TDK
munkamat a Semmelweis Egyetem Elettani Intézetében végezhettem, valamint timogatasaért
¢s értékes szakmai tanacsaiért, amivel munkamat végig kovette.

Koszonettel tartozom Kaszas Didnanak a laboratoriumban végzett munkdk és a
dolgozatom irdsa soran nyujtott potolhatatlan segitségéért és tamogatasaért, illetve Kiss
Klaudianak, Borbély Csillanak, Fazekas Laszlonak és Tamas Szimonettdnak a munkam soran
nyujtott segitségiikért.

Tovabba, szeretném megkdszonni Abonyi-Toth Zsoltnak a statisztikai szamitasokban
nyujtott segitségét.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszondm a csaladomnak €s a barataimnak a tlirelmet és a

tamogatast, mely nélkiil ez a dolgozat nem sziilethetett volna meg.
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