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1 Roviditések jegyzéke

11-KT
17-OH P5

11-ketotesztoszteron
17-a-hidroxil-pregnenolon

3pERE-TATA-Gal4ff szintetikus ERE elemeket hordoz6, Osztrogén hatasra zold fluoreszcens

3R stratégia

4-BP
4-n-NP

4-t-3
4-t-OP
AhR
ALL

ALP

APE
aPKC
ATR
attB

attL
attP

attR

BAC

BBP

BCIP

BF

BP klonozas

BPA

fehérjét termeld transzgenikus zebradanié vonal

Az allatkisérletekek kivaltasara, a felhasznalt allatok szamanak
csokkentésére és az allati szenvedés minimalizalasara (Replacement-az
allatmodellek helyettesitése, Reducement-a kisérleti allatok szdmanak
csokkentése, Refinement-az allati szenvedés minimalizaldsa) iranyuld
stratégia

4-benzapirén

4-n-nonilfenol  és  1,1,1-Trikloro-2-(2-klorofenil)-2-(4-klorofenil)-etan
keveréke

4-t-peniylfenol

4-t oktilfenol

aromas szénhidrogén receptorok (Aromatic Hydrocarbon Receptor)

a vérplazma alkalikus kornyezetben labilis lipidtartalmanak (Alkali Labile
Lipid) mérésére szolgald indirekt modszer

a vérplazma alkalikus kornyezetben labilis foszfortartalmanak (Alkali
Labile Phosphate) mérésére szolgald indirekt modszer
alkilfenol-polietoxilatok

atipikus protein-kinaz C

atrazin

baktérium eredeti, helyspecifikus rekombindciot eldsegitd szekvencia, a
rekombinaz enzim felismerési helye (attachment site)

helyspecifikus rekombinaciot eldsegité szekvencia

fag eredetli, helyspecifikus rekombinaciot eldsegitdé szekvencia, a
rekombinaz enzim felismerési helye (attachment site)

helyspecifikus rekombinaciét elésegité szekvencia

mesterséges baktérium kromoszoma (Bacterial Arificial Chromosome)
butil-benzil-ftalat

5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfat (5-bromo-4-chloro-3-indolil-phosphate)
vilagos latotérrel (Bright Field) készitett fénymikroszkopos felvétel
fragmentek plazmidba épitése az attB és attP szakaszok kozott torténd
helyspecifikus rekombinacidval

biszfenol-A



BS
CA

ccdB
CdCl2
cDNS

cgh
cypl9alb-GFP

cypl9b
DBP
DDT
DE
DE-71
DEHP
DES
DHEA
DHT
DIG
DMSO
DNS
dNTP
dpf

El

E2

E3
EAD

ECio
ECso

ECq
EDC

EE2
ELISA

ELRA
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testgorbiilés (bent spine)

koncentraci6 addicié (Concentration Addition) (komplex anyagkeverékek
hatasmechanizmusanak egyik formaja)

gén, amelynek terméke a DNS-girdzt tonkretéve letalitast okoz
kadmium-klorid

az mMRNS-rél in vitro reverz transzkripcioval létrehozott DNS masolat
(cDNS)

koriogenin H

Agyi aromatdz promotert hordozd, Osztrogén hatdsra zold fluoreszcens
fehérjét termeld transzgenikus zebradani6 vonal.

aromataz b

di-(N-butil)-ftalat-észter

dikloro-difenil-triklor-etan

dezintegralt embri6 (desintegrated embryo)

polibromozott-difenil-éter keverék

di-(etil-hexil)-ftalat

dietil-besztrol

dehidroepi-androszteron

dihidro-tesztoszteron

digoxigenin

dimetil-szulfoxid

dezoxiribonukleinsav (dezoxyribonucleic acid)

dezoxiribonukleotid trifoszfat

az ikra termékenyitésétdl szamitott napok szdma (days post fertilization)
0sztron

17-B-6sztradiol

Osztriol

az FDA 0Osztrogén hatdsi anyagokra vonatkozd adatbazisa (Estrogenic
Activity Database)

A maximalis hatas 10%-anak eléréshez sziikséges koncentracid

Félhatasos koncentracid. Az a koncentracid, ami a maximalis hatas felének
eléréshez sziikséges.

A maximalis hatas 90%-anak eléréshez sziikséges koncentracid

endokrin rendszert megzavar6 vegyiletek (Endocrine Disrupting
Compounds)

17-a-etinil-6sztradiol

enzimhez kotott ellenanyag vizsgalat (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

enzimhez kotott receptor vizsgalat (Enzyme Linked Receptor Assay)
10



EPA

EPRE
ER
ER-CALUX

ERE
ere-zvtgl:gfp

EROD

FDA

FET teszt
FSH
GC/MS

GC-MS/MS

GEN

GFP

GFR

GH

GSlI

has mutans
HEX

hpf

HPLC

HPV
ICM
IdMOC

I1ISO

ITR
LC-MS/MS
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az Amerikai Egyesiilt Allamok Komyezetvédelmi  Ugynoksége
(Environmental Protection Agency)

Osztrogén receptor (Estrogen Receptor)

osztrogenreceptor kozvetitett, kémiailag aktivalt luciferaz expresszid
(Estrogen receptor-mediated, chemical-activated luciferase reporter gene-
expression)

Osztrogén hormonvalasz elem (Estrogen Response Element)

vitellogenin transzgenikus, z0ld fluoreszcens fehérjét kifejezd zebradanio
vonal

toxirezorufin-O-deetilaz enzimaktivitdas mérése halmaj homogenizatum
posztmitokondridlis frakciojaban

amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag (Food and Drug
Administration)

halembri¢ toxicitas teszt (Fish Embryo Toxicity Test)

follikulus stimmulalé hormon

gazkromatografia-tomegspektroszkopia  (Gas  Chromatography—Mass
Spectrometry)

gazkromatografiaval ~ kapcsolt  tandem  tOmegspektroszkopia  (gas
chromatography/tandem mass spectrometry)

genistein

z61d fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

novekedési faktor receptor (Growth Factor Receptor)

novekedési hormon (Growth Hormone)

gonadoszomatikus index

aPKC gén mutaciot hordozo ,,heart and soul” mutans

hexosztrol

az ikra megtermékenyitését kovetd orak szdma (hours post fertilization)
nagy teljesitményli folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

nagy mennyiségben eldallitott (High Production Volume) anyagok,
amelyekbdl a vilagon éves szinten tobb, mint 1000 tonnat allitanak eld.
embridcsomo belso sejtrétege (Inner Cell Mass)

integralt sejttenyészet (Integrated discrete Multiple Organ Culture)
Nemzetk6zi Szabvanyiigyi Szervezet (International Organization for
Standardization)

transzpozonokban el6fordul6 forditott ismétlddések (inverted repeat)
folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektroszkopia (liquid

chromatography/tandem mass spectrometry)
11



LD1o/LC1o
LDso/LCso

Ifabp
LH
LOEC

LR klonozas

MCF-7
MFA
MgCl,
MgSO,
MIS
MRE
MRNS
MS
MSZ
MT
MXC
NBT
NOEC

NP
NP
OECD

OP

P4

P5

PBB

PBDE

PCB

PCR

PE
pEREtata-Luc

PFOS
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Az egyedek 10%-anak pusztulasat okozo koncentracid vagy dozis

félhalalos koncentracié vagy dozis, a tesztorganizmusok felének pusztulasat
okozza

zsirsav-koto fehérje a majban (liver-type fatty acid-binding protein)
luteinizal6 hormon

a hatds kivaltasdhoz sziikséges legalacsonyabb vizsgalt koncentracid
(Lowest Observed Effect Concentration)

fragmentek plazmidba épitése az attL és attR szakaszok kozott torténd
helyspecifikus rekombinacioval

human emlérakbol szarmazoé sejtvonal

metil-fluoroacetat

magnézium-klorid

magnézium-szulfat

170,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-on

messenger RNS

tomegspektrometria (Mass Spectrometry)

Magyar Szabvany

metil-tesztoszteron

metoxiklor

nitro-kék tetrazolium-klorid (nitroblue-tetrasolium-chloride)

az a legalacsonyabb vizsgalt koncentracido, ami a tesztszervezetekben
elvaltozast még nem okoz (No Observed Effect Concentration)

nonil-fenol

nonil-fenol

eurdpai Gazdasagi Egylittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation
for Economic Co-operation and Development)

oktil-fenol

progeszteron

pregnenolon

polibrémozott bifenilek

polibréomozott-difenil-éter

poliklorozott bifenilek

polimeraz lancreakcio

perikardidlis vagy szivburok 6déma (pericardial edema)

ERE elemeket hordozd, 6sztrogén hatasra luciferazt termeld transzgenikus
zebradanio6 vonal

perfluorooktan-szulfonat

12



10.14751/SZIE.2014.049

pMVTG1-EGFP vitellogenin-1  promoétert hordoz6, majban  Gsztrogénhatasra  zo6ld
fluoreszcens fehérjét (EGFP) kifejezd transzgenikus medaka vonal

PPAR peroxiszoma proliferator aktivalt receptor (Peroxisome Proliferator-
activated Receptor)

ppb megadja az adott komponens mennyiségét a rendszer milliard (10°) tdmeg-,
térfogat-, vagy anyagmennyiség-egységében, ugyanazon egységben (parts
per billion). A meghatarozasnak a ng/g, ug/kg, mg/t, mm*/m* és nmol/mol
koncentraciok felenek meg.

ppt megadja az adott komponens mennyiségét a rendszer billiard (109) tomeg-,
térfogat-, vagy anyagmennyiség-egys€¢gében, ugyanazon egységben (parts
per trillion). A meghatarozasnak a pg/g, ng/kg, pg/t, pm®cm?® és pmol/mol

koncentraciok felenek meg.

PR progeszteron receptor

PRL prolaktin

gRT-PCR kvantitativ valos idejii PCR (quantitative real-time PCR)

QSAR Quantitative  structure—activity  relationship  vizsgalat, mennyiségi

Osszefliggést keres egy vegyi anyag szerkezete és aktivitasa kozott

RARE, RXRE retinolsav vélasz elemek gének promoter régidjaban

REACH iranyelvek Az Eurdpai Unid anyagok regisztraciojara, vizsgalatara, engedélyezésére €s
korlatozasara (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of

Chemicals) vonatkozo iranyelve

RFP voros fluoreszcens fehérje (Red Fluorescent Protein)

RGB szinskala voros zold és kék szinek (Red Green Blue) kombinécidin alapuld szinskala
RIA radioaktiv jelolés alapti immunanalitikai mdédszer (Radioimmunoassay)

RNS ribonukleinsav (ribonucleic acid)

rYES Osztrogén receptort kifejezd, Osztrogén hatas vizsgalatara kifejlesztett

¢lesztdtesztrendszer (Recombinant Yeast Estrogen Screen)

SB Sleeping Beauty, mesterséges transzpozon

SERM szelektiv Osztrogén receptor modulator (Selective Estrogen Receptor
Modulator)

SET puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, 200 mM NaCl és 0.5% SDS

SHBG szexhormon kot6 globulin (Sex Hormone Binding Globulin)

B-ZEE 3- zearalanol

T tesztoszteron

T3 trijodtironin

T4 tiroxin

T47D humén emlérakbol szarmazo sejtvonal

B trenbolon

TBBPA tetrabromo-biszfenol-A
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A kisérleti szervezetek felének pusztulasdt okozo higitas (kozepes
tliréshatar) szennyviz vagy kornyezeti mintak esetében

faroktorzulés (tail malformation)

vitellinburok fehérjék (Vitellin Envelope Proteins)

vitellogenin

A doktori munka sordn létrehozott, vitellogenin-1 prométert hordozo,
majban Osztrogénhatasra vords fluoreszcens fehérjét (mCherry) kifejezo
transzgenikus zebradanio vonal

whole mount in situ hibridizacio

szikddéma (yolk sac edema)

¢lesztd alapu, Osztrogénhatds vizsgalatara kifejlesztett tesztrendszer (Yeast
Estrogen Screen)

zearalenon

Zebradanio adatbazis (The Zebrafish Model Organism Database)
Nemzetk6zi Zebradanié Adatbazis (Zebrafish International Resource
Center)

zona pellucida fehérjék

zona radiata fehérje (zona radiata protein)

a-zearalanol

Megjegyzés: A dolgozatban a zebraddnid gének és mRNS nevét és roviditését dolt betiivel, a

fehérjék nevét és roviditését normal betlitipussal, nagy kezddbetiivel jeloltem, a zebradaniora

érvényes gén- és fehérjenevezéktannak megfelelden.
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2 Bevezetés és célkitiizés

A szervezet egészséges, zavartalan miikodéséhez elengedhetetleniil sziikség van olyan rendszerekre,
amelyek az egyes szervek miikodését hatékonyan Osszehangoljak. A gerincesek szervezetében a
szabalyozasért két f6 szervrendszer, az idegrendszer és a hormonrendszer (endokrin rendszer)
felelds. A hormonrendszer régota all a kutatok érdeklédésének kdzéppontjaban, az orvostudomany,
a kémia ¢és a molekuldris biologia eszkoztaranak boviilésével a 20. szdzad tudomdnyos kutatasai
soran szamos olyan Uj ismeret sziiletett, amelyek mind kozelebb vittek e bonyolult rendszer
miikodésének megértéséhez. Ezzel parhuzamosan fény deriilt arra is, hogy a szervezetben talalhato
komplex molekuldkon kiviill szdmos, a kornyezetben jelen 1év0 anyag is rendelkezik
hormonhatéssal. Ezek az anyagok képesek az endokrin rendszer miikddését megzavarni, igy
karosan befolyasolhatjak a kulcsfontossagu élettani folyamatokat (pl. egyedfejlodés, novekedés,
szaporodas, anyagcsere folyamatok).

A hormonhatast anyagok egy része 0sztrogénhatéassal rendelkezik, azaz a természetes dsztrogének
analogjaként miikodve képes felboritani az Osztrogén altal szabélyozott mechanizmusokat. Az
Osztrogénhatast anyagok csoportjaba kémiai szempontbdl igen sokféle vegytilet tartozik. Csupan
kémiai szerkezet alapjan ezért igen nehéz megallapitani, hogy egy anyag valdoban képes-e
Osztrogénként miikodni. Emellett ezek az anyagok a kornyezetben sohasem ©nalldan, tiszta oldat
forméjaban vannak jelen, igy hatdsukat mas vegyiiletek is befolyasolhatjak. Egy kornyezeti minta
valos Osztrogenitasat csak in vitro és in vivo Okotoxikologiai tesztrendszerekbdl allo komplex
tesztsorozattal lehet felderiteni.

A kozelmultban szamos sejtvonal és éleszté (Saccharomyces cerevisiae) alapu tesztrendszer
valtozatot fejlesztettek az Osztrogénhatds kimutatdsira. Ezek azonban altaldban csak az anyag
Osztrogén receptorhoz kotddését képesek kimutatni, nem szolgaltatnak informdcidt az alternativ
utvonalakon keresztiil kifejtett hormonhatdsrol. Emellett nem képesek modellezni a szervezetben
zajlé komplex élettani folyamatokat, vagy felderiteni a hormonhatésra érzékeny életszakaszokat,
ezért sokszor hamis eredményre vezetnek.

Ismert, hogy az ¢l6lényekben bizonyos gének Osztrogénhatasra érzékenyen reagalnak. A
géntermékek kimutatdsa molekularis biologiai modszerekkel fehérje vagy MRNS szinten is
lehetséges, viszont altalaban az allat felaldozasaval jar. Az allatvédelmi torvények egyre szigorubba
valnak, ezért egyre nagyobb az igény az alternativ tesztrendszerek irant, amelyekkel a kisérletben
felhasznalt allatok szdma és szenvedése a minimadlisra csOkkentheté vagy az éllatmodell mas
modellrendszerrel helyettesitheto.

Erre adnak lehetdséget a transzgenikus technologidk, amelyek fejlddésével és a fluoreszcens
fehérjek felfedezésével megnyilt az Ut a bioszenzor vonalak létrehozasa felé, amelyek segitségevel
in vivo vizsgalhato pl. egy Osztrogénérzékeny gén aktivalodasa. Adott anyagra érzékeny vonal
barmilyen allatmodellbdl fejleszthetd, az emlds szervezetektdl az alacsonyabbrendii gerinces
modellekig.
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A gerincesek koziil a halak szerepe a kornyezeti kockazatbecslésben kiemelkedd. Az emlds
modellekkel szemben szamos eldnyt kindlnak: vizi szerveztek 1évén teljes testfeliiletiikon keresztiil
képesek a szennyezdanyagot felvenni, nagyszdmu utddot hoznak létre és egyes fajaik rovid
generacios idovel jellemezhetok. Endokrin rendszerilk ¢s élettani folyamataik nagymértékii
hasonldsagot mutatnak maés gerincesekkel, s6t az emlésokkel, igy az emberrel is. A halakon végzett
okotoxikologiai vizsgalatoknak emellett gazdasagi haszna is van. Az emberi taplalkozéasban egyre
fontosabb szerepet tolt be a halhus, ezért a halgazdasagok szdmara egyre fontosabba valik a nevelt
halak egészségi allapota, amelynek elérejelzésében szintén segitséget nyudjthatnak a halakon végzett
kisérletek. Raadasul a jelenleg hatalyos allatvédelmi rendszabalyok szerint larvaik a taplalkozé kor
eléréséig nem mindsililnek €16 allatnak, ezért a rajtuk végzett kisérleteket nem tekintik
allatkisérletnek.

Halakban tobb 0sztrogénhatas kimutatasara alkalmas gén is ismert. A legjelentdsebbek az dsztrogén
receptor, az aromatdz-b, a koriogenin-H ¢és a vitellogenin. A transzgenikus halmodellek az
Osztrogénhatas vizsgalataban kiemelt fontossaguak. A kozelmultban tobb Osztrogénhatast kimutatd
bioszenzor vonalat hoztak 1étre laboratoriumban hasznalt halmodellekb6l, medakabol (Oryzias
latipes) és zebradaniobol (Danio rerio). A munka kezdetéig létrehozott vonalak azonban nem
bizonyultak megfelelden érzékenynek a kornyezeti koncentraciok kimutatasdhoz.

A zebradani6 legfébb eldnye a bioszenzor vonalak 1étrehozasa szempontjabol, hogy az embriok és
larvak teste transzparens, ezért a fluoreszcens riporter jele konnyen tanulmanyozhatova valik in
Vvivo, az allat elpusztitasa nélkiil. Ez az allatvédelmi szempontok mellett azért is értékes sajatsag,
mert lehetévé teszi ugyanazon egyed reakcidjdnak tanulmanyozasat a kezelés kiilonbozo
iddpontjaiban. Egy masik fontos elény, hogy mara a zebradanio teljes genomi szekvencidja ismertté
valt megkonnyitve a transzgén konstrukciok tervezését, és a kozelmultban szamos technikat
dolgoztak ki a faj transzgenezisére.

Az Osztrogénérzékeny gének koziil az egyik gyakran hasznalt biomarker gén a vitellogenin.
Terméke a szik fehérjéinek legfontosabb eldanyaga. A gén milkdodésének feltétele az Osztrogén
jelenléte, ezért larvakban és kifejlett himekben a géntermék minimalis mennyiségben van jelen. A
vitellogenin a majban termelddik, majd onnan szallitodik a fejlédd oocytakba.

Egy vitellogenin promoéter altal iranyitott, fluoreszcens fehérjét kifejezd biomarker vonal jo
kiegészitdje lehet az Osztrogénhatds tesztelésére alkalmazott laboratoriumi teszteknek. A
vizmintaban jelenlévd Osztrogének a vitellogenin promoterre hatva indukalhatjak a fluoreszcens jel
kifejez6dését, amely a majban jelenne meg. Amennyiben ez igy van, a jelerésség alapjan
kovetkeztetni lehetne a minta Osztrogénhatdsanak mértékére is. A vonal lehetdséget nyujthat az
anyagok kiilonbozd fejlédési stadiumokban kifejtett dsztrogénhatasanak vizsgalatara, valamint a
fellépd fejlodési rendellenességek in vivo tanulmanyozasara is. Kifejlett ndstényeken emellett a
toxikus anyagok majkarositd hatasa is egyszerlien tanulmanyozhatova vélhat, valamint az
Osztrogénhatas mellett az antidsztrogén vagy androgén hatasok vizsgalatanak is kitlind eszkoze
lehet. Doktori munkam elsédleges célja ezért egy vitellogenin transzgenikus zebradanié vonal

létrehozasa, az Osztrogénérzékenység meghatdrozasa, valamint egy jol alkalmazhatd vizsgalati
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protokoll kidolgozésa volt. Amennyiben a vonal megfeleléen miikodik, a késdbbiekben a
toxikologiai gyakorlatba is bekertilhet. Mint alternativ modell, a késébbiekben alkalmas lehet akar
kdrnyezeti mintak komplex Osztrogénhatdsanak tesztelésére is.

Az 1j bioszenzor vonal mellett a zearalenon halak egyedfejlodésére és vitellogenin termelddésre
gyakorolt hatdsat is vizsgaltam, vad tipusi zebradanié vonalon. A zearalenon az egyetlen ismert
gomba eredetli, Osztrogénhatdsu toxin, amelyet fOként takarmanyokban ¢s gabona eredetii
¢lelmiszerekben mutattak ki, de a talajban és a vizekben is megtalalhatd. El6fordulésat és hatasait
haszonallatokban vagy in vitro tesztrendszerekben széleskortien tanulmanyoztak, azonban halakbol
eddig viszonylag kevés informécid all rendelkezésre. A toxin a természetes populdciok mellett
vesz¢élyt jelenthet a gazdasagi szempontbol fontos halfajokra (pl. ponty) is, a viz illetve a
zearalenonnal szennyezett gabona eredetli takarmanyok révén, ezért a vizsgalatok eredményei a

halgazdasagok szamadra is értékesek lehetnek a jovében.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 Hormonhatasu anyagok

A kornyezetben eléforduld tobbezer természetes vagy mesterséges eredetli vegyiilet szamos
kiilonboz6é hatast gyakorolhat az érintkezd €16 szervezetekre. A kdzelmult kutatasi eredményei
ravilagitottak arra, hogy bizonyos, foként lipidoldékony anyagok képesek az endokrin rendszer
mukodését megzavarni, igy felborithatnak olyan kulcsfontossagu élettani folyamatokat, mint az
egyedfejlodés, a novekedés, a szaporodas vagy az anyagcsere folyamatok (Kavlock et al., 1996.;
Ankley et al, 1997.). Azokat az anyagokat, amelyek a természetes hormonok analdgjaiként
mukodve veszélyt jelentenek az €16 szervezetek hormonhéztartasara osszefoglaldé néven endokrin
rendszert megzavar6 vegyiileteknek (Endocrine Disrupting Compounds — EDC) nevezziik.

Az Egyesiilt Allamok Koryezetvédelmi Ugynokségének (Environmental Protection Agency -
EPA) definicioja szerint EDC vegyiileteknek nevezziikk azokat az exogén anyagokat, amelyek
befolyasoljak a vérben szallitott, homeosztazisért, reprodukcidért és fejlodési folyamatokért felelds
természetes hormonok termelését, kibocsatasat, transzportjat, kotddését, reakcidjat vagy kiiiriilését,
igy karos hatassal vannak az érintkez6 él61ényekre, azok utddaira vagy alpopulacidira (Vos et al.,
2000).

Az ipar és a mezdgazdasag fejlodésével egyre tobbféle hormonhaztartast zavard anyag keriil a
kornyezetbe, amelyek tobbsége a toxikus koncentracio alatti (szubtoxikus) mennyiségben (ppb, ppt)
van jelen. Azonban ez az alacsony koncentracio is elegendd a biologiai hatas kivaltasahoz, mivel az
¢lolények altalaban hosszabb ideig érintkeznek az anyaggal, a vegyiiletek tobbsége stabil és
némelyik képes a szervezetben felhalmozodni, valamint sokszor mas anyagokkal egyiitt, keverékek
formajaban idézi el6 a hormonhatast (Gagnon et al. 1995; McMaster et al. 1991; Crews et al. 2003).
Az EDC vegyiiletek a szervezetbe juthatnak szennyezett vizzel, szennyezett levegd belégzésével,
taplalékon keresztiil, valamint a szennyezett talajjal vald érintkezéssel. Az eddig ismert ilyen
anyagok foként a reproduktiv rendszer (Osztrogének, androgének) €s a pajzsmirigy mitkodésére

(antitiroid hatasok) valamint a cukor- és zsiranyagcserére hatnak (Dudutz et al., 2009).

3.2 Osztrogénhatasi anyagok a vizi kornyezetben

Az EDC vegyiiletekkel legnagyobb mértékben szennyezett természetes kdzeg a viz. Erre utal, hogy
az elmult években tobb orszagban is megfigyelték a természetes halpopuldcidk ivararanyanak
megvaltozasat, a tejesek ,.,elndiesedését” (Jobling et al., 1998). A vegyiiletek foként antropogén
forrdsokbdl  (mezOgazdasadgi ¢és ipari tevékenység, haztartdsok, korhdzak szennyviz,
hulladéklearkok) keriilnek a szennyvizbe vagy a talajvizbe, majd onnan a természetes vizekbe (1.

abra). Az ismert EDC vegyiiletek tobbsége 0sztrogén hatast.
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1. dbra Osztrogén hatasi anyagok utja a természetes vizek és az ivoviz felé. A vegyiiletek
hulladéklerakokbdl (1), szennyviztisztitd telepekrdl (2), ipari tevékenység kovetkeztében (3), haztartdsok és
kérhazak elfolyd vizébol (4), allattarto telepekrol (5) vagy szantofoldekrol, gabonatarolokbol (6) juthatnak a
talajvizbe €s a természetes vizekbe.

Sajnos az 0Osztrogén hatasti anyagok egy része az ivovizben is megtalalhatd, azokat a mai
szennyviztisztitasi eljarasok nem képesek teljes mértékben eltavolitani. A természetes valamint a
szintetikus szteroid Osztrogének maradvanyat alacsony ng/l-es koncentracioban, tobb esetben is
kimutattak a szennyviztisztitokbol kilépd vizekben (Baronti et al., 2000, Desbrow et al. 1998). Az
elfolyd vizek gyakran 100 ng/l feletti 6sztrogénkoncentracidval rendelkeznek, a felszini vizekben
kialakulo koncentracio fiigg a bedmlés helyétdl vald tavolsagtol, a viz mikrobidlis aktivitasatol,
valamint kiilonféle fizikokémiai jellemzoktél. Az angliai tisztitott szennyvizek 0sztogén-aktivitasa
példaul foként a magas Osztradiol szintre vezethetd vissza (Desbrow et al. 1998). Németorszagban a
forgalomban 1évd asvanyvizek mintegy 60%-aban mutattak ki kis mennyiségben Osztrogénhez
hasonlé anyagokat (Wagner és Oehlmann, 2009). Az esetek tobbségében a kdrnyezeti hatasokért
elsdsorban a szteroid 0sztrogének (természetes és mesterséges) feleldsek (Desbrow et al., 1998). Az
Osztrogének mellett a kovetkezd fejezetekben bemutatott 6sztrogénhatast anyagokat sok esetben az
Osztrogéneknél joval nagyobb koncentracidban mutattak ki a vizi kdrnyezetbdl. Pontos sorsukrol és
valos hatdsaikrol csak keveset tudunk, az azonban egységesen elmondhato, hogy a legtobb
potencialis Osztrogén hatést kivalté anyag hormonhatasa harom- négy nagysagrenddel kisebb, mint
a 17-B-6sztradiolé (E2) (White et al. 1994).

Ha becsiilni akarjuk az Osztrogénhatasii anyagok altal okozott szennyezés hatdsat, akkor tobb
tényez6t 1s figyelembe kell venniink: az adott anyag Osztrogenitdsat (erés vagy gyengébb
kornyezetben), felhalmozdodasi (akkumuladcids) potencialjat, mas Osztrogén hatdsu anyagok
jelenlétét, az érintkezd ¢€ldlények korat és fejlodési stadiumat és egyéb kornyezeti tényezdket
(hdmérséklet, sokoncentracid, pH, mas szennyezOanyagok jelenléte) (Sheehan et al. 1999). Az
érzékenység fajonként és egyedenként is valtozhat, bizonyos ¢€l6lények adott életszakaszban joval
nagyobb érzékenységet mutathatnak egy anyag irant, mint mas fajok egyedei. A kép tehat

meglehetdsen Osszetett és a felsorolt tényezOk mindegyikérdl csupan becslések adhatok. A
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kornyezeti koncentraciordl példaul szinte lehetetlen realis becslést adni, hiszen sokféle vizbdl,
sokféle technikaval vett és vizsgalt mintdkbol szarmaznak az irodalomban fellelheté adatok. Jin és
munkatarsai (2008) vizsgaltdk a szennyviz 0sztrogén hatisu Osszetevdinek szezondlis valtozasat.
Eredményeik alapjan a téli id6szakban a természetes Osztrogének (E1, E2, E3) és a dietil-besztrol
(DES) dominaltak, mig nyaron ezek mellett a nonilfenol (NP) is nagy mennyiségben jelen volt. A
mért koncentraciok az anyagokra kiilon-kiilon nézve is elég magasak voltak ahhoz, hogy a vizi
¢lolények endokrin rendszerét megzavarjak.

Az 6sztrogén hatas vizsgalatat manapsag a legtobb laboratoriumban egy-egy anyagra vonatkozodan,
kiilon-kiilon végzik el. gy a kapott eredmények sok esetben nem tiikrozik a valosagot, mert nem
veszik figyelembe a kornyezeti mintaban jelenlévé tobbi anyag hatasat. A kozelmultban egyre tobb
kutatocsoport kezdte vizsgdlni az egyes mintdkban egyiittesen jelenlévd anyagok hatasat,
mesterségesen létrehozott keverékekben és a vizsgalandd kornyezeti mintaban. A legtobb esetben
17-B-6sztradiol (E2), 6sztron (E1), nonilfenol (NP) és biszfenol-A (BPA) kiilonb6zdé aranyu
keverékeit vizsgaltdk. Néhany mintdban az anyagok a hatds kivaltasahoz sziikséges effektiv
koncentracional kisebb mennyiségben voltak jelen. A kiilonboz6 tesztrendszerek, sejtvonal alapt
teszt (E-screen) (Payne et al.,, 2001), élesztd alapu, Osztrogénhatas vizsgalatara kifejlesztett
tesztrendszer (YES) (Silva et al., 2002; Schmitt et al., 2012), tlizcsellén (Pimelas promelas) (Brian
et al., 2007) és transzgenikus zebradanion (Danio rerio, Cypl9alb-GFP) (Petersen et al., 2013.)
végzett vizsgalatok eredményei egybehangzoan arra utalnak, hogy a kornyezeti 6sztrogének additiv
modon, egymas hatdsat kiegészitve hatnak (koncentracio addicid révén — CA) és a hatés
koncentraciofiiggo.

Az Osztrogénhatds a vizi szervezetek esetén tobbféle formaban jelentkezhet, pl. a nemi funkciok
zavarahoz vagy megsziinéséhez (pl. hermafroditizmus, himeknél vitellogenin termelés), az
ivararany eltolodasahoz vezethet. Teratogén vagy karcinogén hatastiak is lehetnek, karosithatjék az
immunrendszert és viselkedészavarokat is okozhatnak (Sumpter, 2005). Halakon laboratoriumi
koriilmények kozott csokkent ikratermelést, az ivararany eltolodasat, csokkent GSI
(gonadoszomatikus index) értéket, a szaporodasi viselkedés megvaltozasat, ovotestis megjelenését,
csokkent termékenyiilést, spermaszam csokkenést, késleltetett ivarérést tapasztaltak (Mills és
Chichester, 2005.) Emellett karos hatassal vannak az idegrendszerre, a sziv- és érrendszerre,
felborithatjak a zsiranyagcserét, valamint daganatos elvaltozasokat okozhatnak (Kavlock et al.,
1996).

3.3 A halak endokrin rendszere

Az ¢l6lények homeosztazisat, viselkedését, szervezetének miikodését alapvetden két nagy ,,belsd
kommunikécids rendszer”, az idegrendszer és az endokrin rendszer szabdlyozza. Az idegrendszer
membranpotencial valtozds segitségével kozvetit informdcidt, ezért gyorsabb valaszreakciot
eredményez, az endokrin rendszer ezzel szemben kémiai jelek (hormonok) Utjan ,,kommunikal”. A

hormonok a keringésen keresztiil a szervezet minden sejtjéhez képesek eljutni, emellett tovabb
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fennmaradnak a szervezetben, mint az idegrendszer altal kozvetitett elektromos jel, ezért bar az
endokrin rendszer valasza lassubb, hosszabb ideig fennmarad.

Az endokrin rendszer szigoru szabdalyozés alatt all6 hormontermeld mirigyekbdl all6 rendszer,
amely a fejlett keringési rendszerrel ¢és idegrendszerrel rendelkezd éldlényekre jellemzd. A
gerincesek és gerinctelenek endokrin rendszere nagymértékben konzervalt, igy a halak endokrin
rendszere nagymértékii hasonlosagot mutat az emlésokével. A f6 hormontermeld mirigyek és sejtek
az agyalapi mirigy (hypothalamus), a tobozmirigy (glandula pineale), a pajzsmirigy (glandula
thyroidea), a hasnyalmirigy (pancreas) szigetek, a bélnyalkahartya sejtjei és az ivarmirigyek
(gonddok). Mivel a halak nem rendelkeznek mellékvesével (glandula suprarenalis), az emlsok
mellékvese kéreg- és veldallomanyaban zajlo hormontermelésért a kromaffin szovet és az
interrenalis sejtek felelések, a mellékpajzsmirigyet (glandula parathyroidea) pedig a Stannius és az
ultimobranchialis testek ,,helyettesitik”. Ezen kiviil a halak un. kaudalis neuroszekrécios sejtekkel is
(urofizis) rendelkeznek, amelyek funkcidja jelenleg ismeretlen (Bond et al., 1979; Bone at al., 1995)
(2. abra). A halak hormontermeld mirigyeit, a termelt hormonokat és azok funkciojat az 1. tablazat

foglalja Gssze.

kromaffin szovet

. e Stannius-testek
interrenalis szovet
agyalapi mirigvAﬁ,{ :

tobozmirigy TR

urofizis

pajzsmirigy

ultimobranchialis ivarmirigy

tact bélnyélkahartya

hasnyalmirigy
szigetek

2. abra A halak endokrin rendszere (Bond, 1979 nyoman)

A mirigyek ,.kommunikacios lancolatokat”, 0n. tengelyeket alkotnak, amelyekben az egyes
mirigyek meghatarozott sorrendben kommunikalnak egymassal. A legfontosabb tengelyek a
hipotalamusz-pajzsmirigy-ivarmirigyek (hypothalamus — pituitary — gonad, HPG), a hipotalamusz-
hipofizis- mellékvese (hypothalamus — pituitary — adrenal, HPA) és a hipotalamusz-hipofizis-
pajzsmirigy (hypothalamus — pituitary — thyroid, HPT) tengelyek. A tengelyek hormontermelése és
mukodése feedback mechanizmus (visszacsatolas) révén szabalyozott. Az endokrin rendszer
hormonjai fontos szerepet toltenek be a homeosztazis (szervezet belsé egyensulyanak)
fenntartdsaban és szamos létfontossagu folyamat (ndvekedés, anyagcsere folyamatok, ivarrendszer
fejlédése €s miikodése) szabalyozasaban, igy a megfeleld hormonreceptorokon keresztiil a szervezet
legtobb sejtjének miikodésére hatassal vannak (Bone et al., 1995).
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Mirigy Hormon célszerv/sejt Hatas

ozmoregulacio, szaporodas, lipid

prolaktin (PRL) szamos sejt/szerv metabolizmus, anyagcsere
szabalyozasa
novekedési hormon (GH) szamos sejt/szerv novekedés serkentése
pajzsmirigy stimmulald
Agyalapi mirigy hormon (TSH) pajzsmirigy tiroxintermelés serkentése
gonadotrép hormon (GnRH) ivarmirigyek Ivarmirigyek

hormontermelésének serkentése

kopoltyuerek 6sszehtizodasa,

izotocin, mezotocin vérerek . . e
szisztemikus vazodilatacio

kornyezeti valtozasokhoz
tiroxin (T4), trijodtrionin (T3) | szamos sejt/szerv (homérséklet, ozmoregulacio)
torténd alkalmazkodas

Pajzsmirigy
L o kalcium homeosztazis
kalcitonin kopoltyuk és vese um Sz
szabalyozasa
. . . , kalcium homeosztazis
Stannius-testek hipokalcin koplotytk . .
szabalyozasa
inzulin minden sejt gliikdz permeabilitas serkentése
Hasnyalmirigy
. . likogén és lipid
glukagon minden sejt ghkogen es TIPIC anyagesere
szabalyozasa
. S kopoltyterek tagula
adrenalin keringési rendszer | Kopolryuerex fagulasa,
szisztemikus vazokonstrikciod
Kromaffin szovet
. S szivmiikodés és
noradrenalin keringési rendszer 1 .
gliikdzanyagcsere serkentése
. . . 1 stresszvalasz, ozmoregulacio
Interrenalis sejtek kortikoszteroidok kopoltytk és vese zvaiasz, 0zmoregl
szabalyozasa
. . reproduktiv statusz és
. . - . $Zamos sejt/szerv, L. ,
Ivarmirigyek androgének és dsztrogének szaporodasi viselkedés

agy szabalyozasa (feromonok)

1. tablazat A halak endokrin mirigyei és a termelt hormonok hatasa (Bone et al., 1995 nyoman)
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3.4 Természetes és mesterséges osztrogénhatasi anyagok

Az Osztrogénhatasii anyagok, az Un. xenodsztrogének a hormonhatast vegyliletek legszélesebb
kortien tanulmanyozott csoportjat alkotjak. Egy résziik természetes eredetil, tobbségiik azonban
szintetikus vegyiilet.

Kémiai szerkezetiiket tekintve rendkiviil valtozatosak. Bizonyos vegyliletek egy vagy tobb,
szénatomokbol allo gytriit tartalmaznak, amelyek kiilonb6zoképpen kapcsolodhatnak egyméshoz,
masok klort vagy egyéb oldallancokat hordoznak, mig néhany vegytilet a felsoroltak egyikével sem
rendelkezik. Altalanossagban elmondhatd, hogy az dsztrogén hatasu vegyiiletek csoportja kémiai
szempontbol és molekulaméretet (< 1000 Dalton) tekintve is rendkiviil diverz, ezért a kutatok
szamara tovabbra is nagy kihivast jelent annak meghatdrozasa, hogy egy anyag rendelkezik-e
hormonhatéssal (Hester et al., 1999).

3.4.1 Mesterséges Osztrogén hatast vegyiiletek

A kornyezetbe keriild6 Osztrogénhatdsi anyagok tobbsége antropogén forrasokbdl szarmazik.
Osztrogén hatdsti anyagot tartalmaz tobb az iparban és a hdztartdsokban hasznalt készitmény
(példaul mosoporok, gyartasi- és élelmiszeripari adalékok), a kiilonb6zé gyodgyszerek és
hormonkészitmények (pl. fogamzéasgétlo tablettdk, nem-szteroid gyulladasgatlok) vagy a
novényvédd szerek. Emellett tobb olyan ipari melléketrmék is ismert (pl. dioxin) amely
hormonhatés kivaltasara képes. Egy résziik direkt dsztrogénhatdssal rendelkezik, mig masoknak a
kornyezetben keletkez6 bomlastermékei hormonhatastiak. Sok esetben a vegyiiletekrdl csak
véletleniil deriil ki, hogy Osztrogénaktivak (Soto et al. 1991, Krishnan et al. 1993). Tovéabbi
kockazati tényz6, hogy bizonyos xenoosztrogének a nagy mennyiségben eldallitott (High
Production Volume — HPV) anyagok ko6z¢ tartoznak, amelyekbdl a vilagon éves szinten tobb, mint
1000 tonnat allitanak eld. Néhany pedig a kornyezetben rendkiviil stabil és képes a taplaléklancban
vagy biologiai matrixokban (pl. zsirszovetben) felhalmozodni (Kerdivel et al., 2013). Az amerikali
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag (Food and Drug Administration — FDA) 6sztrogén hatasu
anyagokra vonatkoz6 adatbazisaban (Estrogenic Activity Database — EAD) jelenleg 8212 anyagot
tartanak szamon, amelyeket tobbféle tesztrendszerrel vizsgaltak in vivo €s in vitro egyarant (forras:
internet 1). Valodszini, hogy a most Osztrogénhatasuként nyilvantartott vegyiiletek szama csak
toredéke a lehetségesnek, ez a szam az ismeretek bdviilésével bizonyosan tovabb né majd a
kozeljovoben.

Purdom ¢és munkatarsai (1994) szerint a kornyezetbe keriilé xenodsztrogének legnagyobb részét
feliiletaktiv anyagok vagy tisztitoszerek alkilfenol-polietoxilatok (APE) k6zé tartozo hatdanyagai és
azok szennyvizkezelés soran keletkezd bomlastermékei alkotjak. Evente megkdzelitéleg 300000
tonna alkilfenol-polictoxilatot allitanak el6, amelynek koriilbeliil 60%-a a vizi kérnyezetbe kertil,
ahol perzisztens, 0sztrogén hatasi bomlastermékek keletkeznek (Sumpter és Jobling, 1993) beldle.
A masik, a koOrnyezetben is nagy mennyiségben kimutathatd, Osztrogén hatasi anyag a

fogamzasgatlo tablettdk hatdanyagaként hasznalt szintetikus 0sztrogén, az etinilosztradiol (EE2).
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Szintén a mesterséges Osztrogének kozé tartoznak az antioxidansként vagy miianyagok,
epoxibevonatok gyartasanal hasznalt alkilfenolok és szarmazékaik (biszfenol-A (BPA), p-nonil-
fenol (NP), oktil-fenol (OP)) (Sumpter és Jobling, 1993). Az alkilfenolok gyakran az élelmiszerek
csomagolasanal hasznalt miianyagokbdl, dobozokbol, &svanyvizes palackokbol jutnak a
kornyezetbe és az €16 szervezetbe. Meglepd, de laboratoriumi eszk6zok autokldvozasa soran is
kioldodhatnak. A polisztirén eszk6zokbdl nonil-fenolt (Soto et al., 1991), a milanyag eszk6zokbol
biszfenol-A-t mutattak ki az Osztrogén hatasti anyagok kimutatiasara alkalmas tesztrendszerek
fejlesztése soran (Krishnan et al., 1993).

A kozmetikai szerek, tisztitdszerek gyartasanal hasznalt ftalatok és ftalatészterek szintén Gsztrogén
hatassal birnak (pl. butil-benzil-ftalat (BBP), di-(N-butil)-ftalat-észter (DBP), di-(etil-hexil)-ftalat
(DEHP)), ugyanigy a kozmetikaiparban és a gydgyszeriparban tartdsitoszerként alkalmazott, alkil-
hidroxi-benzoatok kozé tartozd parabének vagy a monitorok, képernydk, textilek és milanyaghabok
éghetdségét csokkentd polibromozott bifenilek (PBB). A poliklorozott bifenileket (PCB), masnéven
poliklorozott szénhidrogéneket 1930 és 1960 kozott alkalmaztdk nagyobb mennyiségben festékek
adalékanyagaként, transzformatorok és kondenzdtorok hdcseréld folyadékdnak hatdanyagaként,
vagy muanyagokban lagyité anyagként. Bar hasznalatukat 1976-ben betiltottak, ma is mintegy 113
féle poliklorozott szénhidrogén mutathatd ki kornyezeti mintakbol, valamint az ezekkel késziilt
miszerek egy része napjainkig hasznalatban van (Tanabe, 1988; Geisy et al., 1994; Crisp et al.,
1997).

A dioxinok melléktermékként keletkeznek égéskor, ndvényvéddszerek gyartdsa soran vagy a
celluloz papirgyartas soran, fehéritéskor. Nagymértékben toxikusak és 6sztrogénhatasuak.

Szamos novényvédodszer (peszticid) hatdéanyaga (atrazin, metoxiklor, klorpirifosz, toxafen, dieldrin,
vinkozolin) szintén képes Osztrogénhatas kivaltasara. A peszticidek koziil a leghirhedtebb a DDT
(dikloro-difenil-triklor-etan). Rovarirtdé hatasanak felismerését 1948-ban Nobel-dijjal jutalmaztak.
Hatékonyan hasznaltdk malaria és tifusz ellen is a II. vildghaboru idején. Toxikus hatdsai miatt
hasznalatat 1971-ben betiltottak, azonban nagyfoku stabilitasa miatt a DDT és bomlastermékei maig
jelen vannak a kornyezetben. Mindezek ellenére Afrikdban és Dél-Amerikdban jelenleg is
hasznalatban van (Darvas, 1999; van den Berg, 2009).

A dietil-besztrolt (DES) allati takarmanyokban valamint gyogyszerhatoanyagként (prosztatarak és
mellrak kezelésére, valamint vetélés ellen) hasznaltdk, majd a fejlédé magzatokban kialakuld rakos
elvaltozasok miatt human orvosi célu felhasznalasat 1971-ben betiltottak (Veurink et al., 2005).

3.4.2 Nehézfémek

Az iparban és mezdgazdasagban hasznalt vegyi anyagok mellett tobb fém (foként nehézfémek pl.
arzén (Kaltreider et al. 2001), kadmium (Henson and Chedrese 2004), antimon, litium, barium,
szelén, krom, higany (Choe et al.; 2003, Martin et al, 2003) és fémtartalmt vegyiilet is rendelkezik
Osztrogén vagy antiosztrogén hatassal. Koziiliikk a kadmiumot tanulmanyozték leginkabb, azonban a
kiilonboz6 in vivo és in vitro tesztrendszerekben (emlds sejtvonalak, rekombinans élesztd teszt, hal

majsejt vonal, patkdny) végzett vizsgalatok Osztrogén és antidsztrogén hatast is kimutattak. A
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hatasok hatterében all6 mechanizmusok még ismeretlenek (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). A
nehézfémek a természetes és mesterséges Osztrogének ,,k6zos halmazaba” tartoznak, mivel a
kdrnyezetben természetes modon is jelen vannak, azonban az emberi tevékenység soran kibocsatott

mennyiségek miatt valnak 6kotoxikologiai szempontbdl fontossa.

3.4.3 Természetes Osztrogének

A természetes szteroid dsztrogének csoportjat a néi nemi hormonok, az 6sztron (E1), az 6sztradiol
(E2) és az oOsztriol (E3) alkotjdk. Minden gerincesben és néhany rovarfajban termelddnek,
sz¢éleskort jelenlétiik az Osztrogének kozos 6si evolucios eredetét sugallja (Ryan, 1982, Callard et
al., 2011). A kornyezetbe keriil0 szteroid Osztrogének egyik f6 forrdsa az emberi szervezet, hiszen
egy n6 napi 0sztrogén kibocsatasa néhany tiz mikrogrammos nagysagrendtél varandos nd esetében
akar 30 milligrammig is terjedhet (Aldercruetz et al., 1994). Tovabbi forras lehet bizonyos
raktipusok, az oszteoporozis, a valtoz6 kori panaszok és a hipogonadizmus kezelésére hasznalt
konjugélt Osztrogének természetbe keriilése. Ezen szerekbdl megkdzelitéleg 1700 kg keriil
felhasznalasra évente csak az Egyesiilt Allamok teriiletén (Arcand-Hoy et al., 1998). A szteroid
Osztrogéneket allattarté telepek hulladékaiban és elfolyd vizében, felszini vizekben ¢és
szennyvizekben is kimutattdk (Desbrow et al., 1998; Kuch és Ballschmiter, 2001; Ternes et al.,
1999).

A természetes, nem szteroid tipusu Osztrogének kozé a novények altal termelt fitodsztrogének és a
gomba eredetli mikodsztrogének tartoznak.

Fitoosztrogéneknek a novényekben termelddd nem szteroid tipusu Osztrogéneket nevezziik. Tobb,
mint 300 novényfaj termel fitodsztrogéneket, pl. z6ldség- és diofélék, a cékla (Beta vulgaris), a
szbjabab (Glycine soya), a rozs (Secale cereale), a biza (Triticum sp.), a lucerna (Medicago sp.), a
16here (Trifolium sp.), az alma (Malus domestica) és a cseresznye (Cerasus avium). A legtobb
fitoosztrogén (izoflavonok, kumesztrol, formononetin, daidzein, biokain A, genistein, stb.)
Osztrogén hatdst, azonban ismert néhany 6sztrogén €s antidsztrogén hatassal egyszerre rendelkezd
fitodsztrogén is (pl. naringenin) (Hughes, 1988; Ruh et al., 1995; Crisp et al., 1997)). A
fitoosztrogének affinitdsa az Osztrogén receptorhoz meglehetdsen alacsony, viszont foként a
sz@jatartalmu taplalékokkal nagyobb mennyiségen a szervezetbe jutva képesek hormonhatas
kivaltasara (Kuiper et al, 1998; Dickerson és Gore, 2007; Cao et al., 2009). A legnagyobb
mennyiségben az izoflavonok, a genistein és a daidzein keriilnek a taplaléklancba. Ujabb
tudomanyos eredmények alapjan javasoljak a fitodsztrogének bevonasat a human terdpiaba, rak,
szivbetegségek, csontritkulds megelézésére és menopauza tiineteinek csokkentésére (Osoki és
Kennelly, 2003; Kerdivel et al., 2013).

A novények mellett bizonyos gombafajok is képesek Osztrogén hatasu anyag termelésére. Az

egyetlen ismert 0sztrogén hatasti gombatoxin (mikoosztrogén) a zearalenon (Kerdivel et al., 2013).
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3.4.3.1 A zearalenon

A zearalenon (ZEA, F2) egy nem szteroid tipusu, 0Osztrogén hatasit mikotoxin, amelyet
gabonaféléken €16skod6 Fusarium gombafajok termelnek (Williams et al.,1989; Bennett és Klich,
2003; Bucheli et al., 2008). Mint a legjelentosebbb gombatoxinok egyikét, eldfordulasat széles
kortien tanulmanyoztdk takarmanyokban, élelmiszerekben és  kornyezeti  mintakban.
Takarmanyokban atlagosan 5-50 mg/kg koncentracidban mutattak ki, de a szennyezettség bizonyos
esetekben a 600 mg/kg-ot is elérte (Kuiper-Goodman et al. 1987; Zinedine et al., 2007)
Elelmiszerekben ennél joval alacsonyabb 3-180 pg/kg mennyiségben mutattak ki (Miiller et al.,
1997a, b). Tobb tanulmény is beszamol a zearalenon eléfordulasarol (0-220 ng/l) talajban, elfolyd
vizekben és természetes vizekben (Lagana et al., 2001, 2004; Hartmann et al. 2007; Lundgren és
Novak, 2009; Gromadzka et al., 2009; Kolpin et al., 2010; Dudziak, 2011; Maragos, 2012).

A zearalenon 6sztrogén hatésa feliillmulja més, nem szteroid tipust természetes 6sztrogének hatasat
(Kuiper-Goodman et al., 1987; Bennett ¢s Klich, 2003; Zinedine et al., 2007).

Karos hatédsait laboratoriumi modelleken és haziallatokon is mélyrehatéoan tanulmanyoztak. A
tapasztalt rendellenességek tobbsége az 0Osztrogénhatds kovetkeztében alakult ki (6sztrogén
érzékeny sejtek, szovetek osztodasanak serkentése, elndiesedés, szaporodasi rendellenességek:
terméketlenség, csokkent spermaszam, reproduktiv ciklus felborulésa, stb. (Kuiper-Goodman et al.,
1987; Williams et al., 1989; Metzler et al., 2010). Osztrogénhatasa mellett az &rdkitdanyagra
gyakorolt karos hatasa (genotoxikus hatés) is jelentds (Eriksen et al., 2000).

A zearalenon biologiai hatasait szamos halfajon vizsgaltak: atlanti lazac (Salmo salar) (Arukwe et
al., 1999), szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) (Olsen et al., 2005; Tollefsen et al., 2003;
Van den Belt et al., 2003; Wozny et al., 2010), tiizcselle (Pimephales promelas) (Johns et al., 2011)
¢és ponty (Cyprinus carpio) (Vanyi et al., 1974; Sandor és Vanyi, 1990). A rovid- és hosszatava
tesztek soran foként interszex himek, cs6kkent spermaszam ¢€s motilitas, here degeneracio, csokkent
termékenység, immunrendszer és novekedési zavarok, dsztrogénérzékeny gének (vitellogenin (vtg)
¢s zona radiata fehérje (zrp) koncentraciofiiggd indukcidja volt megfigyelheté. Szivarvanyos
pisztrang €s human 6sztrogén receptort kifejezd ¢€lesztétesztek (rYES) soran kapott eredmények
alapjan a zearalenon affinitdsa a szivarvanyos pisztrang receptorhoz 14,8-28,1x erdsebb, mint az
emberi receptorhoz (Matthews et al., 2000; Le Guevel és Packdel, 2001).

A zearalenon rovid-és hosszatdva hatésat zebradanioban Schwartz és munkatarsai (2010, 2011),
vizsgaltak mélyrehatobban. Rovidtava kitettség esetén a toxin csokkentette az ivasi hajlamot.
Hosszutavu, kezelésmentes periddust is magéaba foglalo életciklus tesztek esetén az ikrasok nedves
tomege, testhossza és kondicids faktora (testtomeg x 100 / testhossz®) nétt, utodaik nagyobb
novekedési eréllyel €és jobb szaporodoképességgel rendelkeztek, az ivararany az ikrasok iranyaba
tolodott el. A rovid- és hosszutava vizsgalatok sordn egyarant megfigyelték a vitellogeninszint
emelkedését, de a kezelés egyik esetben sem befolyéasolta a termékenységet, a kelés sikerességét, az
embriok életképességét vagy az ivarszervek felépitését és alakulasat.

A legtobb eredmény arra utal, hogy a zearalenon csekély dkotoxikoldgiai kockazatot hordoz, bar

hozzajarul a kornyezeti mintakban mérhetd teljes Osztrogénhatas kialakitasahoz (Schwartz et al.,
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2013; Maragos, 2012). Mindemellett azonban a haltakarmanyok zearalenon fertdzottsége magasnak
mondhat6, igy potencialis veszélyforrast jelenthet pl. a pontytermeld orszdgok és gazdasagok
szdmara. Szerbidban végzett vizsgalatok szerint a pontytakarmanyozashoz hasznalt kukorica (5,3
mg/kg), buza (2,06 mg/kg) ¢és arpa (2 mg/kg) a mezdgazdasagi termékekben mérhetd
atlagkoncentracioknal 10-1000x tobb zearalenont tartalmazott (Jakic-Dimic et al., 2005.). Ha a
zearalenon képes a halakban felhalmozodni, az élelmezés soran emberre is veszélyt jelenthet, a

felhalmozodasrol azonban eddig nincs adat.

3.5 Az osztrogénhatasu anyagok hatasmechanizmusa

Az Osztrogének kulcsfontossagl szerepet toltenek be az €lolények fejlodésében, ndvekedésében, a
szaporodasi folyamatokban és a viselkedésben.

Miikodésiik sordn a szteroidhormonok hatdsmechanizmuséat kdvetve elsdsorban sejtmagi vagy
citoplazmatikus Osztrogén receptorokhoz (ER) koétédnek. A citoplazmaban talalhatd receptorok
emldsokben két izoformaval rendelkeznek (a és B), amelyek koziil az a valtozatot szamos in vitro
tesztben hasznaljak (I1d. 2.6.2 fejezet). A csontoshalakban (Teleostei) az evolicid soran lezajlott
genomduplikacios események (Taylor et al., 2003) miatt a 8 valtozatnak két formaja figyelheté meg
zebradanioban (ERB1 ¢és B2), amelyek szoveti eloszldsa eltérd. Az 0Osztrogénreceptorok
zebradanioban mar az egyedfejlédés igen korai szakaszéban, a megtermékenyitést kovetd 3. draban
(3 hpf — hours post fertilization) kimutathatok. A receptorok egy része (ER B1) anyai eredetil, az
anyatol szarmaz6 MRNS-rdl irodik at. A receptorok szama a 72. oratdl drasztikusan emelkedik
(Bardet et al., 2002).

A hormonkd6tddés kovetkezményeként a receptor konformdacidja megvaltozik, ezt kovetden a
receptorok parba allnak (dimerizdlodnak) és a sejtmagba jutnak. A sejtmagban koaktivator
fehérjékhez kotddve aktiv  Osztrogén-receptor komplexekké alakulnak. Specifikus DNS-
szakaszokhoz, Un. Osztrogén hormonvalasz elemekhez (Estrogen Response Element — ERE)
kotddve megvaltoztatjak a célgének kifejezddését (3. abra).

A valaszelemek az Osztrogénhatisra érzékeny gének molekularis kapcsoldjaban, a promoter
régioban taldlhatéak. A leggyakrabban eléforduld konszenzus ERE szekvencia 13 bazist foglal
magaba: 5’-GGTCAnNnNnTGACC- 3°, de eldfordulnak ett6l eltéré vagy rovidebb, un. fél-ERE
szekvenciak is (Driscoll et al, 1998). A legismertebb Osztrogénhatasra érzékeny géneket biomarker
génként hasznaljak az 0sztrogénhatast anyagok vizsgalata soran (1d. 2.6.5 fejezet).

Az 6sztrogén-receptor komplex a célgének mellett transzkripcids faktorokhoz is kotédhet, igy olyan
(pl. kolleganaz, ciklinek, LDL receptor, stb.) (Liu et al., 2002, Briining et al, 2003) (3. abra).

A kozelmult kutatasi eredmeényei szerint a szteroid hormonok sejtfelszini receptorokkal (pl. foként
novekedési faktor receptorok: GFR, szerotonin, dopamin, norepinefrin receptorok) vagy mas
magreceptorokkal (pl. aromas szénhidrogén receptorok — AhR, peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor — 3AR) is kapcsolodhatnak (Kuiper et al. 1998, Dickersonés Gore 2007), igy nem

specifikus, gyors valaszt képesek kivaltani, jelatviteli kaszkadok beinditasan keresztiil (Razandi et
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al., 2004; Levin, 2008). Az ilyen hatasok rendkiviil Gsszetettek, szamos szervrendszerre kiterjednek,
kozvetett modon tobb hormon szintjét és miikodését befolyasolhatjak (Dudutz et al, 2009).

Raadasul megfeleld ligand jelenléte nélkiil is beindithatjak az ERE-vel rendelkezd gének atirodasat,

pl. az 6sztrogén receptor aktivalodhat bizonyos novekedési faktorok hatdsara is (Kato et al, 1995,
Gehm et al, 2000) (3. abra).

“ = Osztrogén receptor
W = Osztrogén hatasu anyag
TP = transzkripcios faktor

‘ = psztrogénvalasz elem

J] = membranhoz kotott 9sztrogén receptor

) 3 --
% = foszforilalt 6sztrogén receptor

@ = novekedési faktor receptor

@ -=novekedési faktor

------ maghartya

3. dbra Osztrogénvalasz mechanizmusok. 1.: ligandfiiggé ERE kozvetitett valasz: klasszikus Gtvonal, a
ligand hatasara az o és B receptorok dimerizalédnak, majd a genomi DNS &sztrogénvalasz elemeihez (ERE)
kapcsolodva beinditjak, vagy fokozzak a gén expressziojat. 2.: ligandfiiggé, nem ERE kozvetitett
osztrogénvalasz: a ligandot kotott receptordimerek (a és B) transzkripcids faktorokhoz kapcsolodva olyan

crer

osztrogénvalasz: a sejthartyaban vagy annak kozelében talalhatd Gsztrogénreceptorok protein kindzokat
aktivalva jelatviteli utvonalakat inditanak be. 4.: ligand fiiggetlen 6sztrogén receptor aktivacio: a
novekedési faktor receptorok Osztrogénfiiggetlen mechanizmus soran tirozin-kinazokat aktivalnak, amelyek
az Osztrogénreceptort foszforilaljak. A receptorok dimereket képeznek, majd az ERE-ken keresztiil
génexpressziot inditanak be. (van Lipzig, 2011 alapjan)

Az 0Osztrogén €s antidsztrogén hatasi anyagok egyarant képesek nagy affinitassal az Gsztrogén
receptorokhoz kotddni. Az antagonistak hatasara az dsztrogén receptor konformacioja tigy valtozik
meg, hogy a koaktivator fehérjék nem tudnak a komplexhez kotddni. Bizonyos anyagok mas-mas
szdveti kornyezetben képesek agonistaként vagy antagonistaként is viselkedni. Ezeket az anyagokat
Osszefoglald néven szelektiv 6sztrogén receptor modulatorokként (SERM) targyalja a szakirodalom.
A parcialis 0sztrogén agonistak bar képesek nagy affinitdssal a receptorokhoz kotddni, mégis
kismértékti hormonhatast idéznek elS. Erdekes csoport a szelektiv Osztrogén receptor gatlok
csoportja, amelyek igen nagy jelentdségiiek lehetnek bizonyos 6sztrogénekhez kothetd betegségek
gyogyitasaban. Az ilyen anyagok gy valtoztatjadk meg az 6sztrogén receptor szerkezetét, hogy azok
nem tudnak dimerizalodni, igy fiiggetleniil a szovet tipusatol és a jelenlevé kofaktoroktdl, nem
tudnak hormonvalaszt kivaltani (Kerdivel et al., 2013).
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Az ER-hoz kotott Gtvonalak mellett az 6sztrogének képesek megvaltoztani a szteroidhormonok
szintézis€ében résztvevd enzimek aktivitasat (pl. aromataz) ezaltal felborithatjdk a szervezet
Osztrogén/androgén egyensulyat. Tovabba a hormonok transzportjadban fontos fehérjék (pl.
szexhormon koté globulin  SHBG — Sex Hormone Binding Globulin) megkdtésével
befolyasolhatjak a hormonok szallitodasat (Kerdivel et al, 2013).

3.6 Osztrogénhatasi anyagok Kimutatasa

A kornyezeti mintak vizsgalata soran két f6 szempontot kell figyelembe venni: milyen koncentracid
tartomanyban talalhatdak meg a szennyezdanyagok a mintdban és azok milyen bioldgiai hatassal
birnak az emberre vagy a természetes populaciokra nézve. Ahhoz, hogy a mintar6él megkozelitdleg
realis képet kapjunk, vizsgélatok egész sorat kell elvégezni. Az analitikai vizsgalatokon tul,
amelyek az anyagok fizikokémiai sajatsdgain alapulnak molekuldris, sejt, szovet €és szervezet szintii
biologiai hatasvizsgalatokat is kell végezni. A modszerek egy része direkt vizsgalati mddszer
(analitikai, sejtmentes rendszerekben végzett vizsgalatok), ezek azonban csak az anyag jelenlétérol
adnak informdaciot, a bomlastermékeket vagy az anyag(ok) szervezetre kifejtett hatasait nem
vizsgéljak. Ehhez bonyolultabb, Uin. indirekt vizsgalati rendszerek sziikségesek.

Az Egyesiilt Allamok Koryezetvédelmi Ugynokségének (EPA) és az eurdpai Gazdasagi
Egylittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (OECD - Organisation for Economic Co-operation and
Development) ajanlasa szerint (OECD, 2010; EDTA Conceptual Framework, 2012; Gourmelon,
2013) a hormonhatasu anyagok vizsgalata soran integralt, tobblépcsOs vizsgalati rendszert kell
alkalmazni. A vizsgalat elsd szintjén azonositani kell a potencialis hormonhatasu anyagot, a
masodik szinten pedig igazolni kell annak bioldgiai hatdsat. Mindkét szinten tobbféle tesztrendszert
és vizsgalati modszert kell alkalmazni, majd ezek erdményeit egymassal Osszevetve kell képet

alkotni a vizsgalt anyagrol.

3.6.1 Analitikai modszerek

Az Osztrogénhatdsu anyagok vizsgdlatdra hasznalt analitikai modszerek nagy érzékenysegi,
leggyakrabban tomegspektrometrian, extrakcion vagy ezek kombindcidjan alapuld analitikai
modszerek: tomegspektrometria (MS), nagy teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC),
gazkromatografia-tomegspektroszkopia  (GC/MS),  gazkromatografiaval — kapcsolt — tandem
tomegspektroszkopia (GC-MS/MS), folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektroszkopia (LC-MS/MS) (Kerdivel et al., 2013). A moddszerek hatranya, hogy a nagy
érzékenység ellenére sem alkamasak kozvetlen vizsgalatra. A mintdkat a vizsgalat eldtt
szdzszorosara-ezerszeresére kell tdményiteni és az 6sztrogénhatast anyagot valamilyen fazison meg
kell kotni (folyadék-folyadék extrakcioval (LL) vagy szilard fazisa extrakcioval (SPE, SPME,
SBSE).

A klasszikus analitikai mddszerek mellett gyakran hasznalnak ellenanyag alapu moddszereket is:
immunaffinitas kromatografiat, RIA (Radioimmunoassay) (Linberg et al., 1974), ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) vagy ELRA (Enzyme Linked Receptor Assay) modszereket
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(Gascon et al. 1997, Seifert et al. 1999). Ezek az immunanalitikai modszerek azon a jelenségen
alapulnak, hogy a szervezetben barmilyen anyag lehet antigén, azaz barmilyen anyag ellen
lehetdség van ellenanyagot termeltetni. Az ellenanyagok antigénspecifikusak, igy a rajuk épiild
immunanalitikai médszerek is, amelyek {6 elonye, hogy szinte barmilyen matrixbol (biologiai
minta, kdrnyezeti minta, stb.) képesek a vizsgalandd anyagot specifikusan, nagy érzékenységgel
kimutatni. Hatranyuk, hogy kidolgozasukhoz minden 0j anyag vizsgalata esetén létre kell hozni a

megfeleld ellenanyagot, ami meglehetdsen koltséges.

3.6.2 invitro tesztrendszerek

Az in vitro tesztrendszerek az anyagok biologiai aktivitasan, az §sztrogén hatasu anyagok vizsgalata
esetén az Osztrogén receptorhoz kotddésen alapuld kvantitativ rendszerek. Az Osztrogén hatasu
anyagok hatdsmechanizmuséanak elsé 1épése a receptorhoz kotddés, igy egy anyag affinitdsa az
Osztrogén receptorhoz jol jellemzi annak Osztrogén potencialjat. A kovetkezd 1épésben a receptor
konformécios valtozasa jelatviteli kaszkadokat indit el, amelyek végiill megvaltoztatjdk az
Osztrogénhatasra érzékeny gének atirddasat. Az in vitro tesztrendszerek hatranya, hogy az anyagok
szervezeten beliili sorsardl (biotranszformacidjarol, farmakokinetikajarol) nem adnak informaciot.
Eldnyiik az analitikai modszerekkel szemben, hogy tiszta anyagok vizsgdlata mellett ismeretlen
hatasti anyagok és komplex koérnyezeti mintdk vagy anyagkeverékek teljes Osztrogénhatasanak
vizsgalatat is lehetOvé teszik. Ezért sok esetben a koltséges analitikai vizsgalatok el6tt a mintakat in
vitro tesztrendszerekkel ,,el6sziirik” és a hatast kivaltd mintakkal dolgoznak tovabb (Falconer et al.,
2006).

A kompetitiv Osztrogén receptor kotédési tesztekben (Competitive Estrogen Receptor Binding
Assay) az Osztrogén agonista vagy antagonista vegyliletek kotddését vizsgaljak legtobbszor juhok
meéheébdl, szivarvanyos pisztrang agybol, majbol, vagy patkdnymdjbol izoldlt Osztrogén
receptorokhoz (Rider et al., 2009). A vizsgalandé mintabol higitasi sort készitenek, majd a sor
tagjait ismert mennyiségii 6sztrogénreceptort és (radioaktivan) jelolt agonistat tartalmazo oldathoz
adjak. A nem kotédott agonistak eltavolitasa utan leolvassak az egyes mintakbdl szarmazo jelet.
Félhatasos koncentracionak (ECsp) azt a koncentraciot vagy kdrnyezeti minta esetén térfogatot értik,
ami a radioaktivan jelolt agonista 50%-at ,,leszoritja” a receptorrol.

Az bsztrogén receptor aktivacios €s sejtosztodasi tesztek soran mar nemcsak az anyag receptor
affinitasat vizsgaljak, hanem azt is, hogy az anyag receptorhoz kotddése beinditja-e az
Osztrogénhatasra jellemzd sejtszintii valaszreakciot. Eldnyiik, hogy képesek az 0Osztrogén és
antidsztrogén hatasti anyagok elkiilonitésére és alacsony koncentracidban jelen 1évé anyagok
tesztelésére 1s. A vizsgalatokat sejtvonalakon végzik, amelyeken tobbféle végpontja is vizsgalhato
egyidében. Egy szivarvanyos pisztrang vagy atlanti lazac madjsejteken végzett vizsgalat (fish
hepatocyte bioassay) soran pl. az akut toxicitds mellett vizsgalhatjdk az anyag DNS karositd hatasat,
altalanos citotoxikus hatdsat, gatlé metabolikus hatasat és bizonyos 0sztrogénérzékeny célgének (pl.
vitellogenin vagy aromataz) termékének megjelenését is (Maitre et al., 1986; Tollefsen et al, 2006).
A human mellrakbol szarmazo6 sejtvonalon (pl. MCF-7, T47D) végzett tesztek, Gn. E-screen
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vizsgélatok esetében egy joval egyszeriibben vizsgalhatd végpontot, a sejtosztodast vizsgaljak. A
teszt alapja, hogy az 0sztrogénhatdsu anyagok a ndivaru egyedek szaporitoszervekben sejtosztodast
idéznek eld, mar meglehetésen alacsony (pg/l) koncentraciok esetén is (Soto et al 1995, Isidori et
al., 2010). A teszt tovabbfejlesztésével human emlérak sejtekbol (MCF-7, T47D) ¢és human
Osztrogén receptort kifejezo sejtek (T47D) 0sztrogénhatasra luciferdz enzimet termeld, ER-CALUX
(Estrogen receptor-mediated, chemical-activated luciferase reporter gene-expression) riporter
sejtvonalakat is létrehoztak (Legler et al, 1999; Balaguer et al., 1999). A sejtvonalaknal
egyszeriibben kezelhetd, ¢élesztd tesztrendszert is fejlesztettek Osztrogén hatasi anyagok
kimutatasara. Az ¢élesztok eredendéen nem hordoznak szteroid hormon receptorokat, azonban
rendelkeznek a hormonvalasz 1étrejottéhez sziikséges faktorokkal és utvonalakkal. A human
Osztrogén receptort kifejezd transzgenikus élesztdben az Gsztrogénhatds konnyen lathatova tehetd
riporter konstrukcidok (pl. Osztrogén hormonvélasz elem mogé épitett B-galaktozidaz gén)
segitségével (Arnold et al, 1996, Routledge és Sumpter 1996, Coldham et al, 1997). Ha a
rekombinans, Osztrogénhatast kimutatd élesztésejteket (rYES —Recombinant Yeast Estrogen
Screen) kezelik, Osztrogénhatasra B-galaktozidaz enzim termelddik. Az enzim jelenléte egyszeriien
kimutathatd, példaul a reakcié soran szint valtoztatd szubsztrat segitségével (pl. az X-Gal
szintelenbdl kék szintivé valik). A teszt idétartama rovid (5 nap), ami minddssze néhany oOrara
lerévidithetd, ha az élesztd B-galaktoziddz enzim helyett litikdz enzimet (Schultis és Metzger 2004),
biolumineszcenciara (Sanseverino et al, 2005) vagy fluoreszciara képes fehérjét termel (Beck et al.,
2005). Igy az 6sztrogénhatés szubsztrat hozzaadasa nélkiil, a sejtek szétesésébodl, biolumineszcencia
alapjan vagy a fluoreszcens jelbdl kozvetleniil megallapithatd. Az élesztd alapu tesztek 2-5-szor
érzékenyebbnek bizonyultak a sejtvonalon végzett tesztekhez képest (Coldham et al, 1997).

A mesterséges biologiai szovettervezés vagy az IDMOC (Integrated discrete Multiple Organ
Culture) technologia lehetévé teszi egy szOvetben jelenlévd sejtek vagy kiillonbozd szovetekbdl
szarmazd, a biologiai valaszban kulcsfontossag szerepet betoltd sejtek mesterséges egyiitt
tenyésztését €s a sejtek kozotti kommunikacid vizsgalatat (Li et al., 2004), de ez a mddszer sem
képes a teljes szervezet modellezésére.

A bioszenzorok a sejtmentes, in vitro tesztrendszerek érdekes csoportjat alkotjak. Két alegységbdl,
egy biologiai jelet felismerd elembdl és egy jelatalakitd egységbdl, un. transzduktorbdl allnak. A
felismerd egység képes a vizsgalandd molekulat felismerni és specifikusan megkdtni. A bioszenzor
szerkezete megvaltozik, és a jelatalakito a biologiai felismerési eseményt elektromos jellé alakitja.
Az elektromos jel ezt kovetden mérhetd, a jelerdsség alapjan kovetkeztetni lehet az anyag
mérésére (Clark és Lyons, 1962). Azota szamos kiilonb6z0 bioszenzor alegységet fejlesztettek,
amelyek koziil leggyakrabban 6sztradiol antitesteket, Osztrogén receptor fehérjét (rekombinéns,
modositott), Osztrogén receptor dimereket, DNS-kotd alegységet hasznaljdk az Osztrogénhatas
kimutatasara. A kiértékelés elektromos vagy optikai jel (fluoreszcens anizotropia, fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer (FRET), feliileti plazmon rezonancia (SPR), stb.) mérésén alapul. Az

alegységek sokfélesége ¢s az eltérd kiértékelési modszerek miatt azonban az egyes mérések
32



10.14751/SZIE.2014.049

eredményei sokszor nehezen Osszevetheték, emellett a modszer érzékenysége alulmarad mas in
vitro tesztrendszerekhez képest ezért a mintakat mérés el6tt az analitikai modszerekhez hasonloan
toményiteni kell. A felsorolt hatranyok miatt a bioszenzorokat kdrnyezeti mintak vizsgalata soran

ritkan hasznaljak, de kutatasi és orvosi céli felhasznalasuk elterjedt (Kerdivel et al., 2013).

3.6.3 invivo tesztrendszerek

Az €16 szervezeteken végzett tesztek bar sok esetben hosszabbak és koltségesebbek, mint az in vitro
tesztek, alkalmazasuk mégis nélkiilozhetetlen az Osztrogénhatdsi anyagok vizsgélata soran. A
toxikologiai tesztek koziil csak az in vivo tesztrendszerek alkalmasak a teljes szervezetben zajld
komplex folyamatok modellezésére, a szervezet egészére kifejtett bioldgiai hatas kimutatasara.
Szamos allat (izeltlabuiak, kétéltliek, halak, patkany, egér) esetében léteznek kidolgozott, jol
miikodo, az Osztrogénhatas kimutatasara alkalmas tesztek. A gerinctelenek kozil férgeket (pl.:
foldigiliszta (Eisenia fetida/Eisenia andrei, OECD 207, 1984, OECD 208, 2003), planaria fajok
(Dugesia sp.) (Pagan et al., 2009), planktonikus kisrakokat (Daphnia magna, Daphnia pulex,
Ceriodaphnia dubia (Adema, 1978; Versteeg et al., 1997), gylimolcslegyeket (Drosophila
melanogaster, Siddique et al., 2005; Rand, 2010), szanyogokat (pl. Chironomus sp., OECD 218,
2004, OECD 219, 2004), puhatestiicket (pl.: Potamopyrgus antipodarum, Jobling et al., 2004)
hasznalnak hormonhatds vizsgéalatira. A vizsgéalat leggyakoribb végpontjai a termékenyiilés
sikeressége, az ¢életképes peték szama, a teljes atalakulds idOpontja, vedlések szama ¢€s sikeressége,
ivararany, larvak tulélési sikeressége, szaporodasi viselkedés megvaltozasa, morfoldgia, kifejlett
egyedek mérete és biomarker géntermékek (pl. vitellogenin) termelése (deFur 2004, Jobling et al,
2004).

Az Osztrogénhatast halakban, kétéltiekben, madarakban ¢és emldsokben 1is széleskorlien
tanulmanyozzak. Féként morfoldgiai elvaltozasok, szaporodasi rendellenességek, utodok szdma és
fejlddése, vérplazma Osszetételének valtozasa és génkifejez0dés vizsgalatok alapjan kovetkeztetnek
a hormonhatasra. A halakon végzett vizsgalatokat részletesebben a 2.8 fejezet mutatja be.

Az emlés modelleken alkalmazott tesztek koziil a legismertebb az uterotrofikus teszt, amely az in
vitro végzett E-screen tesztekhez hasonldan az 6sztrogén hatast anyagok proliferativ hatasan alapul.
Régota ismert, hogy az emldsokben a normal ndi ciklus soran a méhnyalkahartya (endometrium)
sejtjeinek osztddasat, a nyalkahartya vastagoddsat az Osztrogén szabdlyozza. Az Osztrogént az
érésben 1évo follikulusok termelik a petefészekben. Ezért a tesztet fiatal (még nem ivarérett) vagy
olyan kifejlett ndstényeken végzik, amelyeknek petefészkeit eltavolitottdk. 3 napos kezelést
kovetden az allatok méhének tomegébdl kovetkeztetnek az anyag Osztrogén hatisara. A vizsgalat
kiegészithetd az endometrium morfometriai elemzésével, vagy a méh/méhnyak/hiively szovettani
vizsgalataval A tesztet sok esetben hatékonyabbnak tartjdk az Osztrogénhatasra reagald gének
vizsgélatanal. El6fordulhat, hogy néhany biomarker gén kifejez6dése mas hatds miatt valtozik meg,
azonban uterotrofikus aktivitassal csak az dsztrogénhatasu anyagok rendelkeznek (Soto et al, 1995).
A vizsgalatot széles korben hasznaljak Osztrogénhatds kimutatasara (Padilla-Banks et al., 2001,
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Kang et al, 2000), valamint az OECD (OECD 440, 2007) és az amerikai Hormonhaztartast
Megzavar6 Anyagok Vizsgalataért Felelds Tanacsadd Testiilet (Advisory Group of Endocrine
Disruptors Testing and Assessment - EDTA) is validalta.

Az eml6s €s halmodellekbdl a kdzelmultban szdmos biomarker transzgenikus vonalat is 1étrehoztak
(2.12 fejezet), amelyekben az allatok 6 toxikologiai célszerveiben folyamatosan vagy Osztrogén
indukcid hatasara fluoreszcens fehérje termelédik. A fluoreszcens jel az allat elpusztitasa nélkiil in
Vivo leolvashat6, ami alapjan az eldbbi esetben az anyag altal el6idézett morfologiai elvaltozasokat,
utobbi esetben pedig az dsztrogénhatas erdsségét lehet kimutatni (Kerdivel et al., 2013).

Az OECD 1998-ban kezdeményezte a hormonhatdsi anyagok vizsgalatdhoz hasznalt
tesztrendszerek feliilvizsgalatat. Azota szamos 1j, a javasolt protokollokba beépithetd tesztrendszert
dolgoztak ki, és tobb 11j irdnyelv is kidolgozas alatt all. Bizonyos tesztek azért nem kapnak OECD
mindsitést, mert vagy nem all rendelkezésre elegendd informécié a megbizhatdsagukat illetden (pl.
néhany gerinctelenen végzett teszt), vagy nem mutatnak tal a jelenleg is alkalmazott OECD
szabvanyokon (pl. hal majsejteken végzett vitellogenin tesztek).

Az EPA ¢és az OECD egyarant egy 6tlépcsds vizsgalati rendszert ir el6 a hormonhatast anyagok
kimutatasara és tesztelésére. Az Gjonnan kifejleszett vagy mar régoéta elterjedt az in vitro rendszerek
vagy az in silico megkozelitések csak a tesztelés korai fazisaban vagy a mérgezGanyagok hatasanak
kezdeti vizsgélatainal johetnek szoba, kiindulasi alapként szolgalhatnak tovabbi vizsgéalatokhoz. A
szervek ¢és sejtek kozotti folyamatos, bonyolult kommunikacids rendszereket még a kdzelmultban
kifejlesztett alternativ tesztrendszerek (pl. sejt ko-kultirdk) sem képesek ugy reprodukalni, mint
ahogyan azt az él6 szervezetben latnank. Ezért a harmadik 1épcs6t6l mar mindkét rendszerben csak
in vivo tesztek szerepelnek.

Az OECD keretiranyelvének (,,OECD Conceptual Framework for the Screening and Testing of
Endocrine Disrupting Chemicals”) dsztrogénhatasu anyagokra vonatkozo foébb elemeit a 2. tablazat
mutatja be. A felsorolt tesztek tobbsége viszonylag uj, ezért az iranyelvet ,,¢16 dokumentumnak”
kell tekinteni, ami a kozeljovOben az 0j kutatasi eredményeknek vagy fejlesztéseknek koszonhetéen
barmikor véltozhat (OECD, 2010, Gourmelon, 2013).

vizsgalat szintje teszt azonosito végpont tesztrendszer
= fizikokémiai sajatsagok (pl.
- o molekulatomeg,
£ 49 reakciokészség, stabilitas),
[%2) o S . . RN , - - -
o 23 okotoxikologiai vizsgalatok
3 eredményeinek vizsgalata,
§ szamitogépes predikciok
v w
2 E’ ER kotodés vizsgalat (ER kotédés az 0sztrogén , .
RS o - patkany uterus sejtek
=Yg binding assay) receptorhoz
- an S =
5| &£3 incesckbol
S : 1 oz P
N S i gerincesekbdl szarmazo
~ o % g BGI1Luc ER transzaktivaciés | OECD-TG . ER ho; kapC.SOIt, ER-hoz kapcsolt
5 25 riportergén (luciferaz) S AR
S g teszt 457 aktivaldsa luciferazt kifejezd
£ < BG1Luc4E2 sejtek
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luciferazt kifejezo
hERa-HelLa-9903
sejtvonal

MCEF-7 sejtproliferacios teszt

sejtosztodas mértéke

MCF-7 sejtvonal

Aromataz teszt

aromataz (CYP19)
enzimaktivitas gatlas

H295R sejtvonal

3. szint

in vivo vizsgalatok (hatasmechanizmus vizsgalata)

Rovidtavi reprodukceios teszt
halakon (Fish Short Term
Reproduction Assay -
FSTRA)

OECD-TG
229

21 napos halteszt

OECD-TG
230

Osztrogénhatast anyagok
(AVTG 1), anti-
Osztrogénhatast anyagok
(PVTG)),
aromatizalhato
androgének (JVTG 1),
aromataz gatlok
(RVTG)), szovettani
vizsgalatokkal
kiegészithetd

tlizeselle (Pimephales
promelas)

OECD aéltal javasolt
halfajok *

Régcsald uterotrofikus teszt

(Ut

OECD-TG
440

Osztrogénhatasu anyagok
(méh nedves és szaraz
tomege?), anti-
Osztrogénhatasu anyagok
(stimmulalt méh
tomeg] ), szovettani
vizsgalatokkal
kiegészithetd

patkany (Rattus rattus),
egér (Mus musculus)

4. szint

in vivo vizsgalatok (toxikus hatasok vizsgalata)

Halak ivarkialakulasanak
vizsgalata (Fish Sexual
Development Test - FSDT)

Osztrogénhatasu anyagok
(2 ¢sIVIG T,
fenotipusos ivararany
?1), anti-6sztrogénhatasa
anyagok (PVTG|,
fenotipusos ivararany
31, ivari
differencialédas hianya
1), szovettani és
genetikai vizsgalatokkal
kiegészithetd

OECD altal javasolt
halfajok *

Madar reprodukcios teszt

OECD-TG
206

tojasmennyiség, embrid
életképesség,
kelésképesség, stb.

tékés réce (Anas
platyrhynchos),virginiai
fogasfiirj (Colinus
virginiatus), japan fiirj
(Coturnix japonica)

Mas fajokon végzett
szaporodasi tesztek

tobb végpont

mas fajok (kétéltiiek,
madarak, puhatestiiek,
stb.)
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PSR, tiizeselle (Pimephales
ivarérés idotartama, ( P

kifejlettkori ivararan promelas), tarka
Teljes életciklus toxicitas teszt J 11 Ivatarany, fogasponty
termékenységvizsgalatok,

halakon (Fish Lifecycle - nincsenck eevértelmil (Cyprinodon
Toxicity Test - FLCTT) ) ek egyer! . | variegatus), zebradanio
Osztrogénhatast kimutato . ?
(Danio rerio), medaka

végpontok (Oryzias latipes)

ivarérés idotartama,

kifejlettkori ivararany, més fajok (medaka

5. szint
in vivo vizsgalatok (toxikus hatasok
mélyrehatdbb vizsgalata)

Teljes ¢letciklus és ) termékenységvizsgalatok, 4gascspt rikok
tobbgeneracios tesztek nincsenek egyértelmii hatestiiek. stb ’)
Osztrogénhatast kimutatd puhatestuek, sto.
végpontok

2. tablazat Az OECD keretiranyelv (,,OECD Conceptual Framework for the Screening and Testing of
Endocrine Disrupting Chemicals”) dsztrogénhatasu anyagokra vonatkozo f6bb elemei. (* szivarvanyos
pisztrang: Oncorhynchus mykiss, zebradanio: Danio rerio, ponty: Cyprinus carpio, medaka: Oryzias latipes,
tlizcselle: Pimephales promelas)

3.6.4 Toxikologiai tesztek a jovében

A hormonhatas vizsgalatara napjainkban hasznalt médszerek jelentOs része az életciklus egy részét
(larvakor) vagy a teljes életciklust lefedd, esetleg tobb generaciot is vizsgald kozép- vagy
hossztava teszt. Ezek egy része nagyszamu Kkisérleti allat felhasznalasaval jar. Ahogy az
allatvédelmi jogszabalyok és a laboratoriumi allatkisérletekkel kapcsolatos eldirasok egyre
szigorubba valnak, egyre nd az igény az €16 szervezetet helyettesitd, alternativ tesztrendszerek irant.
Az alternativ modellekkel szemben tamasztott {6 kovetelmények a megbizhatosdg ¢és az
érzékenység. Az ) modszer legaldbb annyira érzékeny €s megbizhatd kell, hogy legyen, mint a
helyettesiteni kivant rendszer. A fejlesztés soran cél, hogy az j modszer minél tobb minta egyidejii
vizsgara adjon lehetdséget (high throughput) és a vizsgalat minél egyszeriibben és rovidebb 1d6 alatt
végrehajthato legyen. Az 0 teszt csak akkor keriilhet bevezetésre, ha a felsorolt kritériumoknak
megfelel, és tobb laboratériumban validaltak.

Az alternativ modszer tervezés harom f6 iranya (1) az in silico médszerek fejlesztése, azaz
szamitogépes modellezés ¢s predikciok kidolgozéasa, (2) hatdsmechanizmuson alapuld, nagy
ateresztoképességii in vitro tesztek fejlesztése és (3) rovidtavi, utvonalspecifikus végpontokat
vizsgalo in vivo tesztrendszerek 1étrehozasa, valamint alternativ allatmodellek.

Az in silico moddszerek kozill a legismertebbek a QSAR (Quantitative structure—activity
relationship) vizsgalat és a read-accross elemzés. A QSAR modellezés regresszidos vagy
klasszifikacios statisztikai modszereken alapul, mennyiségi Osszefiiggést keres egy vegyi anyag
szerkezete €és aktivitasa kozott. Els6ként az anyagok fiziko-kémiai tulajdonséagai és a biologiai hatas
kozotti Osszefiiggést tarjak fel ismert anyagok meglévd adatai alapjan. Ezt kdvetden az 0j anyag
szerkezete alapjan megbecsiilik az altala kivaltott potencidlis biologiai hatast €s annak erdsségét. A

read accross elemzés azon alapul, hogy a hasonld szerkezetli anyagok altaldban hasonld
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hatasmechanizmussal rendelkeznek. Igy ha egy anyagcsoport néhany tagjarol ismert azok biologiai
hatasa, akkor feltételezhetd, hogy a csoport tobbi tagja is hasonlo biologiai valasz kivaltasara képes.
Az in silico modszerek alkalmazasaval az allatmodellek kivaltasa mellett jelentds koltségek
takarithatok meg, mert a laboratériumi tesztek egy részét mar nem kell elvégezni (Ankley et al,
2012).

Az alternativ in vitro és in vivo tesztek fejlesztése soran az egyik f6 irany a fluoreszcens jelet
kifejez6 transzgenikus sejtvonalak vagy allatmodellek létrehozasa. Ha a fluoreszcens fehérjét
kodold génszakaszt 6sztrogén hatasra érzékeny DNS-k6td motivum és dsztrogénhatdsra indukalhato
promoter mogeé €pitik, a fluoreszcens jel erdsségébdl, minden mas bonyolult molekularis vagy
analitikai modszer bevonasa nélkiil egyértelmiien kovetkeztetni lehet a hormonhatas er0sségére. Az
alternativ allatmodellekbdl 1étrehozott bioszenzor vonalak kiilondsen értékesek lehetnek a
toxikoldgiai vizsgalatok szdmara. Ilyen modellek lehetnek pl. a halak és a kétéltliek embrioi,
amelyeket a taplalkozo kor eléréséig nem tekintenek ,,610 allatnak™ a vonatkozd jogszabalyok
(40/2013. (II. 14.) Kormanyrendelet, Animals (Scientific Procedures) Act 1986 of the UK,
Directive 86/609/EEC Art. 2b of the European Union).

Az €16 allatokon végzett kisérleteket azonban lehetetlen lenne teljes mértékben helyettesiteni, de
nem is ez a cél. Az alternativ modszerek abban nyujtanak segitséget, hogy minél kevesebb
allatkisérletre és hosszutavu tesztre legyen sziikség, amivel jelentdsen csokkenthetd az egy anyag
vizsgalata soran felhasznalt allatok szama, valamint id6 €s pénz takarithaté meg, nem is beszélve a

felhasznalt és kornyezetbe kibocsatott veszélyes anyag mennyiségérol.

3.6.5 Biomarker gének

A Dbiomarkerek valamilyen biolégiai statuszra, vagy allapotra jellemzd, mérhetd, vagy
szdmszerlsithetd tulajdonsdgok. Hasznalatuk széles korben elterjedt normal biologiai folyamatok,
patologias elvaltozasok, biologiai, toxikologiai valaszreakciok vizsgalatanal (Strimbu és Tavel,
2010). Idealis biomarkernek az a sajatsag tekinthetd, ami megfeleléen érzékenyen reagil a
vizsgalanddé hatisra és az Aaltala mutatott valaszreakcio specifikus és kifejezett. Barmilyen
koriilmények kozott, mas anyagok jelenlétében, kiilonb6zd koncentracidkban alkalmazott kezelések
esetén, eltérd homeérsekleteken, eltérd idejli kitettség esetén, kiillonb6zd analitikai modszerekkel
barmelyik laboratoriumban és mas fajokban is jol mérhetd, egyértelmi, ismételhetd eredményt ad
(Gunnarsson et al., 2007).

Az elmult években szdmos Osztrogénhatas biomarkert azonositottak. Az emldsokre jellemzd
markereket foként patkany méhbdl vagy huméan emldrdk sejtekbdl irtdk le: pl. sejtkapcsold
struktarak génjeit (konnexin 26 és 43), a komplement C3 gént, plazma és sejtfelszini glikoproteint
(klaszterin, mucin-1), a progeszteron receptor: PR, egy sejtplazmaban talalhaté kalciumkotd
fehérjét (kalbindin — CaBp-9k) és az 6sztrogén receptort (ER) (Diel et al, 2000, Heikaus et al, 2002,
Jung et al, 2012). Madarakban, kétéltlickben vagy halakban az Osztrogénhatdst a deformitasok,
testparaméterek, ivarszervek és testtomeg aranya (gonadoszomatikus index), szaporodasi zavarok,

utddok fejlddése, ivarardny vérplazma Osszetételének megvaltozdsa (pl. vitellogenin) vagy
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génkifejez6dés alapjan mérik. A biomarker gének (vitellogenin (vtg), aromatdz (cypl9b),
vitellinburok fehérjék (vep-ek), koriogenin H (cgh), zona radiata és zona pellucida fehérjék (zrp,
zp), odsztrogén-receptor alfa (ER-a), albumin, nukleozid difoszfat-kindaz (nm23), stb.) koziil
leggyakrabban a vitellogenint és az aromatazt hasznaljadk (Lee et al., 2002.) Bar néhany gén
érzékenyebbnek bizonyult, Osztrogénspecificitaisukat még nem tudtdk meggy6zden igazolni
(Gunnarson et al., 2007). A tovabbiakban a halakban vizsgalt két f6 biomarkert mutatom be

részletesebben.

3.6.5.1 Aromataz (cyp19)

A citokrom P450 aromatazok (P450aro, CYP19) a hormonhatasti anyagok potencialis célpontjai. A
CYP 19 aromatdzok az 0Osztrogén androgénekbdl torténd bioszintézisének utolsd 1épését, a
tesztoszteron — Osztrogén atalakuldst katalizaljadk a szervezetben (4. 4&bra) igy szdmos

Osztrogénfiiggd folyamatot (szaporodas, ivari differenciacid, gametogenezis) szabalyoznak
(Simpson et al, 1994., Cheshenko et al., 2007).

OH OH

aroma t;i%

HO o

tesztoszteron 17-B-6sztradiol

4. dbra Az aromataz a tesztoszteront 0sztrogénné alakitja

Mig az emlésokben csak egy, a halakban, igy a zebradanidban is két aromataz gén talalhatd, az
egyik (cypl9al vagy cypl9 a) a petefészekben, a masik az agyban (cypl9a2 vagy cyplob)
fejezddik ki (Tchoudakova és Callard, 1998, Chiang et al., 2001). A cypl19al a petefészekfejlodést
legkorabban jelzd biomarker gén, ami az 6sztrogének ivarmeghatarozasban betoltott szerepére utal
(Vizziano-Cantonnet et al., 2008).

Zebradanioban a két izoforma koziil csak a cypl9b promotere tartalmaz teljes 0sztrogénvalasz
elemeket (ERE) (Tong és Chung, 2003; Kazeto et al.,2001), ezért Osztrogénhatasti anyagokkal
jobban indukalhat6. Az aril-hidrokarbon receptor kozvetitette hormonvalasz kimutatasara mindkét
véltozat alkalmas. Az aromatdz B indukcidjat zebradani6 embriokban, larvdkban és felndtt
egyedekben is kimutattak (Kishida és Callard, 2001; Kazeto et al., 2004; Menuet et al., 2005,
Kallivretaki, 2006).

Bizonyos xenodsztrogének (pl. metoxiklor vagy atrazin) az Osztrogén recepetoron alapuld in vitro
tesztrendszerekben nem képesek hatast kivaltani, mert nem kotddnek a receptorhoz. Az ilyen
anyagok Osztrogénhatasukat az aromatdzok serkentésén keresztiil fejtik ki, ndvelve a szervezet
Osztrogénszintjét, ami az Osztrogénvalasz fokozasahoz vezet. Az aromataz tehat alkalmas a nem

Osztrogén receptoron keresztiil hatd 6sztrogénhatast anyagok kimutatasara is.
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3.6.5.2 Vitellogenin

A halak, kétéltliek és mas tojasrakd ¢lélények embrioi az egyedfejlodés kezdeti szakaszaban a
szikbdl taplalkoznak. A vitellogenin (Vtg) a szikanyag legfontosabb Gsszetevdjének a vitellin nevii
fehérjének prekurzora.

A vitellogenin gén miikodését sok més génhez hasonldéan tobb hormon szabélyozza. Ezek koziil a
legerdsebb a petefészek sejtjeiben (follikulusok granulosa sejtjeiben) termelddd Osztrogén (17-B-
Osztradiol) hatasa (Wallace et al, 1985.). Kétéltiiekben kimutattak, hogy a hipofizisben termelddd
novekedési hormon és prolaktin, valamint a pajzsmirigy hormonjai (T3 és T4) képesek a szervezet
Osztrogénszintjét novelni, igy koézvetett modon a vitellogenin termelddést serkenteni (5. ébra,
Sumpter és Jobling, 1995) Az 6sztrogén hatasara folyamatosan n6 a vérplazma vitellogenin szintje,
ami egy kifejlett ikrasban akar a tobb tiz mg/l-t is elérheti. A vitellogenezis soran a vitellogenin
receptor medialt endocitdzis révén keriil az egyre néveked6 petesejtekbe (oocytdak) (Denslow et al.,
1999), igy a szikkel telt oocytakat tartalmazo petefészek akar az ikras testtomegének 25%-at is
kiteheti. Az ivasi id6szakban a plazma vitellogenin koncentracidja lazacfélékben akar

millidszorosara is ndhet.

Vitellogenin

E2

5. dabra A vitellogenin termel6dés hormonalis szabalyozasa. A petefészekben termel6édé 17-B-6sztradiol
hatasdra a majban vitellogenin termelédik. Az Osztrogénszintet a halakban a kétéltiiekhez hasonléan az
agyalapi mirigy és a pajzsmirigy hormonjai (GH: névekedési hormon, PRL: prolaktin, FSH: follikulus
stimmulalé hormon, LH: luteinizald hormon, T3/T4 trijodtrionon/tiroxin) is befolyasolhatjak (Sumpter és
Jobling, 1995).

A vitellogenin termelddése Osztrogénfiiggd, ezért larvakban €és himekben normalis koriilmények
kozott nem vagy csak minimalis mennyiségen mutathato ki (Copeland et al. 1986). Kiilsd
Osztrogénhatasra azonban a vitellogenin szintézis fokozodik, igy a fehérje fiatal egyedekben és
himekben is kimutathaté (Lazier és McKay 1993, Tyler et al. 1996, Tyler et al. 1999.), ezért a
vitellogenin kivalo biomarker az 6sztrogénhatasu anyagok kimutatasara (Hansen et al., 1998; Tyler
et al., 1999). Mind a természetes, mind a szintetikus 6sztrogének hatasara nagyon kifejezett dozis —
valasz gorbék figyelhetok meg. Halakban a 17-B-6sztradiol 0,1 ng/l-es koncentracidoban is
hogy a halak rendkiviil érzékenyek a vizben jelenlévd Osztrogénekre. Az emelkedett, normalistol
eltéré plazma-vitellogenin szint 6sztrogén hatasu anyag jelenlétére utalhat (Hutchinson és Pickford,
2002).
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A vitellogenin gének nagy mértékben konzervaltak, a kodold régidé nagy mértékli hasonlosagot
mutat halakban, kétéltiiekben és mas tojasrako (ovipar) gerincesekben valamint a gerinctelenekben,
kiilonosen a puhatestiickben (Blaise et al., 1999). A gének egy multigén csaladba tartoznak (Nagler
et al., 1987). A csendes-6ceani osztrigaban (Crassostrea gigas) kimutattak, hogy a vitellogenin
MRNS bazissorrendje, foként az N-termindlis régid6 homoldg mas puhatestiiek, halak, rdkok és
fonalférgek mRNS-ével (Matsumoto et al., 2003).

A kozonséges karmosbékabol /Xenopus laevis/ négy (Wabhli et al., 1979), a Caenorhabditis elegans
fonalféregb6l hat vitellogenin gént irtak le (Blumenthal et al., 1984). A halak esetében a leirt
vitellogenin gének szama fajonként igen valtozatos, a szivarvanyos pisztrangban /Oncorhynchus
mykiss/ tobb mint hasz vitellogenin gént talaltak (Trichet et al., 2000). A zebradanidoban a
vitellogenineket 7 gén kodolja, két kromoszoman, defeltételezhetd, hogy van egy 8. kodold gén is.
A vtg3 a a 1l-es, a masik hat gén pedig a 22-es kromoszoman taldlhatd, egymds kozeli
szomszédsagaban. Ez alapjan valészinii, hogy a hat gén génduplikidcidos események
kovetkezményeként jott létre (Wang et al., 2005). Ziv és munkatarsai 2008-ban végzett
Osszehasonlitd proteomikai vizsgélatai alapjan a 22-es kromoszoéman egy nyolcadik vitellogenin
gén jelenléte is feltételezhetd. A vtg gének elsésorban az ikrasok majaban fejezédnek ki, de a
géntermék 17-B-0sztradiol hatasara tejesekben is megjelenik. A méjon kiviil zsirszovetekben is
kimutattdk a vtg mRNS jelenlétét, foként a bélben, petefészekben és Osztrogénnel kezelt himek
heréjében (Wang et al. 2005). A legerdsebben a vtgl gén fejezodik ki, mértéke akar szazszor-
ezerszer meghaladhatja a tobbi vtg génét. A vitellogenin fehérjék harom tipusba sorolhatok: a
VtgAl o6t gén terméke (vtgl, 4, 5, 6 és 7), mig a VtgA2-t a vig2, a VtgC-t pedig a vtg3 kodolja
(Wang et al., 2005).

Halakban a vitellogenin gének kifejez6dését az Osztrogének mellett az aril-hidrokarbon receptor
(AhR) ligandjai is befolyasoljak. Az AhR egy transzkripcios faktor, xenobiotikumok lebontasaért
felelds enzimek (pl. CYP450 1) atirédasat aktivalja. Az AhR utvonal képes meggatolni az 6sztrogén
receptorhoz kotott itvonalakat, igy gatolja az 6sztrogénvalasz kialakulasat (Bemanian et al, 2004).
A zebraddni6 Osztrogén érzékenységét tobb tanulményban is vizsgaltdk. Az eredmények és mas
fajokkal végzett Osszevetés alapjan kitliné modellallatnak bizonyult az Osztrogénhatas
meghatarozaséara vitellogenin indukci6 alapjan (Rose et al., 2002, Orn et al, 2003, Van der Ven et
al, 2003., Van den Belt et al., 2003, Lange et al, 2012.).

3.7 Vitellogenin géntermékek kimutatasa

3.7.1 Fehérje szintii mdédszerek

A vitellogenin indukci6 mérésekor kezdetben csak a vitellogenin fehérje mennyiségi
meghatarozasara volt lehetdség. A legkorabbi mddszerek indirekt mérésen alapultak. A vitellogenin
kémiai természetét tekintve a foszfolipoproteinek kozé tartozik, nagy lipidtartalm €s erdsen
foszforilalt fehérje. Az indirekt modszerek a vérplazma alkalikus kdrnyezetben labilis foszfor és
lipidtartalmanak mérése (Alkali Labile Lipid (ALL), Alkali Labile Phosphate (ALP) modszer)
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alapjan kovetkeztettek a vitellogenin mennyiségére (Jones et al., 2000, Kramer et al. 1998). Néhany
nem specifikus modszer (a fehérje elvalasztasa gélelektroforézissel molekulasuly alapjan vagy
kromatografids elvalasztdis HPLC-vel) szintén alkalmas a fehérje kimutatisara. A felsorolt
modszerek bar koltséghatékonyak és viszonylag egyszertiek, nem elég pontosak, mert mas fehérjék
vagy a vérplazma bizonyos alkotéelemei bizonytalanna tehetik a kimutatast. Ezért specifikus,
immunanalitikai modszerek kidolgozasara volt sziikség. Az immunanalitikai modszerek
alapfeltétele a vizsgalandod anyagra specifikus ellenanyag megléte, amit a vitellogenin esetében
fajonként vagy kozel rokon fajonként kell 1étrehozni a keresztreaktivitas minimalizalasa miatt. Az
ellenanyagok azonositdsa, termeltetése €s tisztitasa a modszereket joval koltségesebbé teszi a fent
leirt technikaknal, de a megbizhatésag ellenstilyozza a felmeriild koltségeket. Tobb fajra
(szivarvanyos pisztrang, ponty, nyelvhal, tlizcselle, medaka, zebradanid, stb.) is kidolgoztak
radioaktiv vagy enzim alapt (radioimmunoassay — RIA, enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA) eljarasokat (Sumpter, 1985; Mourot és Le Bail, 1995, Tyler és Sumpter, 1990, Nunez
Rodriguez et al., 1989, Tyler et al ., 2004, Kordes et al 2002, Fenske et al, 2001, Holbech et al,
2001), amelyek egy része kereskedelmi forgalomban kaphato.

Az ELISA az egyik legnépszeriibb enzim alapi immunanalitikai modszer (6. abra). Alapja az
antigének ¢és antitestek kozott kialakuld, specifikus kolcsonhatas. A kotddést antitest vagy antigén
specifikus, enzimmel kapcsolt antitest vagy antigén segitségével mutatjadk ki, innen a modszer
elnevezése is.

Tobbféle tipusa ismert. A vitellogenin fehérje kimutatasahoz az Un. szendvics ELISA modszert
hasznaljak. A kiindulasi minta vérminta (vérplazma) vagy teljes test homogenizatum. A leolvasott

eredményt vitellogenin fehérje standard sorhoz viszonyitjak.

szubsztrat

/ __ plate mélyedése

X * * * B3 - VTG-antitest 2. specifikus,
P » 2 2 enzimmel jelolt antitest

" VTG-antitest 2.

“ Minta/VTG standard

* VIG-antitest .

6. dbra A szendvics-ELISA sematikus abraja. A szendvics ELISA modszerhez a VTG fehérje specifikus
antitestet kotik a plate felszinéhez. Ezt kovetden hozzaadjak a vizsgalanddo mintat, majd egy masik,
vitellogenin specifikus antitestet, végiil egy vitellogenin antitest specifikus, enzimmel jeldlt antitestet. Az
enzim leggyakrabban tormaperoxiddz vagy alkalikus foszfatdz. A szubsztrat az enzimmiikddés hatasara
szines, kemilumineszcens vagy fluoreszcens termékké alakul.

A kis méretli laboratoriumi modellhalaktol viszonylag kis mennyiségli vér (néhany mikroliter)
nyerhetd, ezért az ELISA tesztek soran altalaban teljes test vagy a test egy részébdl (fej, farok, stb.)
készitett homgenizatumbdl indulnak ki. Zebradanioban kezdetben ponty vagy koi specifikus
antitestekkel probaltdk kimutatni a vitellogenint. Azonban az ellenanyagok relative kis affinitdsa

miatt ezek nem Dbizonyultak megfelelden érzékenynek. Két kutatdcsoport parhuzamos
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fejlesztdémunkdja sordn (Fenske et al, 2001, Holbech et al, 2001) sikertilt kifejleszteni zebradanio
specifikus antitesteket.

Az ELISA mellett széleskoriien haszndlnak immunhisztokémiai moddszereket is vitellogenin
kimutatasdra. Ezek a moddszerek jelolt vitellogenin antitest segitségével a fehérje

szervezeten/szerven/szoveten beliili elhelyezkedésére (lokalizaciojara) adnak valaszt.

3.7.2 mRNS szinti modszerek

A molekularis biologiai technikadk fejlodésével lehetdvé valt a géntermékek MRNS szintli
kimutatasa is. Az elsé ilyen modszerek specifikus RNS probakat hasznalo, hibridizacié alapt
modszerek voltak (Northern blot). Ezek a modszerek viszont az eltérd hibridizacios feliiletek
(membranok) és a moddszer kivitelezésekor felmeriild hibalehetdségek miatt nem biztositottak
megfeleld adatokat a mennyiségi kiértékeléshez.

A hibridizaciés modszereket (in situ hibridizacio) ma leggyakrabban a génkifejez6dés helyének
meghatarozasahoz hasznaljak.

A laboratériumok tobbsége ma az mRNS-rdl létrehozott, stabilabb ¢cDNS mennyisége alapjan
vizsgalja a génterméket, leggyakrabban valods ideju, kvantitativ PCR reakcioval.

A val6s idejli kvantitativ PCR (real-time PCR) vizsgalat a hagyomanyos PCR technikékkal
szemben lehetdséget nyujt a PCR termék mennyiségének valds idejii nyomon kovetésére az
egymast kovetd ciklusokban (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993). A reakcio DNS-be
interkalalodo festéket (pl. SYBR Green, Eva Green, stb.) vagy jelolt, szekvenciaspecifikus probat
(TagMan proba, molekularis beacon, Scorpion, stb.) tartalmaz, amely a reakci6 soran a termékhez
kotédve fluoreszcens jelet bocsat ki (Lee et al., 1993; Livak et al., 1995). A fluoreszcens jel
novekedése egyenesen aranyos a PCR-reakcioban keletkezd termék mennyiségével. A PCR reakcid
exponencialis szakaszaban a keletkezd termékmennyiség ndvekedése Osszefiigg a templat kezdeti
mennyiségével (7. abra).

A real-time PCR reakciok kiértékelése soran a célgén expressziojat mindig viszonyitani kell vagy
egy standard sor értékeihez, vagy egy un. referencia génhez. A referencia gének, masnéven
héaztartasi gének konstitutiv gének, azaz kifejz0désiik a szervezet minden sejtjében azonos ¢és
allandd. A megfeleld haztartdsi gén kivalasztasa azonban nem egyszerti feladat. Fajtol, fejlodési
allapottdl és szovet- /sejttipustdl fliggden mdas-mas referenciagén mutat a kornyezettél nem
befolyasolt stabil egyenletes expressziot. Emellett azt is figyelembe kell venni, hogy a haztartasi
gén kifejezddésének szintje abba a tartomanyba kell, hogy essen, ahol a vizsgaland6 gén varhatéan
kimutathat6.

A leggyakrabban hasznalt haztartasi gének (3. tablazat) kifejez6dését és stabilitasat a zebradaniod
kiilonbozé fejlodési  allapotaiban és kezelések hatasaira McCurley ¢és Callard (2008)
tanulmanyoztak. Idedlis, minden kisérleti koriilmények kozott haszndlhatd haztartdsi gént nem
talaltak. Eredményeik alapjan hormonhat4st anyagok vizsgalatdhoz minden fejlédési allapotban a

3-aktin és az elongacids faktor 1-a a legalkalmasabb.
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7. abra A valos ideji kvantitativ PCR sematikus abraja, TagMan proba hasznalata esetén. 1. A primerek és a
proba a DNS-szalhoz hibridizalnak, 2. Megindul az atirodas, 3. A Taq polimeraz elhasitja a probat, a
fluoreszcens jel aktivva valik, 4. Az atiras befejezddik, ujabb PCR ciklus kezdddhet. F és R: forvard és
reverz primerek, R és Q: a TagMan proba riporter és a riporter jelét semlegesité un. quencher festékei. A
jobb oldalon a fluoreszcens jeleréség alapjan (fiiggbleges tengely) felvett amplifikacios gorbék lathatok a
PCR ciklusszamok fiigvényében (vizszintes tengely).

gén rovidités funkcio
B3-aktinl baktinl sejtvaz alkotd
a-tubulin-1 tuba | sejtvaz alkotd
gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz gapdh glikolizis enzim
gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz g6dh glikolizis enzim
TATA-box-koto fehérje tbp transzkripciod
3-2-mikroglobulin b2m immunfunkcié (MHC)
elongaciods faktor 1-a elfa transzlaciod
18S riboszomalis RNS 185 riboszéma alegység
alkoto

3. tablazat A zebradanioban leggyakrabban hasznalt haztartasi gének

3.8 Vitellogenin géntermékek vizsgalata zebradaniéban

Zebradanioban a vitellogenin indukcidt tobb kiillonboz6 anyag hatdsara, tobbféle modszerrel
vizsgaltak (4. tablazat). A VTG fehérje indikrekt kimutatasarol - feltételezhetéen a kis testméret és
kis vértérfogat miatt - zebradanioban nincs adat. Az els6 vizsgalatokat ELISA moddszerrel végezték
(Holbech et al., 2001). Rose és munkatarsai (2002) mar a vitellogenin indukcidjat mérték
Osztrogének hatdsara, ELISA moddszerrel teljes test homogenizatumbol, kifejlett zebradanion.
Késébb, a valos idejli PCR technikdk megjelenése lehetévé tette a vitellogenin géntermék

kimutatasdit mRNS szinten embriokorban is. A vizsgalatok iddtartamarol és a kezelés kezdetérdl
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megoszlanak a vélemények. Rose és munkatarsai 2002-ben megallapitottak, hogy a vitellogenin
fehérje a kitettség 6tddik napjan éri el a maximumat kifejlett zebradanidban, a tesztek idétartama
azonban ennél altalaban hosszabb, leggyakrabban 21 nap. Wang és munkatarsai 2011-ben végzett
vizsgalatai szerint a vitellogenin csak 7 napos kortdl mutathaté ki a fejlodé zebradanidban. Mas
szerzOk azonban mar 5 napos vagy négy napos korban is ki tudtak mutatni a génterméket (Muncke
¢s Eggen, 2006, Muncke et al, 2007, Chow et al, 2013).

Nem egyszerli eldonteni azt sem, hogy a fehérje- vagy az mRNS szintli vizsgalatok a
megbizhatobbak. Az instabil MRNS-ek sokkal rovidebb ideig képesek a szervezetben fennmaradni,
mint a fehérjék. A Vitellogenin fehérje féléletideje zebradanioban 2,4 nap (Andersen et al, 2003), az
MRNS-r6l nincs adat. Karmosbékaban azt talaltak, hogy az 0sztrogén hatasu anyagok képesek a vtg
MRNS-t stabilizalni, ami halakban is igaz lehet (Brock et al., 1983).

A felndtt halakon végzett rovid tavi vizsgalatokat egyre inkabb felvaltjdk a hossztavu,
tobbgeneracos tesztek €s az embridkorban végzett vizsgalatok. A tiszta anyagok vizsgalata mellett a
kutatok egyre nagyobb hangsulyt fektetnek az anyagok keverékekben torténd vizsgalatira, a
kornyezeti koncentraciok figyelembevételével. Madueira €s munkatarsai (2012) megallapitottak,
hogy az Osztrogén hatasi anyagok mellett a hormonhatidssal nem rendelkezd anyagok is
befolyasolhatjak a keverékek hatdsat.

A vitellogenin mérésére ezidaig két OECD protokollt (OECD-TG 230 és 234) dolgoztak ki, ELISA
vizsgélat alapjan, kifejlett egyedekben. A vitellogenin mérés menetét ezek mellett egy nemrég
megalkotott ISO szabvany (ISO/TS 23893-3:2013) szabalyozza. Az embrio és larvakorban végzett
vtg vizsgalatokra még nem dolgoztak ki egységes protokollt.

fejlodési
Referencia vizsgalt anyag Kitettség stadium/ modszer
ivar
Rose et al, 2002 E2, EE2 8 nap M ELISA
Van den Belt et al, 2001 EE2, OP 21 nap MésF ELISA
Van den Belt et al, 2002 E2 24 nap F ELISA
Andersen et al, 2003 EE2, MT 7 nap MésF ELISA
hisztokémia,
szérum immun-
Van der Ven et al, 2003 EE2 10-21 nap M hisztokémia, in
situ hibridizacio,
ELISA
OP, EE2, NP, szemikvantitativ
Van den Belt et al, 2003 BPA DBP, E2 21 nap M ELISA
Van den Beltetal, 2004 | E2, E1, EE2, NP 21 nap F ELISA
fehérje
Versonnen et al, 2004 metoxiklor 14 nap M és F elektroforézis,
Western blot
Muncke és Eggen, 2006 EE2 5 nap E gRT-PCR
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Jurcikova et al, 2007 metazaklor 20 dpf-40 dpf L ELISA
E2, EE2, BPA,
Muncke et al, 2007 NP, atrazin, 5 nap E gRT-PCR
cyprokonazol
Du et al, 2008 PFOS 14 d%fp;?4/84 L gRT-PCR
. EE2, NP és
Jinetal, 2010 Keverékeik 21 nap M gRT-PCR
Schwartz et al, 2010 ZEA 21 nap MésF ELISA
Schwartz et al, 2011 ZEA 42 nap MésF ELISA
DES, BPA,
Wang et al, 2011 TBBPA, DE-71, 7 nap E gRT-PCR
4-BP
. 2 generacios
Keiter et al, 2012 PFOS, BPA & 1t 9065180 | M, F, E, L ELISA
keverékeik
nap
PCB-k, PBDE-k, ) L .,
Kraugerud et al, 2012 DDT ECNCTACIOS 1 MesF immunfestés
. teszt
keverékekben
Lange et al, 2012 EE2 7 nap M gRT-PCR
karbamazepin,
fenofibrinsav,
Madureira et al, 2012 proplanolol, ? M és F immunfestés
szulfometoxazol,
trimetoprim és
keverékeik
chol, P5, P4, 17—
OH P5, MIS,
Urbatzka et al, 2012 DHEA, A4, T, 11- 21 nap MésF gRT-PCR
KT, E1, E2 ¢és
keverékeik
EE2, DHT, TB,
Baumann et al, 2013 prochloraz, 4-tert- 60 nap E-L ELISA
pentylphenol
BPA, endoszulfan,
Chow et al, 2013 heptklor, 4 nap E qRT-PCR
metoxiklor,
TBBPA
Jung et al, 2013 MFA 36 nap EésM ELIS[Sg;qRT'
Tuetal, 2013 butachlor 84 ora E gRT-PCR
Puy-Azurmendi etal, 2014| % OF 1- 28 dpf E-L qRT-PCR

4. tablazat Osszefoglald tablazat az Osztrogénhatasti anyagok kifejlett zebradanion végzett vitellogenin
indukcio alapu vizsgalatairol (E2: 17-B-6sztradiol, EE2: 17-a-etinil-6sztradiol, E1: sztron, OP-oktil-fenol,
MT: metil-tesztoszteron, NP: nonil-fenol, BPA: biszfenol-A, DBP: dibutil-ftalat, PFOS: perfluorooktan-
szulfonat, DES: dietil-besztrol, TBBPA: tetrabromo-biszfenol-A, PBDE: polibrémozott-difenil-éter, DE-71:
polibromozott-difenil-éter keverék, 4-BP: 4-benzapirén, DDT: diklor-difenil-trikloretan, P4: progeszteron,
P5: pregnenolon, 17-OH P5: 17-a-hidroxil-pregnenolon, MIS: 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-on, DHEA:
dehidroepi-androszteron, T: tesztoszteron, 11-KT: 11-ketotesztoszteron, TB: trenbolon, MFA: metil-
fluoroacetat).
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3.9 Allatmodellek szerepe a toxikolégiaban

Az Eurdpai Unid tagallamai, valamint mas, iparilag fejlett orszagok egyre nagyobb hangstlyt
fektetnek a mar forgalomban 1évé vagy Uj vegyi anyagok kockdzatbecslésére. Az anyagok
regisztracidja, vizsgalata, engedélyezése ¢és korlatozasa az EU altal meghatarozott REACH
iranyelvek (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals) mentén torténik.
A szervezetben zajlé komplex folyamatok modellezése, a szervezet egészére kifejtett bioldgiai hatés
kimutatasa csak az in Vvivo tesztrendszerek segitségével lehetséges, ezért a modellalatok kiemelt
fontossaguak a toxikologiai tesztek szempontjabol. A vizsgéalat céljatol fiiggéen mas-mas
modellszervezetek haszndlata terjedt el. Az emberre vonatkoztatott, egészségligyi kockazat
vizsgalatanal elterjedtebbek az emldés modellek, mig a kornyezeti kockézatbecslésben inkabb
kétéltiieket és halmodelleket hasznalnak dsztrogénhatasu anyagok vizsgalatara (lasd 2.10. fejezet).
Az OECD 3R (Replacement, Reduction, Refinement) stratégidnak megfelelden az éllatkisérletekek
kivaltasara, a felhasznalt allatok szamanak csokkentésére és az allati szenvedés minimalizalasat
szem el6tt tartva dolgozta ki a jelenleg hatalyos, 2010-ben mddositott vizsgalati rendszert.

Az embri6é modellek komplex, multicellularis rendszerek, melyekben a megfigyelhetdk a kiillonb6zo
szervek kozotti interakcidk, valamint a differencialodési folyamatok, ezért a hal vagy kétélti
embridkon folytatott vizsgdlatok alternativ modellként szolgdlhatnak az emlds modellek
helyettesitésében (Scholtz et al., 2008). Ennek egyik f6 oka, hogy a hal és kétéltli embriokat a
taplalkozo kor eléréséig a jelenleg hatalyos torvények, ahogy az kordbban is emlitésre keriilt, nem
tekintik ¢él6 allatnak (ISO (International Organization for Standardization — Nemzetkozi
Szabvanyiigyi Szervezet) és MSZ (Magyar Szabvany)).

3.10 Toxikologiai vizsgalatokban hasznalt halfajok

A halak kittind modellallatok, nemcsak kornyezeti kockazatbecslére alkalmasak, de a hormonhatasu
anyagok vizsgalatara is (Braunbeck et al., 2005). Az eredmények jol extrapolalhatok mas allat
fajokra, vagy az emberre. A fejlédésbiologiai és élettani folyamatok genetikai hattere a gerincesek
és gerinctelenek korében nagymértékben konzervalt (Bond, 1979). gy pl. a halak endokrin
rendszere, szoveteik ¢és szerveik tobbsége nagymértékii hasonldésagot mutatnak a legtobb
gerincesével. A halakon végzett dkotoxikologiai vizsgalatoknak emellett gazdasdgi haszna is van.
Az emberi taplalkozasban egyre fontosabb szerepet tolt be a halhus, ezért a halgazdasagok szdmara
egyre fontosabba valik a nevelt halak egészségi allapota, amelynek eldrejelzésében szintén
segitséget nyujthatnak a halakon végzett kisérletek. Szamos, kiilonbozd életszakaszban végzett,
tobbféle végpontu toxikologiai tesztet dolgoztak ki halakra, amelyek egy része szabvanyokban
rogzitett (5. tdblazat). Id6tartamuk valtozo, a 48 oras tesztektdl a teljes €letszakaszon vagy akar tobb

generacion ativeld vizsgalatokig.
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o . . vizsgalat S . javasolt
Vizsgalat neve szabvany szama idétartama vizsgalat kimenete halfajok
24 éranként pusztulasi mutatok (koagulacio,
Halembrioé toxicitas . szivverés, szomitak kialakulasanak ¢és
vizsgalat (FET) OECD-TG 236 96 ra farokkezdemény levalasanak hidnya) zd
leolvasasa és LCsy meghatarozasa.
Zd, Ol,
Korai életszakaszban tanlalkozé kor Pp,
végzett toxicitas OECD-TG 210 pa xozo letalis és szubletalis végpontok leolvasasa Oomy,
L2 eléréséig
vizsgalat halakon Cv,M
sp.
Révidtava . , . o .
reprodukcios vizsgalat | OECD-TG 229 21 nap 1kr:a tem,lele?’ endokrlr} haﬁasoll((. Yltellf)lgemn Pp
halakon (FSTRA) és masodlagos nemi jellegek vizsgalata
vitellogenin mérése, himek, néstények,
Hal ivarkialakulasi ikratol interszex ¢€s differencialatlan egyedek Zd, Ol,
N OECD-TG 234 |. - . o N .
vizsgalat ivarérettségig aranyanak meghatarozasa szovettani Ga
vizsgalatok (és genetikai markerek) alapjan
21 napos halteszt | OECD-TG230 | 21 nap vitellogenin ¢s aromatdz mérése, zd, O,
masodlagos nemi jellegek vizsgalata Pp
. .. L kiils6 rendellensségek, rendellenes
Larvandvekedési OECD-TG 215 28 nap viselkedés, novekedési réta vizsgalata | 29r O
vizsgalat halakon . ., Omy
(testtdomeg alapjan)
Embrié és nem
taplalkozo larva a szik Zd, Ol,
korban végzett OECD-TG 212 o 1aa letalis és szubletalis végpontok leolvasasa Pp,
c el e o felszivodasaig
toxicitasvizsgalat Omy, Cc
halakon
Zd, Ol,
c el OECD-TG 203, o f A Pp,
Akut rt](a)licallf(lct)zrl]steszt MSZ EN 1SO 96 6ra pusztulas Vllz;ega}l:;t:é r204Z ;)sr:nkent, LCs omy,
7346-1:2000 & Cc, Pr,
Lm
14 napos, Z?D’pOI’
me.gITO’sszz}bblt,ott OECD-TG 204 14 nap (+7-14 pusztulas Vlzsgalatq 24 Qrankent, LCs omy,
toxicitas vizsgalat nap) meghatarozasa Ce. Pr
halakon Lm
MSZ 22902- kifejlett egyedek pusztulas vizsgalata 24
Statikus halteszt . 96 ora oranként, LCsq vagy kozepes tlréshatar zd
3:1990 L
(TLm) meghatarozasa
2 kifejlett egyedek pusztulasvizsgalata, LCsg
Halteszt M52129189678 3 48 ora vagy kozepes tliréshatar (TLm) Pr
meghatdrozdsa
Szennyvizek akut embridk pusztulas vizsgalata
toxicitasanak vizsgalata | 1SO 15088:2007 48 ora szennyvizmintak hatasara, kdzepes zd
zebradanié embriokon tiréshatar (TLm) meghatarozasa
., kifejlett egyedek pusztulas vizsgalata,
Akl{t tOXIICftaS Vlz.sgalat ISO 7346-3:1996 96 ora viselkedésvizsgalat, LCsy vagy kdzepes zd
édesvizi halfajon v , .
tiiréshatar (TLm) meghatarozasa
Meghosszabbitott usztulds vizsgalatok, novekedési rata
toxicitas vizsgalat | 150 10229:1994 | 7-120 nap p garatox, Oomy

édesvizi halfajon

vizsgalata
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Biokémiai és élettani . . s 1r s s
halakbol szarmaz6 mintak el6készitési

Vlzsgalatgk'ha!ark on - ISO/TS 23893- valtozo szabalyzata biokémiai és élettani nincs
mintaelokészités és 1:2007 .
térolis vizsgalatokhoz

Biokémiai és élettani toxirezorufin-O-deetilaz (EROD)

vizsgalatok halakon - ISO/TS 23893- e enzimaktivitds mérése halmaj .
etoxirezofurin-O- } valtozo . . s nincs
deetildz (EROD) 2:2007 homogenizatum p(’).s’ztmltokondrlahs

enzimaktivitas mérése frakeidjdban

Biokémiai és élettani

vizsgalatok halakon - ISO/TS 23893- véltozd vitellogenin (Vtg) koncentracié mérése nincs
vitellogenin szint 3:2013 ELISA moédszerrel halak vérplazmajaban

mérése

Szemi-sztatikus
toxicitasvizsgalat
édesvizi halembriokon
és larvakon
5. tabldzat Halakra alapozott toxikologiai vizsgalatok OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development - Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet), 1SO (International Organization for
Standardization — Nemzetkozi Szabvanyiigyi Szervezet) és MSZ (Magyar Szabvany) szabvanyok ajanlasa
alapjan. Dr-zebradanié (Danio rerio), Ol-medaka (Orizias latipes), Pp-tiizcselle (Pimephales promelas),
Omy-szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss), Cc-ponty (Cyprinus carpio), Pr-szivarvanyos guppi
(Poecilia reticulata), Lm-kék naphal (Leopomis macrochirus), Ga-haromtiiskés pikod (Gasterosteus
acuelatus), Cv-tarka fogasponty (Cyprinodon variegatus), M sp.-atlanti eziistosoldala halak csoportja

(Menidia sp.).

pusztulas vizsgalatok, ndvekedési rata
1SO 12890:1999 7-120 nap vizsgalata, LCsy vagy kdzepes tiiréshatar zd
(TLm) meghatarozasa

A halakon végzett toxikologiai tesztelés szamos elonyt kindl az emlds modellekhez képest. A
tesztek rovidebb id6 alatt és olcsobban kivitelezhetoek. A halak vizi szervezetek révén teljes
testfeliiletiikkel érintkeznek a vizben talalhat6 szennyezdanyagokkal, ahonnan képesek azt felvenni.
Ezért az anyagok szervezetbe juttatasdnak leggyakoribb modja, hogy a tesztalanyokat egyszerlien
csak ,,usztatjak” a kivant oldatban. Az eml6sokhoz hasonldoan tovabba lehetdség van az anyagok
taplalékkal vagy intraperitonealis (hashartya ald) bejuttatasara is. A toxikoldgiai vizsgalatok soran
hasznalt fajok kore rendkiviil széles. Az extrémen rovid életciklusa Fundulus heteroclitus-tol
kezdve az akvariumi diszhalakon (szivarvanyos guppi - Poecilia reticulata) at a gazdasagilag fontos
halfajokig (harcsa — Silurus glanis, siilld6 —Sander lucioperca, ponty- Cyprinus carpio,
pisztrangfélék -Salmonidae) barmilyen fajra nézve vizsgalhatd a szennyezGanyagok hatasa. A
kisméretii laboratoriumi halak koziil az Egyesiilt Allamokban a leggyakrabban a tiizcsellét (fathead
minnow, Pimephales promelas), Japanban a medakat (Orizias latipes), Europaban a zebradaniot
(Danio rerio) hasznaljak (Ankley és Johnson, 2004).

A hormonhatast anyagokrol, hatdsmechanizmusuk miatt a hosszutavu tesztek szolgalnak a legtobb
informacioval (Ankley et al., 2004). Ezek azonban magas koltségvonzatuk miatt nem alkalmasak
nagy teljesitoképességli vizsgalatokra. Ezért Un. részleges életszakasz teszteket dolgoztak ki,
amelyek vagy embrid/larvakortdl kezdddve vizsgaljak az ivarszervek €és nemi jellegek kialakulasat

vagy a szaporodoképességet veszik goreso ald, kifejlett egyedek kezelését kovetden.
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3.11 A zebradanid, mint toxikolégiai modellallat

A zebradanié (Danio rerio) (8. abra) a pontyfélek csaladjaba (Cyprinidae) tartozik, Indiaban és
Pakisztanban 6shonos. Genetikai és fejlodésbioldgiai szempontbol az egyik legjobban ismert halfaj.
Kezdetben foként fejlddésbiologiai modellként tartottdk szamon, mara azonban kivalo
betegségmodellé és toxikoldgiai valamint gyogyszerkisérleti “tesztalannya™ lépett el (Miiller,
2005; Strdhle et al., 2012). A kozelmultban egyre tobb laboratériumban és kutatomithelyben
elotérbe keriilt Magyarorszagon is (Csenki et al, 2010; Varga et al., 2011; Rohner et al., 2009).

8. dbra A zebradanio

A zebradanio szdmos elényds tulajdonsdggal jellemezhetd, amelyek miatt méltdn valt népszerii
modellallattd a kutatdsokban. Relative kis méreti (4-5 cm), olcson és egyszertien tarthatd csapathal.
Rovid generacids idével jellemezhetd, az ikrdbol minddssze hdrom honap alatt ivarérett, felnott
egyed fejlédik. Emiatt alkalmas tobbgeneracids és teljes életciklust igényld tesztek elvégzésére,
amelyre a toxikologiai vizsgéalatok soran gyakran sziikség van. Rovid id6n beliil nagy mennyiségii
ivarterméket allit eld, igy szaporitdsonként egyetlen partdl tobb szaz utdd nyerhetd. Teljes genomi
szekvencigjat meghataroztak, a kiillonb6z6 folyamatok hatterében all6 mechanizmusok jol ismertek
vagy ma is a kutatas célpontjai. Az embri6 fejléddése az atlatszo ikrahéjon keresztiil j61 nyomon
kovethetd. Szamos egyszeril, koltséghatékony kisérleti eljarast (mikromanipulalas, génexpresszids
vizsgélatok) dolgoztak ki zebradanidra, de az emldsoknél hasznéalt modszerek bizonyos része is
konnyen adaptalhato (Winn et al., 2001). A zebradanidban talalhato gének, receptorok, molekularis
¢s élettani folyamatok nagymértékii hasonlésagot mutatnak az emberével (Miiller, 2005).

Ennek koszonhetéen a kozelmultban tobb ezer transzgenikus zebradanié vonalat hoztak létre,
leginkabb fejlédésbiologiai vizsgalatok céljabol.

Kis méretének koszonhetden a toxikologiai vizsgalatok koltséghatékonyabban végezhetéek
zebradanion, mivel a kezelések viszonylag kis térfogatban elvégezhetdk, igy kevés toxikus anyagot
kell felhasznalni és kevesebb veszélyes hulladék keletkezik.

A zebradanidé szamos a toxikologiai gyakorlatban alkalmazott OECD protokoll altal javasolt
modellallat (1asd 2.10 fejezet, 5. tablazat).

3.12 Transzgenikus allatok a toxikolégiaban

Transzgénikus allatnak azokat az allatokat tekintjilk, amelyek genomja emberi kozvetitéssel
bejuttatott DNS-t tartalmaz. Az els6 transzgenikus allatmodellt — egy emberi novekedési hormont
termeld egérmodellt - egy amerikai kutatocsoport hozta 1étre 30 évvel ezeldtt (Palmiter et al, 1983).

Abban az iddszakban a novekedési hormon ¢€s hatasai nagy érdekldédésre tartottak szamot. Ezért
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néhany évvel késébb (Maclean és Talwar, 1984, Zhu et al, 1985) megjelentek az elsé transzgenikus
halak 1is, szivarvanyos pisztrang €s egy kitlind novekedési eréllyel rendelkezd, szintén human
ndvekedési hormont termeld aranyhal.

A novekedési hormont termelé modellek megjelenését szamos, (tobbezer) transzgenikus allatmodell
létrehozasa kovette, amelyek génfunkciok, biologiai ttvonalak, mutagén, karcinogén és mas toxikus
hatasok, valamint betegségek tanulmanyozisanak hatékony eszkozeivé valtak vilagszerte. A
kutatasi céllal létrehozott modellek mellett tobb kutatocsoport foglalkozik gazdasagi célu
transzgenikus fejlesztésekkel. Az elsé példak alapjan létrehozott ndvekedési hormont termeld
atlanti lazac piacra keriilését a kdzeljovoben engedélyezhetik (Ledford, 2013).

A toxikologidban kezdetben f6ként in vivo mutagén ¢és karcinogén hatasok kimutatasahoz
hasznaltak transzgenikus modelleket (Muta egér, LacZ egér, ,,Big Blue” és Gpt delta ragcsald
modellek, lacl és rpsL. mutacios tesztek halakon) (Boverhof et al, 2011, Winn, 2001).

A riporter gének alkalmazésa allatmodellek l1étrehozasahoz 0j perspektivat nyitott a toxikologusok
szamara. Az ¢l6lényekbe olyan vektort juttatnak be, amelyben a riporter fehérje kifejezddése a
szervezetben jOol milkk6dd promoter iranyitasa alatt all. A biolumineszcens vagy fluoreszcens
fehérjék jele az invaziv modszerek helyett in vivo képalkotd eljarasokkal leolvashato, igy az allat
elpusztitasa nélkiil tanulmanyozhato, kiillonb6zé iddpontokban, ugyanabban a modellben. Az
anyagok kiliriilése utan az allatokon ijabb anyagok tesztelhetk, bar az érzékenység valtozhat. A
kovetkezo kezeléskor az egyedek még érzékenyebben reagalhatak.

Két tipusu transzgenikus ¢€l6lény haszndlhatd a toxikoldgidban. Ha a promoter konstitutiv, azaz
folyamatosan bekapcsolva tartja a riportert, olyan vonalak tervezhetdk, amelyekben bizonyos
sejtek/szervek folyamatosan kifejezik a riporter jelét. Ezzel a modszerrel az anyagok bizonyos
célszervekre gyakorolt toxikus hatdsa tanulmanyozhatd. Indukalhaté promoterekkel un ,riporter”,
,blomarker” vagy ,,bioszenzor” vonalak hozhatok létre, amelyekben a jel specifikus kiils6 inger (pl.
Osztrogénhatas) valik aktivva. A riportervonalak indikétor szervezetekként vagy koncentraciofiiggd,
dézis-hatas vizsgalatokra is alkalmasak.

Biomarker vonalak tervezésénél az alabbi f6 szempontokat kell figyelembe venni: (1) a riportergén
a szervezet valamely sejtjében, szabdlyozhatd modon kifejezhetd legyen, (2) a riporterfehérje
féléletideje ne legyen tl hosszu, (3) a riporterrendszer megfelelden érzékeny legyen. A riporter
géneket a 2.16 fejezet mutatja be.

Az els6 Osztrogénérzékeny, emlds riportervonalat Ciana és munkatarsai alkottak meg 2001-ben. Az
ERE-Luc egérben luciferaz fejezédik ki 0sztrogén receptor promoter iranyitasa alatt, igy lehetévé
teszi az Osztrogénreceptor aktivitdsanak és Osztrogén fliggdségének, valamint az anyagok
szervezeten beliili megoszlasanak és a szervek Osztrogén érzékenységének in vivo vizsgalatat,
tovabba SERM anyagok azonositasat. Késdbb tobb fajbol is hoztak létre biomarker vonalakat
receptor aktivitds vagy xenobiotikum metabolizmus tanulméanyozésara. A hormonhatasti anyagokra
érzékeny modellszervezetek csupan a kozelmultban keriiltek a kutatasok kézéppontjaba, ezért az 1y
biomarker vonalak kidolgozéasa ,,forrongé teriilet”. Az 01j modellek létrehozasa soran el6térbe

keriiltek az alternativ modellszervezetek, amelyek koziil az egyik legjelentdsebb a zebradanio.
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3.13 Bioszenzor zebradanié vonalak

A transzgenikus zebradanié vonalak egyre népszeriibb modellallatok a kutatolaboratériumok
korében. Amiota Stuart és munkatarsai (1988) bebizonyitottdk, hogy a megtermékenyitett
zebradanio embrio citoplazmajaba injektalt DNS képes beépiilni az embrid genomjaba €s 6roklédni
az utdédokba, szamos transzgenikus vonalat hoztak létre. A Nemzetkozi Zebradanié Adatbéazisban
(ZIRC — Zebrafish International Resource Center) jelenleg 25575 transzgenikus vonalat tartanak
szamon (2014. januar 29.). A szoOvetspecifikus promoterekkel 1étrehozott transzgenikus
zebraddniovonalak kitiind eszkozok promoterek ¢s gének kifejezOdésének vizsgéalatdban. A
fejléddésbiologiaban  olyan megfigyeléseket tesznek lehetdvé, amelyek az egyszerl
fénymikroszkopos vizsgalatok soran rejtve maradnak (Hadzhiev et al, 2007; Lawson és Weinstein,
2002; Yaqoob et al., 2009; Gehrig et al, 2009). Lehetové teszik pl. transzplantacios vizsgalatok
soran a beiiltetett donor sejtek/szervek sorsanak nyomon kovetését (Csenki et al., 2006, Csenki et
al.,, 2010). A viztoxikologiai vizsgalatokban is egyre gyakrabban hasznalnak transzgenikus
vonalakat, leginkabb hormonhatdsu anyagok és anyagkeverékek karos hatdsainak vizsgalatara.
Segitségiikkel realisabb képet kaphatunk egy-egy anyag hatasarél in vivo, térben és idében.
Blechinger és munkatérsai (2002) egy altalanos toxikologiai marker, a hsp 70 nevii hdsokk fehérje
promoterének irdnyitdsa ald helyezték a riportergént. A vonal barmilyen anyag altalanos toxikus
hatasat képes kimutatni a reagald szovetekben (Blechinger et al, 2002, Seok et al, 2006). A legtobb
riportervonal valasza ezzel szemben valamilyen specifikus receptorhoz kotott. Transzgenikus
zebradanio vonal segitségével vizsgaltak példaul az arilhidrokarbon receptor (AhR) aktivalodasat
dioxin (TCDD) hatasara (Mattingly, 2001) valamint pajzsmirigymiikddést befolyasolé anyagok
hatéasat és a tiroid-kortikoid jelatviteli utvonalak kapcsolatat (Terrien et al, 2011, Opitz et al, 2012).
Carvan ¢és munkatarsai (2000) aril hidrokarbon receptor (AhR), elektrofil valasz elemek (EPRE) és
fémekre érzékeny valasz elemek (MRE) promoterét hasznaltak fel egyetlen transzgenikus
zebraddnido vonal létrehozasdhoz. Az elsd receptor policiklusos szénhidrogének, a masodik
elektrofil oxidaloszerek (pl. kinonok) a harmadik nehézfémionok kimutatasara alkalmas.
Vizsgalataik szerint mindhdrom anyagcsoport képes volt a riportegén (luciferdz vagy zold
fluoreszcens fehérje-GFP) specifikus aktivalasara. A késObbiekben 6sztrogén (ERE) és retinolsav
valasz elemek (RARE, RXRE) bevonasat is tervezték, azonban a transzgént csak a madasodik
generacioig tudtak fenntartani a vonalban.

Az elsO Osztrogénhatds kimutatdsara alkalmas modellallat egy zebraddnié vonal volt, amelyben a
luciferaz riporter harom 0Osztrogén valasz elem kontrollja alatt allt. A vonal nagy attérést hozott a
toxikologiai vizsgalatokban. Bar érzékenysége joval alacsonyabb, mint az Gjonnan kifejlesztett
modelleké, a szteroid és a nemszteroid tipusu Osztrogének egyarant képesek voltak a riporter
szovetspecifikus jelét indukalni, igy elsd izben sikeriilt igazolni a riportervonalak alkalmassagat
hormonhatés €s az érintett szervek in vivo vizsgalatara. A teszteket 35 napos korig végezték ¢és
igazoltak az Osztrogénhatas és az ivarkialakulas kozotti osszefiiggést (Legler et al 2000). Gorelick
¢s Halpern (2011) késoébb egy zold fluoreszcens fehérjét (GFP) kifejezd érzékenyebb, 5 ERE-t

hordozd vonalat hoztak létre, amelyben azonositottdk az Osztrogénhatissal érintett legfobb
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szerveket: preoptikus régio, szagloszervek, szivbillentylik €és a maj. 2012-ben Lee és munkatérsai
egy még érzékenyebb vonalat hoztak 1étre, amelyben a GFP tobb ERE ¢€s az ER prométer irdnyitasa
alatt all. Vizsgalataik szerint az Osztrogénhatdssal érintett szervek a m4j, a sziv, a vazizomzat, a
halloszerv/otolit kapszula (otic vesicle), az el6agy, az oldalvonal szerv és a ganglionok (Lee et al
2012).

9. abra Z061d fluoreszcens fehérje kifejezodése az Osztrogénhatassal érintett szervekben, 4 napos zebradanio
larvaban (cm: koponya izmai, h: sziv, le: szemlencse, li: maj, n: neuromaszt, sm: szelvények izomzata) (Lee
et al, 2012).

2012-ig a halak koziil csak medaka és zebradanio riportervonalakat hoztak 1étre. Egy Lee és
munkatarsai altal 2012-ben fejlesztett, 6sztrogén receptoron alapuld, tranziens vizsgalati rendszer
viszont barmely mas halfajban is hasznalhat6 lehet a jovoben (9. abra). Tranziens vizsgalatok esetén
nem cél a stabil vonalak 1étrehozasa, az embriokat az injektalast kovetden kezelik a vizsgalandd
anyaggal, majd mikroszkop alatt vizsgdljak a riporter kifejezddését. A riporter jele esetenként a
kezeletlen embriokban is megfigyelhetd, viszont a kezelés hatasara a fluoreszcens fehérje
kifejezddése felerdsodik és elszort, mozaikos mintazatot ad. A nem szovetspecifikus kifejezddés
ellenére ezek a rendszerek is alkalmasak lehetnek nagy teljesit6képességii (high-throughput)
vizsgalatokhoz.

Az Osztrogénvalasz vizsgalatdhoz a két széleskorlien hasznalt marker, az aromatdz és a vitellogenin

indukci6 vizsgalatara alkalmas riportervonalat is 1étrehoztak.

3.13.1 Aromataz transzgenikus zebradanid vonal

Szamos korabbi vizsgalat igazolta, hogy a Cypl9b (Cypl9alb) aromataz Osztrogén hatasu
anyagokkal indukalhato, kivalo biomarker (Cheshenko et al., 2007). Az indukciot azonban csak
molekularis bioldgiai modszerrel lehet a kezelt halakban kimutatni.

Az aromatdz-b az agy radialis gliasejtjeiben fejezddik ki. A luciferazzal kapcsolt aromataz promoter
hasznalhatosagat gliasejtekb6l készitett sejtvonalon vizsgaltak (Cheshenko et al., 2007).
Bebizonyosodott, hogy a promdter régid6 dnmagaban mar sejtvonalban is képes aktivalni a mogotte
elhelyezkedd génszakasz kifejezddését.

Az in vitro eredmények alapjan egymassal parhuzamosan két kutatocsoport is létrehozott zold
fluoreszcens fehérjét kifejezd, aromataz promotert hordozo konstrukciot.

Mivel a stabil transzgenikus vonalak létrehozasa még zebradani6é esetében is hosszadalmas és
koltséges, Kim ¢és munkatarsai (2009) tranziens aromatdz vizsgalati rendszert dolgoztak ki.
Osztrogénkezelés hatdsira a szagldgumoban/hagyméban, az eldagyban (telencephalon), a
preoptikus régioban és a mediobazalis hipotalamuszban figyelték meg a riporterfehérje

kifejezédését.
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A napjainkban is tobb laboratoriumban hasznalt Cypl9alb-GFP vonalat Tong és munkatarsai
hoztak 1étre (2009). Minden wjonnan Kkifejlesztett biomarker vonalhoz, igy ehhez is ki kellett
dolgozni a legmegfelelobb vizsgalati rendszert. Az altaluk létrehozott rendszerben az embridk
kezelését 0 vagy 24 hpf korban kell kezdeni. Az aromatazok 5 napos korra érik el a legmagasabb
kifejezddési szintet (Trant et al, 2001), ezért a mikroszkopos vizsgalatokat ekkor kell elvégezni. A
kiértékelés az embriokrol feliilnézetbdl készitett fluoreszcens felvételek alapjan torténik (10. abra)
(Brion et al, 2012).

EE2 0.05nm
»

tel —-ﬂ'.

poa —>%

nrp—>>. =&

10. dbra Zold fluoreszcens fehérje kifejezédése cypl19alb-GFP zebradanioban 0,05 nM 17-a-etinil-
Osztradiol (EE2) kezelés hatasara (tel: eldagy, poa: preoptikus régid, nrp: nucleus recessus posterioris).
(Brion et al, 2012).

A vonalon tobb Osztrogénhatast anyagot is viszgaltak. A leger6sebbnek a 2,2-bisz(p-hidroxifenil)-
1,1,1-triklor-etandietil-besztrol (DES), a hexdsztrol (HEX) és a természetes Osztrogének (17a-
etinilosztradiol (EE2), 17-B-6sztradiol (E2), 6sztron (E1)) hatasa bizonyult, de az 6sztriol (E3) joval
gyengébb hatasu volt. A zearalenon (ZEA) tiszta anyagként, metabolitjaival ellentétben (a-
zearalanol (a-ZEE), B- zearalanol (B-ZEE)) koncentraciofiiggd valaszt valtott ki,. Az iparban
hasznalt 6sztrogénhatasu anyagok koziil (biszfenol-A (BPA), 4-t-peniylfenol (4-t-3), 4-t oktilfenol
(4-t-OP), 4-n-nonilfenol és 1,1,1-Trikloro-2-(2-klorofenil)-2-(4-klorofenil)-etan keveréke) a 4-n-NP
hatéastalan volt. A nonil-fenol keverék joval erdsebb 0sztrogén hatast mutatott, mint a biszfenol-A.
A tesztoszteron inaktiv, mig a dihidro-tesztoszteron (DHT) 6sztrogénhatast volt. A metoxiklor
(MXC) és genistein (GEN) hormonhatasat szintén sikertilt igazolni (Brion et al, 2012.) A modellen
emellett EE2, E2, E1, BPA és OP négy anyagbol allo, kiillonb6z6 aranya keverékeit is vizsgaltak
(Petersen et al, 2013).

3.13.2 Vitellogenin transzgenikus zebradanio vonal

A kozelmultban, a doktori munkam megkezdése utan egy kinai munkacsoport bemutatott egy
vitellogenin transzgenikus zebradani6 (ere-zvtgl:gfp) vonalat (Chen et al, 2010).

E vonal létrehozéasakor a legerdsebben kifejezddd vtg-1 gén promoterének 1,7 kb-os szakaszaval
nem sikeriilt kelld érzékenységii vonalat kialakitani, ezért a valasz fokozasahoz a régio elé egy 39
bp-bal allo ERE-t épitettek. A fejlodé embriokban EE2 (100 ng/l) kezelés hatasara a vitellogenin 53
oras korban jelent meg. A vonal érzékenységét tobb anyaggal is vizsgaltak (E2, CdCI2, E3, DES,
BPA, NP, progeszteron, 17-hidroxiszteroid), dézis-hatds gorbéket azonban nem vettek fel. A

fluoreszcens jel felnétt himekben koncentracio fliggé mdodon megjelent, ndstényekben fokozodott
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EE2 kezelés hatasara (11. abra) (Chen et al, 2010). A vonallal kapcsolatban eddig tobb publikacio

nem sziletett.

11. dbra Fluoreszcens fehérje kifejezoddése 6 napos ere-zvtgl:gfp embrié majaban, 100 ng/l EE2 kezelés
hatasara.

3.14 Génkonstrukciok, vektorok tipusai

A bioszenzor zebradanid vonalak Iétrehozasa soran az elsé 1épés a megfeleld génkonstrukciok
lIétrehozéasa. A génkonstrukcido harom f6 elembdl all: egy molekularis kapcsolobol (indukalhato
promoter/enhanszer), egy riporterfehérjét koédold szakaszbdl és a poliadenilacids szignalbol. A
megfeleld szakaszokat PCR reakcidval felsokszorozzak, majd olyan plazmid vektorok segitségével
¢épitik Ossze, ami baktériumokban fenntarthatd €s képes sokszorozodni. A génkonstrukciot egy-két
sejtes zebradanidé embrid citoplazmajaba vagy a szikbe juttatjdk, ahonnan a sejtmagba keriil és
beépiil az embrio genomjaba. A konstrukcié mitkodését mar az injektalt embridkban lehet vizsgalni
(tranziens vizsgalatok) a riporter jele alapjan, ilyenkor viszont a kifejez0dés még mozaikos. Bar a
konstrukciot 1-sejtes embrioba juttatjak, az csak késobb képes a genomba épiilni, ezért csak az
utddsejtek egy részében lesz jelen (Stuart et al, 1988, 1990, Culp et al 1991). A tranziens vizsgalat
soran pozitivnak talalt embriokat felnevelik, és vizsgaljak a transzgén atorokitését az utdédokba. A
stabilan 6rokit6 alapitok utddaibol aztan létrehozzék a transzgenikus vonalat.

Kezdetben vektorként plazmidokat hasznaltak, amelyeket linearizalva juttattak a sejtekbe. Azonban
sok esetben azt tapasztaltak, hogy a riporter egyaltalan nem, vagy nem a kivant helyen fejez6dott ki.
Eléfordulhat, hogy a konstrukcié olyan genomi pozicioba épiil, ahol a kornyezd szekvencidk
gatoljak a miikodését. Ennek elkeriilésére un. inzulator szakaszokat épitettek a vektorokba, amelyek
megakadalyoztdk, hogy a konstrukcid ,,a kornyezetével kommunikaljon”. A transzgén ennek
ellenére sokszor nem volt fenntarthaté az egymast kovetd generacidkban és minddssze 3-5, %-0S
hatékonysaggal épiilt be a genomba.

A hatékonysag novelésére tobb 1 modszert dolgoztak ki (pl. medakaban kifejlesztett I-Scel
meganukledaz medidlt génbevitel (Thermes et al, 2002), pszeudotipizalt retrovirus vektorok
hasznalata (Gaiano, 1996), BAC (Bacterial Arificial Chromosomes) és transzpozon medidlt BAC
transzgenezis (Yang et al, 2006, Suster et al, 2009), a Gal4-UAS rendszer (Sheer ¢s Campos-
Ortega, 1999), a Cre-Lox rendszer és a transzpozonok). A riporter vonalak létrehozasa mellett
alkalmasak iranyitott génexpressziés vizsgalatokra, géneket szabalyozo szekvencidk, pl.
enhanszerek keresésére (enhanszer trap), génfunkci6 vizsgélatara (gene trap, gain of function, loss
of function). A kdzelmultban kifejlesztett cinkujj nukleaz (Meng et al, 2008, Doyon et al, 2008),
TALEN (Cade at al., 2012) és CRISPR (Hwang at al., 2013) technikakkal célzott génbevitelre is
lehetdség nyilhat.
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A dolgozatban bemutatott zebradanié vonal transzpozon rendszerrel késziilt, ezért részletesebben

csak a transzpozonokat mutatom be.

3.14.1 Zebradénioban hasznalt transzpozonok
A transzpozonokat Barbara McClintock fedezte fel az 1940-es években (McClintock, 1948 és
1951). A Korabbi neviikon ,ugralé gének”-nek nevezett DNS szakaszok képesek a helyiiket

megvaltoztatni a genomban. Két tipusuk ismert, az RNS intermedieren keresztiil mikodo 1. tipust
transzpozonok vagy retrotranszpozonok ¢és II. tipust, un. ,,cut and paste” (kivagodas és beillesztés)
mechanizmusu transzpozonok. Molekularis vektorként a II. tipusba tartozo transzpozonokat
hasznaljak. Az elsé sikeres transzpozon alapt transzgenezist ecetmuslicaban végezték (Rubin és
Spradling, 1982).

A transzpozonokat uUn. forditott ismétlédések (ITR) hataroljdk. Mélyrehatobb vizsgéalatuk
ravilagitott arra, hogy az ITR szekvencidnak egy kisebb szakasza is elegend6 a mikddéshez, ezért
un. mini ITR-ekkel rendelkez6 transzpozonokat alkottak. Segitségiikkel a transzgenezis
hatékonysaga 50%-ra emelhetd. Emellett nagy elOnyiik, hogy a plazmidokkal ellentétben egy
inszercids helyen csak egy kopidban épiilnek be, nem képeznek konkatamereket és az egymadsra
kovetkezd generdcidkban is stabilan fennmaradnak. A transzpozdz enzim egyszerlien bevihetd,
halaknal mRNS formaban a konstrukcidval egyiitt juttatjak be. Ahhoz, hogy a transzpozonok egy
adott poziciobdl kivagoddjanak, majd 0j helyre épiiljenek, transzpozaz enzimet igényelnek. A
transzpozaz miikodése soran a transzpozonokat hatarol6 un. forditott ismétlédéseket (ITR — inverted

repeat) ismeri fel (12. abra).

A —£ ITR <— T >—— ITR »—

B C(ITR<—{Ml TIHNN —2 1R )

C (mITRE MITR)

12. dbra A transzpozonok és egy transzpozon alapu vektor sematikus abraja. A: Autondém transzpozon
forditott ismétlddésekkel (ITR) és transzpozazt kodolo szakasszal (T), B: ITR-ekkel hatarolt, a transzpozazt
kodolo szakaszban deléciokat hordozd (pirossal jeldlt szakaszok), nem autondém transzpozon, C: transzgént
¢s modositott ITR-eket hordozo, génkonstrukcioként hasznalhato transzpozon (Clark et al., 2011 nyoman)

A genomban két transzpozon forma fordulhat el6. A hosszabb, un autonom forma hordozza a
transzpozazt kodold szakaszt. A nem autondm formak rovidebbek, deléciok kovetkeztében
elveszitették a transzpozazt kodold szekvenciat (Clark et al., 2011). Utobbiak 6nmagukban nem
képesek aktiv transzpozonként miikddni, de transzpozdz jelenlétében Ujra kivagodhatnak és 1j
helyre épiilhetnek. Ez alapjan a transzpozonok segitségével az ITR szakaszok kozé barmilyen
szekvencia a genomba épithetd, illetve onnan kivaghato (12. abra).

A zebradanioban hasznalt transzpozonok harom f6 csoportba sorolhatok: (1) gerinctelenekbdl
szarmazd transzpozonok, (2) mesterséges transzpozonok és (3) halakbol szarmazo transzpozonok.

A gerinctelenek transzpozonjai koziil az ecetmuslicabdl szarmazo mariner-t és a C. elegansbol
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szarmazo6 Tc3-at valamint a kukoricabol Barbara McClintock altal izolalt Ac/Ds transzpozont is
sikertilt zebradanidban milkodésre birni (Kawakami, 2005; Emelyanov et al.,, 2006) A
legjelentésebb mesterséges transzpozont, a Sleeping Beauty-t (SB) egy magyar kutaté hazaspar és
munkatarsai hozték létre (Izsvak et al, 1995, Ivics et al 1997). A Tcl/mariner transzpozon csaladdra
jellemzd Tcl-szerli elemeket (TcE) kerestek halak genomjdban. Aktiv transzpozont nem sikeriilt
azonositani. A mesterséges transzpozont lazacfélékben talalt TcE elem és szintetikus, transzpozazt
kodolo szakaszokbol alakitottak ki. KésObb tovabbfejlesztett hiperaktiv formajat is megalkottak. Az
SB kb. 5,5 kb DNS befogadéasara alkalmas. Ef6lott a tartomany folott beépiilési hatékonysaga a
befogadott szekvencia méretével aranyosan drasztikusan csokken. Szekvenciaspecifikus, az AT
gazdag genomi régiokba épiill (ATATATATAT). A SB-t hal és emlds modellrendszerekben is
elterjedten hasznaljak. A hasonl6 elvek szerint 1étrehozott, békdkbol szarmazoé transzpozon (Frog
Prince — FP) szintén nagy hatékonysaggal miikddik zebradanioban. Emellett a kozelmultban
mesterséges zebradanio transzpozont is épitettek (Harbinger_3DR) (Sinzelle et al, 2008).

Halakban az egyetlen miikk6do, természetes transzpozont, a Tol2-t medaka fajok (Oryzias latipes és
curvinotus) tirozinaz génjében talaltak (Koga et al, 1996, Kawakami et al., 1998). Szekvencidja
alapjan a hAT transzpozon csaladba tartozik. A transzpozon kloénozott valtozata bevaltotta a hozza
fliz6tt reményeket (Parinov et al., 2004). Tobb fajban: zebraddnidban, karmosbékaban, csirkében,
egérben és human modellekben is hatékonyan miikodik. A Tol2 esetén jellegzetes beépiilési
szekvencia nem ismert, bar a tapasztalatok szerint gyakrabban épiil intronokba vagy mas, fehérjét
nem kodold szakaszokba. A zebradanioval foglalkozo kutatasokban a Tol2 transzpozont hasznaljak
leggyakrabban. A SB-nal hatékonyabban képes a zebradanio embrié genomjaba épiilni, beépiilési
hatékonysaga nagy méretli DNS szakasz beépitése esetén (> 10 kb) sem esik vissza (Balciunas et
al., 2006). A kutatasok elérehaladtaval tobb Tol2 alapt klonozo rendszert is fejlesztettek (Balciunas
et al., 2006; Urasaki et al., 2006). Az Gn Gateway rendszerek megjelenése (Kwan et al., 2007;
Villefranc et al., 2007) tovabb novelte a Tol2 népszeriiségét. (Lee et al., 2012)

3.14.1.1 A Gateway technika

A hagyomanyos klonozasi technikdk tobb 1épésbdl allo, sokszor hosszadalmas moédszerek. A
fragment beépitéséhez a gylirlivé zarddott DNS-vektort fel kell nyitni és egymasnak megfeleld6 DNS
végeket kell 1étrehozni. Ehhez szekvenciaspecifikus restrikcios enzimeket hasznalnak. Az enzimet
azonban koriiltekintden kell megvalasztani, mert bizonyos enzimek belehasithatnak vagy
feldarabolhatjak a beépitendd szekvenciat. A klonozas sikeressége kiilondsen a nagyobb méretii
szakaszok esetén alacsony, rdadasul a fragmentek tobbféle iranyultsagban is a vektorba épiilhetnek.
A Gateway rendszerek esetén a fragmentek bejuttatasa nagy hatékonysagl, reverzibilis,
helyspecifikus rekombinaci6é alapjan torténik, igy joval egyszerlibb a hagyoményos restrikcids
emésztés-ligalas eljarasoknal (Suzuki et al., 2005, Roure et al., 2007).

A helyspecifikus rekombindzok DNS szakaszok irdnyitott athelyezését katalizalé enzimek. A
Gateway rendszerben hasznalt rekombindzok a A bakteriofagbdl szarmaznak. A A fig egy

baktériumokat fert6z6 virus, gazdasejtje a laboratdriumokban kiilonbdzé vektorok fenntartdsara és
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szaporitasara is hasznalt Escherichia coli. A virus szaporodasi stratégidja soran képes
orokitéanyagat helyspecifikus rekombinacidval a gazdabaktérium genomjaba épiteni. A genetikai
atrendez6dés minden esetben a rekombinaz két felismerési helye az Gn. attachment site-ok kozott
torténik. A baktériumban talalhat6 felismerési motivumot attB- nek, a fagban talalhatoakat pedig
attP-nek nevezziink. A ,,B” a baktérium szobol, a ,,P” a fag angol megfeleljébdl (phage) ered. Az
integracid utan a kicserélodott szakaszokat attL és attR szakaszok hataroljak, melyek az attB és attP
DNS szekvenciakbol jonnek 1étre. Az attL és attR kozott végbemenod reverz reakcid eredményeként
a fag DNS kivagodik, és visszakapjuk az eredeti attB és attP szekvenciakat (Suzuki et al., 2005).

A Gateway klonozo rendszerekben a kivant fragment bejuttatdsa két 1épésben, a fent leirt elv
alapjan torténik (13. 4abra). Els6 1épésben a beépiteni kivant szakaszt PCR reakcioval
felsokszorozzak, amelynek sordn a fragment végeire megfeleld attB szekvencidkat épitenek. Ezt
kovetden a PCR terméket BP klondz enzim segitségével attP helyeket hordozd, un. ,,donor”
plazmidba épitik, amely igy Un. ,.entry” klonna alakul. A reakcié eredményeképpen a plazmidba
¢épiilt szakaszt attL, a kivagodott szakaszt pedig attR szekvenciak hataroljak. Mésodik Iépésben (LR
kloénozés) a fragment az ,,entry” klonbol a végsd plazmid vektorba (célvektorba vagy ,,destination”
vektorba) épitheté, amely az L végeknek megfelelé R szakaszokat és a Tol2 transzpozon
miitkodéséhez sziikséges Tol2 karokat hordozza.

attPl ccdB attP2 attl | attL2

| 2
Donor vektor Entry vektor
BP ’

klonozas + —— +

a1 ate?2 B attF

2 attR1 cod R2
\_‘/ PCR termek \i_\lf _/ Melléktermeék

ALl A2 L3 aLs WPl ccdB P2 aup3 cedB aups
) )
Entry vektor 1 Entry vektor 2 Melléktermek1 Melléktermek 2

LR + — +

klonozas
Tol2 ——77 ﬂ \ﬂi—— Tol2
a1l AatR2 auR3\ atRs
ced B

JB cedl

attB2  attB3 attBs

Célvektor Kész konstrukcio

13. abra A Gateway klonozas sematikus abraja. Elso 1épésként az attB rekombinécios helyeket hordoz6 PCR
termékeket BP klonozéas soran az attP helyeket hordozé donor vektorba épitjiik. Igy tn. ,.entry” vektorok
keletkeznek, amelyekben a kivant fragmenteket mar attL rekombinacios helyek fogjak kozre. Az attL és attR
szakaszok kozotti helyspecifikus rekombinacioval (LR klonozés) az ,.entry” vektorokbol a fragmentek a
célvektorba épithetdk (ccdB: a hatékony szelekciohoz sziikséges génszakasz, Tol2: transzpozon kar).

A plazmidokat mindkét rekombinacios 1épés utan E. coli-ban sokszorozzak fel. A kivant
plazmidokat hordozé telepek egy oOtletes szelekcios stratégianak koszonhetden azonosithatok. A
donor- és a célvektorok antibiotikum rezisztenciaért felelés és un. ccdB génszakaszokat hordoznak.
A ccdB géntermék a baktériumra nézve toxikus. A ccdB szakasz a rekombinacio soran kicserélodik,
az antibiotikum rezisztencia gén viszont a plazmidban marad. Antibiotikumot tartalmazo taptalajon
igy elvileg csak azok a baktériumok képesek fennmaradni, amelyek hordozzak a rezisztencidért

felelds plazmidot, de ccdB szakaszt nem tartalmaznak.
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A helyspecifikus rekombinacié csak egymasnak megfeleld att szakaszok kozdtt megy végbe.
Molekularis modszerekkel szamos kiilonb6zd valtozat hozhato 1étre, igy egyszerre tobb fragment
helyspecifikus befogadéasara alkalmas, ,,multisite” Gateway rendszerek is €pitheték (Suzuki et al,
2005, Villefranc et al, 2007).

A létrehozott konstrukcid a tobbi transzpozon vektorhoz hasonléan akkor miikodik hatékonyan, ha

a transzpozazt kodolo szakaszt is a sejtbe juttatjak.

3.15 Génbeviteli médszerek halakban

A halak esetében a legnépszeriibb génbeviteli modszer a mikroinjektalas. Az elsé sikeres
mikroinjektaldst Stuart €s munkatarsai (1988) végezték aranyhalon, késébb sikeresen alkalmaztak
atlanti lazac, ponty, harcsafélék, aranyhal, csik, medaka, szivarvanyos pisztrang, tilapia, zebradanio
¢s sok mas halfaj embrioin (Chen és Powers, 1990). Mivel a halak embridiban a pronukleusz
hagyomanyos fénymikroszkop alatt nem vagy rosszul lathat6, az emldsokkel ellentétben a
vektorokat kezdetben az 1-2 sejtes embridk citoplazmajaba injektaltak. Ehhez két kapillarisra volt
sziikség, az egyik, az Un. tartokapilldris rogzitette az embridt, a masikbol pedig bejuttatdk a kivant
konstrukciot. A folyamat viszonylag lassii €s munkaigényes volt, valamint tobb embrid pusztulasat
eredményezte (Powers et al, 1992, Dunham et al, 1987). A nehézségek kikiiszobolésére olyan 0j
modszereket dolgoztak ki, mint az elektroporacio (Inoue, 1992.), a génpuska (Zelenin et al., 1991),
a liposzoéma, spermium vagy retrovirus kozvetitett génbevitel (Szelei et al., 1994; Khoo et al., 1992,
Sarmasik et al., 2001).

A génbevitel hatékonysagat tobb tényezd hatarozza meg: az embriok tulélési ardnya, a modszer
egyszeriisége, 1d6-, felszerelés- és koltségigénye, az egyszerre manipulalhaté embridk szama, a
konstrukcié beépiilésének sikeressége, orokitése az utdd generacioba stb. Ezeket figyelembe véve
kis szamu embrio transzgeneziséhez a mikroinjektalas terjedt el legjobban.

Késdbbi megfigyelések ravilagitottak arra, hogy a konstrukciot a fejldddé embrid a szikbdl is képes
felvenni, igy injektalaskor kevésbé sériil. Tovabb egyszeriisiti a modszert, hogy a halak embridinak
tobbsége képes sériilés nélkiil agarbol készitett aljzathoz tapadni, igy elkeriilhet a tartokapillaris
hasznalata. Rdadasul bizonyos fajok (pl. zebradanio) ikrahéja atlatszo és a kapillarissal atszarhato.
fgy injektalas el6tt nem sziikséges az ikrahéjat eltavolitani, ezaltal az embriok talélési esélye tovabb
nd. A zebradanié embridk az ikrahéj segitségével agar aljzat nékiil is biztonsdgosan kitapaszthatok
egy petricsésze feliiletére. A moddszer egyetlen sarkalatos pontja a munkaigényesség maradt,
amelynek kikiiszobolésére automatizalt, nagy hatékonysagi mikroinjektalé berendezéseket
fejlesztettek (Wang et al, 2007). A mai mikroinjektalé berendezések tobbsége nitrogéngazzal
mikodik.

3.16 Riportergének a toxikologiaban
Az eddig nyilvantartott (ZFIN adatbéazis) tobbezer 1étezd zebradanido vonalban a riportergének
sz¢les skalaja fellelhetd. Kezdetben enzimek génjeit hasznaltak riportergénként (pl. B-galaktozidaz,

kloramfenikol-acetil-transzferaz, stb.). Ezek kimutatasa in vivo nem lehetséges, mert a
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szinreakcidval reagald szubsztratok az €16 allatban nem mitkodnek. Az elsd toxikologiai zebradanid
modellekben a szentjanosbogarbol (Photinus pyralis) szarmazo luciferaz riportert hasznaltak
(Legler et al 2000). A luciferaz még a korabbi rendszerekhez hasonldan egy enzim, ezért kimutatasa
szubsztrat jelenlétéhez kotott. Az Gjabb technikak azonban lehetévé teszik az enzimaktivitas in vivo
vizsgalatat. Ehhez két konstrukci6 bejuttatasara van sziikség: az egyik a toxikoldgiai szempontbodl
fontos indukalhatd promotert és a luciferazt kodold szakaszt tartalmazza, a masikrol a szubsztrat
egy konstitutiv promoter hatasara folyamatosan atirodik. Ha a toxikus anyag jelen van, az enzim
atirodik és felhasznalja a jelenlévd szubsztratot, amelynek jele az ¢l6 allatban biolumineszcencia
alapjan mérhetd.

A fluoreszcens fehérjék felfedezése forradalmasitotta a riportergéneket felhasznald kutatasokat.
Kimutatasa egyszerli, szubsztratot és kofaktorokat nem igényel, miikddéséhez minddssze a
megfeleld energiaji fotonokat kell biztositani. Aktivitdsa fluoreszcens sziirdk alkalmazéasaval
mikroszkop alatt in vivo tanulmanyozhato.

A legtobb ma hasznalt fluoreszcens fehérje az els6ként azonositott, kristalymedtizabol (Aequoria
victoria) szarmazo zo6ld szinti (GFP- green fluorescent protein) és a korallbol (Discosoma sp.)
izolalt voros fluoreszcens fehérje (RFP- red fluorescent protein) modositott valtozatai (6. tablazat).
Egymassal nem atfedd kibocsatasi ¢€s elnyelddési spektrumu fluoreszcens fehérjék alkalmazasaval
lehetdvé valt olyan vonalak kifejlesztése is, amelyekben a kiilonbozé fehérjék kifejezddése

ugyanabban az egyedben egyszerre, egymastol fiiggetlentil vizsgalhato (Yang et al., 2009)
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6. tablazar Néhany fluoreszcens fehérje a gerjesztési ¢é
www.photobiology.info)

o

A transzgenikus halak eldallitasa soran kulcsfontossagi 1€épés a szervezetben jol atirddo,
megfeleléen erds fénykibocsatasi ¢és stabilitdsu fluoreszcens fehérje megvalasztasa. A
konstrukciotervezésekor ezért a fehérje gerjesztési és kibocsatasi hulldmhosszan kiviil maés
szempontokat is figyelembe kell venni: az Gn ,,quantum efficiency” értéket (az egységnyi
abszorbedlt foton hatasara kibocsatott fotonok szama), a fehérje stabilitdsat, a miikodoképességhez
optimalis hémérsékleti tartomanyt (bizonyos fehérjék csak 30 °C alatt érnek megfeleléen), az

aggregacios hajlamot (monomer, dimer, esetleg tetramer forma képzése), az érés ideje és az érés
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soran esetlegesen megjelend fluoreszcenciat. A vtgl:mCherry transzgenikus vonal 1étrehozasa soran
hasznalt mCherry monomer, €s bar ,,quantum efficiency” értéke az egyik legalacsonyabb a
fluoreszcens fehérjék kozott (Seefeldt et al.,, 2008), zebraddnidban mégis meglehetdsen erds (a
GFP-nél is intenzivebb) jelet ad.

3.17 A zebradani6 majfejlodése

A zebradani6 az egyik legnépszeriibb fejlédésbiologiai modell. Egyedfejlodését széleskoriien
vizsgaltak, a maj kialakulasanak folyamatat azonban csak az elmult évtizedben tartak fel. A
zebradanio egyedfejlédése soran az embriocsomédban (ICM — Inner Cell Mass) elsoként a vérképzés
szervei €s kezdetleges vérsejtek jelennek meg, a maj és a vese csak a folyamat végén alakulnak ki.
A m4j a belsd csiralemezbdl (endoderma) szarmazik. A majsejt prekurzorok (hepatoblast) a korai
gasztrula fazisban, a megtermékenyitést kovetd 6. ordban (6 hpf) jelennek meg az endoderma hasi
oldalan. A m4j fejlodése két fo szakaszra bonthatd. A kialakulasi (budding) fazis 24-50 o6ras korig
tart. Az endodermalis sejtek a garat és a farki régioban ridszerii képzddményt hoznak 1étre, majd az
elsd szelvény alatti része megvastagszik, amelynek eliilsé szakaszabol kialakul a mdj primordium.
A m4j primordium sejtjei tovabb osztédnak és a szervkezdemény a bal oldalra elhajlik és kialakul a
majat a nyeldcs6tdl elvalasztd bardzda, valamint a méj elébélbe torkolld vezetéke. A ndvekedési
fazisban a mijkezdemény dramai atalakuldson megy at. Az aktiv sejtosztédasnak koszonhetden
mérete, alakja és elhelyezkedése is megvaltozik. Megkezdddik a hepatoblastok differencialodasa
majsejtekké és epevezetékké. 96 oras korban a m4j a ventralis kozépvonalon atnyulik és kialakul a
jobb oldali majlebeny. Kiterjedése a szivburoktdl a szik eliilsé részéig tart (14. abra) (Tao és Peng,
2009).

30 hpf 34 hpl 48 hpf
A I
72 hpf 96 hpf 120 hpf
B

4»‘?

14. abra A zebradanié majfejlodése feliilnézetbol 30, 34, 48, 72, 96 és hpf korban, a fontos szerepet betoltd
gének (A: foxA3, B: Ifabp) whole-mount in situ hibridizacioval vizsgalt kifejez6dése alapjan. A majat fekete,
a hasnyalmirigyet piros nyilak jelolik. (Forras: Tao és Peng, 2009)
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4 Anyag és modszer

4.1 A Kkisérletek helyszine

Kisérleteimet a godolléi Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének és Kornyezetipari
Regionalis Egyetemi Tudaskozpontjanak laboratoriumaiban, valamint a Birminghami Egyetem
Orvosi és Fogaszati Kar, Klinikai és Kisérleti Orvostudomanyi Intézetében (Birmingham, Egyesiilt
Kiralysag) és a németorszagi Lipcsében taldlhato UFZ Helmholtz Association kutatdintézeteinek

Bioanalitikai Okotoxikologiai Intézetében végeztem.

4.2  Felhasznalt allatok és tartasi koriilmények

A vizsgalatokat zebradanio (Danio rerio) halfaj vad tipusat AB vonalan végeztem. A halak tartasa
kiilon haltarté szobaban, zebradaniora kifejlesztett recirkularicios rendszerben (Tecniplast ZebTEC)
tortént. A vad tipusu allomany ikras és tejes egyedei szétvalogatva, 3 literes medencékben kertiltek
elhelyezésre. A rendszer allando pH-t, sokoncentraciot és 25,5°C-os vizhdmérsékletet tartott fenn.
A 14 6rés vilagos és 10 oras sotét iddszakot automatan vezérelt fényprogram biztositotta. A kifejlett
egyedek taplalasa naponta kétszer, zebradanio szamara fejlesztett teljes értékii tappal (zebrafish
basic food, Special Diets Services /SDS/) tortént, hetente kétszeri €16 sorak larva (Artemia nauplii)
kiegészitéssel. A halak szaporitasa specidlis, 1 literes szaporitdedényekben zajlott (Tecniplast),
melyekbe a halak az ivatast megel6z6 napon keriiltek kihelyezésre ivar szerint, egymastol egy
valaszfallal elvalasztva. Az ikrak gytijtése a kovetkezd nap reggelén szinkronizaltan tortént, a
valaszfalak eltavolitasat kovetéen. A kisérletekhez megfeleld, egészséges ikraszemek mikroszkop
alatt keriiltek kivalogatésra.

Az ivadékok az eluszasuk utdn napi haromszor kaptak haltapot, majd a tizedik naptodl naponta

kaptak sorak kiegészitést.

4.3 DNS-tisztitas

A konstrukcidhoz sziikséges DNS-mintak eldallitasdhoz 5 vad tipust egyedtdl vettem farokliszo
mintikat. Az Gisz6darabokat Proteindz K enzimmel (Macherey- Nagel) emésztettem egy ¢jszakan at
55 °C-on, 500 ul SET pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, 20% w/v szacharéz),
majd fenol-kloroformos modszerrel (Sambrook et al., 1989) kitisztitottam a genomi DNS-t, amit 40
ul DNaz-mentes vizben vettem fel.

A munkahoz sziikséges plazmidokat €s a konstrukcidhoz sziikséges plazmidokat plazmid izolalo
kittel (Geneaid) tisztitottam.

A konstrukcio oroklédésének vizsgalatahoz az egy-egy sziilOpartol szarmazo embriok Gsszességét
(pool-ok) vagy egyedi larvak farokuszojat hasznaltam fel, amelyb6l DNS-t E.Z.N.A. genomi DNS
izolalo kittel (Omega Bio-Tek) nyertem ki a gyarto eldirasai szerint.

nano-fotométerrel (Implen) hatdroztam meg. Emellett a DNS mintdk integritasat 1,5%-0s agardz

gélben is ellendrizem.
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4.4  Agaroz gélelektroforézis

A DNS-t, RNS-t, PCR termékeket, valamint a konstrukci6 1étrehozasa soran kitisztitott plazmidokat
¢és a restrikcidos emésztések eredményét 1,5 %-os, a kolonia PCR eredményét 0,8 %-os agardz
gélben ellendriztem. Molekulasily markerként Fermentas GeneRuler DNA Ladder Mix-et
hasznaltam. A mintdkat etidium-bromid segitségével tettem lathatova UV- fényben. A gélképeket

GeneSnap program (Syngene) segitségével rogzitettem.
45 A vtgl-mCherry génkonstrukcio létrehozasa

45.1 Vitellogenin transzkripcids start hely azonositasa

A vitellogenin kdédold szakaszat és az azt megel6z0 4600 bp hosszusagu szakaszt PROSCAN 1.7
online promoter elemzd alkalmazas (Prestridge, 1995) segitségével vizsgaltam. A program az
eukariotdkra jellemzd Polll RNS polimerdz kotdhelyek valamint a TATA box elhelyezkedése

alapjan azonositja a gén transzkripcids start helyét.

452 Avtg-1 promoter elemzése

A konstrukcioba épitett promoterszakasz transzkripcids faktor kdtohelyeit és a rajtuk talalhaté ERE
szakaszokat interneten szabadon elérhet6 ALGGEN PROMO (Messeguer et al., 2002, Farré et al.,
2003), MATINSPECTOR (GenoMatix) (Quandt et al., 1995, Cartharius et al., 2005) és Dragon
ERE Finder 3.0 (Bajic et al., 2003) alkalmazasok segitségével azonositottam. Emellett a

publikacidokban szerepld ERE motivumokat manudlis szekvenciaazonositassal is vizsgaltam.

45.3 A vtgl:mCherry génkonstrukcio 1étrehozasidhoz sziikséges primerek tervezése

A zebradanio vitellogenin-1 génjének promoter szakaszait €s a fluoreszcens fehérjét (mCherry)
kodold génszakaszt felsokszorozd primerparokat a szabadon hozzaférhetd Primer3 szoftver

(http://simgene.com/Primer3) szoftver segitségével terveztem gy, hogy azok 5’ végei hordozzak a

rekombinacids 1épésekhez sziikséges szekvencidkat (7. tdblazat). A fluoreszcens fehérje esetén
Roure (2009) szerint két lépésben épitettem a rekombindciés helyet a fragment végére.
Tapasztalataim szerint a PCR egy 1épésben is végrehajthato, ezért a promoter régio felsokszorozasat

mar leegyszertlisitve végeztem el.

primer neve primer szekvenciaja
vtgl-attB3 F1 5" GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTCACTGCCCAAATAAAATTCAACG 3’

vtgl-attB3 F2 5 GGGGACAAGTTTGTATAATAAAGTAGGCTTTTATCTTTCCCATGATGACAGCA 3

vtgl attB5 R 5 GGGGACCACTTTGTATACAAAAGTTGGGTGGCTGGTGGTTTGTGAAGAAC 3
mCherry attB1 F 5 AAAAAGCAGGCTGCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGA 3
mCherry attB2 R 5' AGAAAGCTGGGTAGATCTCCGCGAATTAAAAAACCTCCCACS
attlB F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 3
attB2 R 5' GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA 3

7. tablazat A vtgl:mCherry génkonstrukcié létrehozasdhoz sziikséges primerek szekvencidja (a
rekombinaciohoz sziikséges att szakaszokat félkdvér beti jeldli)
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crcr

vitellogenin-1 gént kodold szakaszt, majd a primerpart elészor a transzkripcids start helyet
megeldzé 4082 bp hosszusagu, majd egy 3357 bp hosszusagu, a feltételezett promoter régiot
magaba foglald szakaszra terveztem. A fluoreszcens fehérjét a kodold pCS2 mCherry plazmidrél (1.
melléklet) sokszoroztam fel, amelyet Dr. Miiller Ferenc bocsatott a rendelkezésemre. Fontos
kritérium volt, hogy a felsokszorozand6 szakasz poliA régiot is tartalmazzon, hogy a konstrukciorol

¢rett mRNS, majd fehérje tudjon képzddni.
454 PCR reakciok

4.5.4.1 A promoter régio felsokszorozdsa

A tisztitott zebradanid genomi DNS-bol az alabbi Osszetétel és PCR-profil alkalmazasaval
felsokszoroztam a promoter régiot. Mivel a felsokszorozandd szakasz hosszu és a PCR reakcio
soran kapott fragmentben nem lehet baziseltérés, a hibajavito (proofreading) aktivitassal rendelkez6
Pfu enzimet (Roche) hasznaltam. El@szor a hosszabb, 4082 bp hosszisagli promoter régiot, majd a
rovidebb 3357 bp hosszusagh szakaszt sokszoroztam fel (10 x puffer, 0,198 pM F és R primer, 25
nM dNTP, 4 nM MgSO,, 1,00 ug DNS, 1 ul enzim mix, 25 pl végtérfogatban) (primerek: 7.
tablazat). A reakcidkat Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler tipust PCR gépben hajtottam
végre (94 °C 2 min; 3x 94 °C 1 min, 55 °C 2 min, 70 °C 9 min; 35x 94 °C 2 min, 56 °C 30 sec,

70 °C 9 min; 70 °C 5 min).

4.5.4.2 A fluoreszcens fehérjét kodolo szakasz felsokszorozasa

Az mCherry-t kodold szakaszt un. PCR Extender System (5Prime) sokszoroztam fel, alabbi
Osszetétel €s homeérsékleti profil szerint, 20 pl végtérfogatban: 2x (25mM MgCl, tartalmu) puffer,
0,25 nM dNTP, 0,5 pM F és R primer, 1 ug DNS, 0,3 pl Taq polimeraz; 97 °C 2 min; 35x 94 °C 20
sec, 60 °C 20 sec, 72 °C 3 min; 25x 94 °C 20 sec, 62 °C 20 sec, 72 °C 3 min (primerek szekvenciaja:
7. tablazat. Ezt kovetden ugyanezt a protokollt kdvetve a fragment végére épitettem a teljes attB
szekvenciakat. A reakciokat ABI 2720 Thermal Cycler tipusit PCR gépben (Applied Biosystems)
hajtottam végre. A primerek szekvenciajat a 7. talazat mutatja.

4.5.4.3 Fragment tisztitas agaroz gélbol
A PCR reakcidk sordn kapott termékeket a fent leirt mdédon agardz gélben ellendriztem, majd
klénozas elétt fragmenttisztitd kit (NucleoSpin, Macherey-Nagel) segitségével visszanyertem az

agardz gélbdl. A DNS koncentracidjat és tisztasagat a fent leirt modon ellendriztem.
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4.5.4.4 Gateway technika
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15. abra A vtgl-mCherry konstrukcié létrehozasa Gateway klonozod rendszerrel. Els6 1épésben a PCR-rel
felsokszorozott fragmenteket donor plazmidokba épitettem amelybdl a masodik rekombinacios 1épésben a
Tol2 karokat hordozo célvektorba juttattam.

A klonozasok soran a rekombindcios helyeket is hordozd PCR termékeket helyspecifikus
rekombinacidval a megfeleld plazmidokba juttattam (BP klonozas), majd ezeket a plazmidokat egy
Tol2 karokat tartalmazo6 plazmiddal rekombinaltatva 1étrehoztam a konstrukciot (LR klonozas) (15.

abra). A reakciokat minden esetben proteindz-K enzimmel allitottam le.

454.4.1 BP klonozas

A BP klonozas soran a kiilonb6zd attB rekombinacids szekvencidkkal rendelkezd PCR termékeket
(vitellogenin-1 gén prométer régidja — attB3, attB5, mCherryt-t kodold szakasz — attB1, attB2)
helypecifikus rekombinacié segitségével két kiilon donor plazmidba (pDONR221-P1P2 és
pDONR221-335) épitettem.
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A rekombinaciot a BP klonaz enzim katalizalja. A klénozashoz 20 fmol plazmidra és 10 fmol PCR
termékre volt szlikség. A bemérendd fragmentek €és plazmidok mennyiségét a DNS-ek méretei

alapjan az alabbi képlet segitségével szamitottam ki (5. melléklet):
ng= (X fmol)*(bp)*660 fg/fmol*(1 ng/ 10° fg)

A donor plazmidok térképét a 2. és 3. melléklet mutatja.
Mindkét reakcid esetén az elegyhez 2 ul BP klonaz (Invitrogen) enzimet adtam és TE pufferrel (10
mM Tris, pH, 1 mM EDTA) 10 ul-re egészitettem ki. A reakciokat egy éjszakan at 25 °C-on

inkubaltam.

45442 LR klonozas

Az LR klénozas soran a BP kloénozéas eredményeként kapott plazmidokbdl a kivant szakaszokat a
Tol2 karokat tartalmazo célvektorba (pSP17.2BSSPE-R3-R5-RFA-Venus Tol2LR, 4. melléklet)
juttattam, igy jott létre a végleges konstrukci6. A rekombinacidt az LR klonaz (1 pl) enzim
katalizalta, a rendszer leirasanak javaslataval (20 fmol) ellentétben 30 fmol Tol2 karokat hordozé
vektor és 10 fmol, a kivant fragmenteket hordozd plazmidok kozott (6. melléklet). A bemérendd
mennyiség kiszamitasat a BP klonozasnal hasznalt, fent leirt képlet segitségével végeztem. A
reakci6 végtérfogatat TE pufferrel 5 pl-re éllitottam be, majd a csoveket 25 °C-on, 16 6ran at
inkubaltam.

45443 Transzformdlas

Az mCherry fehérjét kodold plazmidot, valamint a rekombindcids reakciok soran létrehozott
plazmidokat h6sokk transzformacioval X110 GOLD Escherichia coli kompetens sejtekbe jutattam.
A sejteket antibiotikumot tartalmazé LB tdptalajon szaporitottam, 37 °C-on (8. tablazat). Ezt

kovetden a plazmidokat a DNS-tisztitas fejezetben leirtak szerint tisztitottam ki.

lazmid neve antibiotikum
i rezisztencia
pCS2 mCherry Ampicillin

pDONR221-P1P2 - mCherry,
pDONR221-P1P2 - vtgl promoter

pSP17.2BSSPE-R3-R5-RFA-
Venus Tol2LR - vtgl - mCherry

8. tablazat A felhasznalt plazmidokon talalhat6 antibiotikum rezisztenciaja

Kanamicin

Kloramfenikol

4.5.4.4.4 Kolonia PCR

A transzformalas utan keletkezd telepeket kolonia PCR-rel eldsziirtem. A donor plazmidokban az
att szakaszokat M 13 primer kotéhelyek hataroljak (2. és 3. melléklet), ezért a fragmentek beépiilése
M13 primerek (F: TGTAAAACGACGGCCAGT, R: CAGGAAACAGCTATGAC) segitségével
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vizsgalhat6 (0,16 pM M13 F és R primer, 2 mM MgCl,, 2 mM dNTP, 1 ul Taq polimeraz 25 pl
végtérfogatban; 3x 95 °C 2 min, 45 °C 1 min, 72 °C 3 min; 41x 95 °C 30 sec, 45 °C 30 sec, 72 °C 3
min; 72 °C 5 min). A reakcidk templatjaként a reakciokba fogpiszkald segitségével bejuttatott

baktériumtelep szolgalt.

45445 Restrikcios emésztés

A BP ¢s LR klénozas utdn a plazmidok szekvencidjat, azaz a kivant fragmentek beépiilését
restrikcios emésztéssel ellendriztem Rsal, Pstl + Xbal valamint Hindlll + EcoRV enzimek
felhasznalasaval. A vart fragmentméreteket a 7. melléklet mutatja. A reakcidkat 10 pl
végtérfogatban allitottam Ossze az enzimnek megfeleld puffer vagy 20x Tango puffer (Fermentas)
alkalmazasaval. A reakciokat 37 °C-n, 1 6ran 4t inkubaltam, majd agar6z gélelektroforézissel

ellendriztem.
4.6 A vtgl-mCherry transzgenikus vonal létrehozasa

4.6.1 A vtgl-mCherry konstrukcio linearizaldsa

A létrehozott konstrukcio akkor épiil be hatékonyan az embri6é genomjdba, ha restrikcids enzimmel
felnyitjuk, linearizaljuk. A linearizalast Pvul enzimmel (Fermentas) végeztem 10 pl végtérfogatban,

majd injektalas eldtt fragmenttisztito kit (NucleoSpin, Macherey-Nagel) segitségével kitisztitottam.

4.6.2 Transzpozaz mRNS létrehozasa

A transzpozaz enzimet kodold pCS2 plazmidot Notl enzim segitségével az enzimnek megfeleld
pufferben, 37 °C-on végzett 4 6ras inkubdalds soran lineraizaltam. Az mRNS létrehozasahoz olyan
kitet kellett valasztani, ami az érett mRNS-re jellemz6 5 sapkat is képes in vitro létrehozni. Enélkiil
a létrehozott mRNS nem lenne miikodoképes az embridoban. Ezért az mMRNS-t a linearizalt
plazmidrol mMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion) segitségével hoztam Ilétre, SP6 RNS-
polimerazzal, a gyarto eldirasa szerint.

A reakcidban maradt DNS-t TURBO DNéz enzim (Invitrogen) segitségével eltavolitottam. Az
MRNS-t NucleoSpin RNS tisztito kittel (Macherey-Nagel) tisztitottam, majd -80 °C-on taroltam.

4.6.3 Mikroinjektalas
A konstrukciot (25 ng) transzpozaz mRNS-sel (25 ng) egyiitt mikroinjektalassal juttattam be 1-2

sejtes zebradanid embridk szikébe. Az injektalast 1 mm kiilsé és 0,75 mm bels6é atmérdji
boroszilikat tivegkapillarisbol huzott kapillarissal végeztem (Harvard Apparatus Ltd.). Az injektalo
oldat az embridk szdmara semleges fenol-vords festéket (0,1 %) (Sigma) is tartalmazott, hogy az

injektalas helye és sikeressége lathatova valjon.

4.6.4 Tranziens expresszio vizsgalata

Az injektalast kovetden az embridkat 100 ng/l 17-8-0sztradiollal kezeltem, és 5 napos korig

27,5 °C-os inkubatorban, 10 cm 4tmérdjii petricsészékben neveltem. Fluoreszcens mikroszkop alatt,
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RFP sziir6 hasznalataval vizsgaltam a riportergén tranziens kifejez6dést 5 és 10 dpf korban, 500 és

384 embrioban. A riporter jelet mutatdé embridkrol digitalis felvételeket készitettem.

4.6.5 A konstrukcio oroklodésének vizsgalata

Az injektalt embriok egy részét kezelés és valogatas nélkiil felneveltem, majd a felnevelt egyedeket
vad tipusu zebradaniokkal kereszteztem. Az utodokat az elézdekben leirtak szerint dsztrogénnel
kezeltem ¢és fluoreszcens mikroszkop alatt (Leica M205 FA), mCherry sziré alkalmazéasaval
vizsgaltam a riporter kifejezddését. A hatékonysag novelése érdekében PO nemzedék tobbségének

utodait embriokbol tisztitott DNS-b6l, mCherry specifikus PCR reakcidval vizsgaltam.

4.6.5.1 Primertervezés és mCherry specifikus PCR reakcio

A Gateway vektorba épitett szakaszok koziil az mCherry-t kodolo szakasz nem taldlhatd meg a
konstrukciot nem hordozé utdédok genomjaban. Azok az utdédok tehat, amelyek alkalmasak a vonal
tovabbi generdcidinak 1étrehozasahoz, egy egyszerti, mCherry szakaszra tervezett PCR reakcidval

azonosithatok. A primerek tervezéséhez a vektorba épitett szekvenciat vettem alapul, (9. tablazat).

primer neve primer szekvenciaja
mCherry realtime 2F 5 GGGCGAGATCAAGCAGAGG 3’
mCherry realtime 2R | 5 CACAACGAGGACTACACCATCG 3'

9. tabldzat Az 6rokités vizsgalata soran hasznalt PCR primerek szekvencigja

A PCR reakciokat az aldbbi Osszetétel és hdmérsékleti profil alkalmazasaval hajtottam végre: 100
ng DNS, 10x TagMan puffer, 0,4752 pM F és R primer, 2,5 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 1 ul Taq
polimeraz; 95 °C 1 min; 35x 95 °C 15 sec, 56 °C 20 sec, 72 °C 1 min; 72 °C 3 min.

Pozitiv kontrollként a pCS2 mCherry plazmidbo6l 1 plazmidot tartalmazd, azaz a fluoreszcens
fehérje gént 1 kopidban hordozo6 higitast, negativ kontrollként pedig vad tipust (nem injektalt)

zebradaniobol szarmazo DNS-t hasznaltam.

4.6.5.2 A transzgenikus vonal tovabbi generdcidinak létrehozdsa

A PCR reakcio alapjan pozitivnak talalt alapitok utodait felnevelve a vtgl-mCherry vonal F1
sejtenként eltérd helyre (max. 7-15) épiilnek be a genomba. Az F1 egyedek mar altalaban csak 1-1
integracios helyet hordoznak, amelyek kiilonb6zdek lehetnek, ezért az egyedeket kiilon kell kezelni.
F2 egyedeket ismét vad tipust zebradanidkkal kereszteztem. Az F4 nemzedéket az igy nyert F3
generacid ,,hordoz6” egyedeinek egymas kozti keresztezésével vagy az F3 és F2 egyedek egymas
kozti keresztezésével hoztam létre, az Osztrogén indukciot kovetd mikroszkopos vizsgalatok
eredményei alapjan. Minden generacid létrehozédsakor elvégeztem a fent leirt mikroszkopos

vizsgalatot és az F4 létrehozéasakor a PCR reakciot.
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4.7 Az mCherry indukcio kezdetének vizsgalata
Az mCherry jel indukcidjanak kezdetét O dpf korban kezdett, 200 ng/l EE2 kezelést kovetden

vizsgaltam 500 embridban, naponta, fluoreszcens mikroszkop alatt kiilonb6z6 nagyitdsokban.

4.8 Avtgl:mCherry vonal indukalhatésaganak vizsgalata 6sztrogén hatasu anyagokkal

Az F1 és F2 generaciok embrioit csak 100 ng/l 17-a-etinil-6sztradiollal (EE2) kezeltem (30-70
embrio/kezelés), az 6roklodés ellendrzése érdekében. Az F3 és F4 generacido embridiban mar tobb
Osztrogén hatasu anyag kiilonb6z6 koncentracidinak hatdsat vizsgaltam, az Osztrogénérzékenység €s
a koncentraciofiiggés valamint a vonal érzékenységének felderitése érdekében. Koncentracionként

minden vizsgalatban 50-100 embridt vizsgaltam, a vizsgalatot haromszor ismételtem.

48.1 Felhaszndlt anyagok

Az embriok kezelését 17-B-0sztradiol (E2), 17-a-etinil-6sztradiol (EE2), zearalenon (ZEA),
biszfenol-A (BPA), nonilfenol (NP) és atrazin (ATR) (Sigma-Aldrich) oldatokkal végeztem. Az
anyagokbol torzsoldatot készitettem, amelyeket felhasznalasig -20 vagy -80°C-on taroltam. A

torzsoldatokbol a zebradanios haltartd rendszer vizét hasznalva készitettem el a higitasokat, minden
kezelés el6tt (10. tablazat). A nonilfenol milanyagokbdl is kioldodhat, ezért a tdrzsoldatot

iivegedényben készitettem el.

Vegyszer neve (gyarto cég) Roviditése kofnici:flstﬂi(izi‘;ja (g())}zlitli.(tigzceérg)
17-B-6sztradiol (Sigma-Aldrich) E2 10 g/l et(igggﬁl‘;?)o'
Te | e | op | o
(Sig_?ﬁ[ﬁlﬁrdi?ch) ZEA 509/l et{EZLEZT)OI
(Sibglrsrf;ig(l)(:i-rfc\;h) BPA L9/ et{EZLEZT)OI
(Sigr?mr:-lm(;ilch) NP 29/l et(lggmﬁ])m
(Sigmaldich) ATR syl bMS0O

10. tabldzat Az embridk kezelése soran felhasznalt Osztrogén hatast anyagok torzsoldat koncentracioi és az
alkalmazott oldoszerek

48.2 Az embridk kezelése
Az F3 ¢és F4 embridkat a kordbbi tapasztalatok alapjan 3dpf-5dpf korig kezeltem kiilonb6zo

koncentracioji Osztrogénhatasu anyagokkal (11. tablazat). Az F3 generacioban csak E2, EE2 és
ZEA 50 ¢és 100 ng/l, 25, 50 és 100 ng/l valamint 50, 100 ¢és 250 pg/l koncentracidit vizsgaltam. A
kezeléseket 10 vagy 5 cm atmérdjii petricsészékben, a NP esetében {iveg petricsészében végeztem

¢s az embriokat a mikroszkopos vizsgalatokig 27,5 °C-os inkubdtorban neveltem. Az anyagok
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mellett minden esetben a torzsoldathoz hasznalt oldoszerek hatasat is vizsgaltam. Az oldoszeres

kontrollt a legtoményebb kezeldoldat oldoszer tartalmanak megfeleld toménységben készitettem el.

Vegyszer neve | Roviditése Kezel6oldatok koncentracioja
17-B-6sztradiol E2 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 0,1 pg/l
17-o-etinil- EE2 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ng/l
Osztradiol
zearalenon ZEA 500; 250; 100; 50; 10; 5; 1; 0,1 g/l
biszfenol-A BPA 20; 10; 8; 6; 5; 2,5; 1; 0,1; 0,01 mg/l
nonilfenol NP 300, 150, 75 pg/l
atrazin ATR 10000; 1000; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/l

11. tabldazat Az embridk kezelése soran hasznalt 6sztrogén hatast anyagok koncentracidja

4.8.3 Mikroszkdépos vizsgalatok

Ahhoz, hogy a kifejezddo riporter jele értékelhetd legyen, az embriokat ugyanolyan nézetben kell
vizsgalni. Ezért a mikroszkopos vizsgalatok el6tt az embriokat 0,02%-0s MS-222 (Tricaine-metan-
szulfonat) oldatban elaltattam, majd 0,5%-o0s metilcellulozban a megfeleld helyzetbe allitottam.
Fluoreszcens mikroszkop alatt (Leica M205 FA) minden kezelt kishalrol fénymikroszkopos és

rrrrrr

kamera, LAS V3.8 szoftver).

4.8.4 Fluoreszcens felvételek kiértékelése

A felvételeket a szabadon hozzaférhetdé Imagel) szoftverrel, sajat fejlesztésti macro-val értékeltem
ki. A képeket az RGB (Red, Green, Blue) szinskala szerint szétbontottam és csak a vords
tartomanyba esd jellel dolgoztam tovabb. Minden felvételen azonos nagysagu, ellipszis alaku
tertiletet jeloltem ki, hogy az esetleges fals jelek ne zavarjadk a kiértékelést. Az ellipszist a
fénymikroszkopos felvétel alapjan azonositott maj teriiletére huztam, majd a szoftverrel
meghatiroztam a jel erdsségét €s az érintett teriilet nagysagat. A két értékbdl integralt érteket
képeztem (Integrated density) és az indukciot ez alapjan értékeltem. A méjban jelet mutaté embriok
szdma is koncentraciofiiggdnek mutatkozott, ezért a kiértékelést a ,,vilagitd embriok™ szazalékos

megoszlasara is elvégeztem.

4.9 Az mCherry indukcié vizsgilata kifejlett himekben

Az F1 generacié feln6tt (3 honapos) him egyedeit 5, 10, 50 és 100 ng/l E2-vel kezeltem. A
kezeléseket koncentracionként két parhuzamos, 3 1-es, 15-15 egyedet tartalmazd medencékben
végeztem. Fluoreszcens mikroszkop alatt (Leica M205 FA) naponta vizsgaltam a fluoreszcens jel
megjelenését. A vizsgalatok eldtt az egyedeket 0,02% MS-222 (Tricaine-metan-szulfonat) oldatban
elaltattam.
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4.10 Vitellogenin ,,whole mount” in situ hibridizacio

Munkédm soran az endogén vitellogenin gén kifejezodését is vizsgaltam, vad tipusu €s transzgenikus
embriokban is. A vad tipusu embriokat 0-5 dpf korig 300 ng/l, a transzgenikus embridkat 3 dpf-5
dpf korig 200 ng/l EE2-vel kezeltem. A kisérletek soran 50 vad tipusu és 20 transzgenikus embriot

hasznaltam fel.

4.10.1 Az in situ hibridizicibhoz hasznalt proba eldallitdsa

4.10.1.1 Primertervezés

A vitellogenin in situ hibridizacios proba tervezésekor két f6 szempontot vettem figyelembe: a
proba specifikus legyen és képes legyen bejutni az 5 napos zebradanié embridba. Az elsd kritérium
alapjan minél hosszabb, a masodik kritérium alapjan minél rovidebb proba lenne az idealis, ezért
egy 545 bazispar hosszusdgu szakaszra terveztem primereket (12. tablazat). A vitgl génrdl két
alternativ, fehérjét is kodol6 mRNS jon létre zebradanidban, az egyik 10, a masikat 28 exonbdl all.

A tervezett proba mindkét transzkriptumot képes kimutatni.

primer neve primer szekvenciaja
vigl pr6F | 5> GTACTTGGCACACCATAGCG 3’

vtgl pr 6R 5 TCAAGGACCTCTGAGATGGC 3'
12. tablazat A vitellogenin in situ hibridizacids proba létrehozasahoz tervezett primerek szekvenciaja

4.10.1.2 PCR termék eloallitasa

Az in situ hibridizaciohoz sziikséges proba a larvaban kifejezodé vtg mRNS-t kell, hogy kimutassa.
A préba eldallitasahoz ezért elsdként az Osztrogénnel kezelt larvakbol Trizol (Invitrogen)
felhasznalasaval RNS-t izolaltam, majd a genomi DNS-t DNaz kezeléssel (Fermentas)
eltavolitottam. Ezt kovetéen random nonamer primerrdl indulva, Omniscript RT kit (Qiagen)
segitségével, reverz transzkripcidéval az 6sszes MRNS-t cDNS-s¢é irtam at, a gyarto6 eldirasa szerint.
A cDNS-16l a fent leirt primerek segitségével az alabbi reakciodsszetétel és homérsékleti profil
alkalmazasa mellett létrehoztam a megfeleld fragmentet: 100 ng cDNS, 10x MgCl,-tartalmi
Finnzym puffer, 0,198 pM F és R primer, 0,5 mM dNTP, 0,12 pl Taq polimeraz; 95 °C 1 min; 40x
95 °C 15 sec, 56 °C 40 sec, 72 °C 4 min; 72 °C 3 min. A PCR termékeket agaréz gélben

ellendriztem és a fent leirt médon kitisztitottam a gélbol.

4.10.1.2.1 Klonozas és a proba eloallitasa

A Kkitisztitott PCR terméket ligalas segitségével (Dual Promoter TA cloning Kit, Invitrogen)
segitségével pCRII plazmidba (8. melléklet) épitettem, a gyartd eldirdsa szerint. A plazmidokat
hésokk transzformacioval TOP10 E. coli kompetens sejtekbe juttattam, ahol felszaporitottam, majd
a telepeket kolonia PCR reakcid segitségével szlirtem. A kolonia PCR reakcioban a préobahoz
tervezett primereket, valamint templatként fogpiszkalo segitségével a reakcidba mosott telepeket
hasznaltam (10x MgCl,-tartalma Finnzym puffer, 0,4 pM F és R primer, 0,5 mM dNTP, 0,12 pl
Taq polimeraz; 95 °C 5 min; 35x 95 °C 15 sec, 56 °C 90 sec, 72 °C 30 sec; 72 °C 3 min).
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A megfeleld plazmidot hordozo6 telepekbdl GeneJet Plasmid MiniPrep kit segitségével plazmidot
tisztitottam, majd a fragmentek plazmidokba épiilését és annak iranyat Hind Il enzimmel végzett
restrikcids emésztéssel vizsgaltam. Forvard irdnyt beépiilés esetén 207 bp + 4306 bp, reverz iranyu
beépiilés esetén 449 bp + 4034 bp méretli fragmentek keletkeznek.

A plazmid Notl enzimmel végzett linearizalasa utan 500 ng linearizalt plazmidrél indulva, T7 RNS
polimeraz enzimmel, in vitro transzkripciéval (DIG RNA Labeling Kit SP6/T7, Roche) DIG jelolt
antiszensz RNS probat hoztam Iétre. A reakcidt kovetden a plazmid DNS-t DNaz enzimmel
eltavolitottam, majd a probat RNS tisztito kit (Qiagen) kitisztitottam. A proba tisztasagat agaroz

crcr

probat felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

4.10.2 A, whole mount’ in situ hibridizacié menete

Az in situ hibridizacio soran Thisse és Thisse (2008) zebradanio embriokra kidolgozott protokolljat
kovettem. A vad tipusi embriokat a hibridizacio el6tt 3% hidrogén-peroxid (H20,) és 0,5 %
kalium-hidroxid (KOH) elegyében depigmentaltam. A transzgenikus embriokat depigmentalas
nélkiil vizsgaltam. Az embriok atjarhatdosagat proteinaz-K enzimmel (10 pg/ml) noveltem
(permeabilizalas), a kezelést a depigmentalt embridk esetében 15, a transzgenikus embridk esetében
30 percig végeztem. A hibridizaciohoz 50 ng, digoxigeninnel (DIG) jeldlt RNS probat hasznaltam.
A proba kotédését BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfat) és NBT (nitro-kék tetrazolium-klorid)
elegyével tettem lathatova a protokoll eldirdsa szerint. A depigmentalt embridk festésé¢hez 3, a

pigmentalt embriokéhoz 5 €s fél orara volt sziikség.

411 Zearalenon egyedfejlodésre és vtg indukciora gyakorolt hatasanak vizsgalata
Az Osztrogénhatasu anyagok koziil munkam soran a zearalenon hatasat kifejlett zebradani6é himeken

¢és embriokon is vizsgaltam.

4.11.1 Kifejlett himek kezelése
Vad tipust zebradanié himeket 1000, 10, 0.1 pg/l ZEA oldattal kezeltem. A kezeléseket 3 literes

medencékben végeztem, koncentracionként 2 parhuzamos medencében 7-7 ivarérett zebradanio

himen. Pozitiv kontrollként 0.1 pg/l E2-t, negativ kontrollként rendszervizet hasznaltam. A szemi-
sztatikus kisérleti rendszerben 4 naponta keriilt sor oldatcserére. A koncentracid visszaméréséhez
minden medence vizébdl mintat vettem (500 ml), amelyet az analitikai vizsgalatok elvégzéséig
fagyasztva (-20 °C) taroltam. A kisérletet 27.5°C-on, az oxigénellatds biztositasa érdekében
folyamatos levegdztetés (10 ml/perc) mellett végeztem. A 14 6ras megvilagitast és 10 ora sotét
periodust fényprogram biztositotta. A halak taplaldsa naponta egyszer, kifejezetten zebradaniok
szamara kifejlesztett tappal (SDS) tortént.

A zearalenon koncentraciok visszamérése immunaffinitdsos dusitast kovetéen HPLC modszerrel
tortént (Food Analitika Kft, Békéscsaba).
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4.11.2 EET teszt

A FET teszt (Fish Embryo Toxicity Test) egy OECD éltal javasolt teszttipus az anyagok altalanos
toxicitasanak felderitésében (2.10 fejezet).

A zebradani6 embriokat 1 hpf korban egyenként 24 lyuku plate mélyedéseibe helyeztem. A plate-ek
5000, 4000, 3000, 2000, 1750, 1500, 1250, 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 25, 10, 5, 1 és 0,1 pg/l,
valamint 1 ng/l ZEA oldatokat tartalmaztak. Pozitiv kontrollként 100 ng/l E2-t, negativ kontrollként
a zebradanios haltartd rendszer vizét hasznaltam. Koncentracionként 4x12 embriot vizsgaltam. A
plate-eket 27,5 °C-on inkubaltam, és mikroszkop alatt naponta vizsgaltam az elhullést és a kialakuld
fejlodési rendellenességeket. Az eldirassal ellentétben a tesztet az embridk 120 o6rds koraig
folytattam, hogy tobb informaciot nyerjek €s mintdkat biztositsak a tovabbi vizsgéalatokhoz. Az
embriokrol naponta, oldalnézetben, 30x-os nagyitasban digitalis felvétel is késziilt (Leica M205 FA,
Leica DFC 425C kamera, LAS V3.8 szoftver).

4.11.3 Mintaelbkészités

A vitellogenin indukci6 vizsgalatdhoz a himekbdl PBS pufferben teljes test homogenizatumot

készitettem, az ELISA kit (Biosense) el6irdsai szerint. A homogenizatumot ezt kovetden két részre
osztottam, az egyik részbdl fehérje szinten (ELISA) a masik részb6l mRNS szinten (real-time PCR
mutattam ki a vitellogenin génterméket, igy a két moddszerrel vizsgalt mintdk valodi
parhuzamosoknak tekintheték (16. 4bra). A mintdkat a vizsgalatok megkezdéséig -80 °C-on

taroltam.

Homoge-
nizdtum
fehérie RNS

16. abra A zearalenonnal kezelt himekbdl szarmazo mintak eldkészitése a vitellogenin géntermék fehérje
vagy mRNS szintii vizsgalatahoz.

A FET teszt lezarasa utan a parhuzamos plate-ekbdl 10-10 még €16, 120 6rds embriobdl all6 mintat

vettem (pool), amelyekbdl teljes RNS-t tisztitottam. Az 1000 pg/l zearalenonnal kezelt csoportbdl
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csak két pool-t sikeriilt nyerni, a magas pusztuldsi arany miatt. Az ennél magasabb koncentracidkat

a vitellogenin vizsgalatokba nem vontam be.

4.11.4 Vitellogenin ELISA
A zebradaniéra kidolgozott vitellogenin ELISA kit (Biosense) csak feln6tt halakbol szarmazéd

mintak vizsgalatara alkalmas, az embridk rendkiviil kis mérete miatt. A vizsgalatokat ezért csak a
himekbdl szarmazo homogenizatummal végeztem el a gyartd eldirdsait kdvetve. A kiértékeléshez
zebradanio vitellogenin fehérjébdl készitett higitasi sor szolgalt sztenderdként. A VTG ellenanyag

kotddése kovetkeztében kialakul6 jelet Gene5S microplate leolvasoval (BioTek) mértem, 492nm-en.

crer

crer

4.11.5 RNS tisztitas és reverz transzkripcid

A himekbdl szarmazé homogenizatumok felébdl valamint az embrid pool-okbol Trizol reagenssel
teljes RNS-t tisztitottam a gyarto eldirasai szerint. Az RNS-t jéghideg izopropanolban csaptam ki,
tisztasagat nanofotométer (Implen) segitségével vizsgaltam, az integritast pedig 1,5%-0s agardz
gélben ellendriztem. A genomi DNS szennyezddést DNaz (Fermentas) kezeléssel tavolitottam el, a
reakciot a DNaz puffer MgCl, tartalméval egyenértékii EDTA oldattal allitottam le. Mintanként 500
ng RNS-bél random nonamerrel végzett reverz transzkripcioval (High Capacity Reverse

Transcription kit, Applied Biosystems) cDNS-t hoztam 1étre.

4.11.6 Vitellogenin gRT PCR

A vitellogenin megjelenését a transzkripcid szintjén kvantitativ, duplex valds idejic PCR-rel

vizsgaltam. Bels6 kontrollgénként a 3-aktin gént hasznaltam, mas szerzék munkai alapjan (Muncke
¢és Eggen 2006; Muncke et al., 2007; Liedtke et al., 2008; Jin et al., 2008). A vitellogeninre és a
haztartasi génre tervezett specifikus primerek és eltérd fluoreszcens festékkel jelolt TagMan probak
lehetdvé tették a két géntermék egyidejli, egy csdben torténd vizsgalatat. A primereket és probakat a
szabadon hozzaférhetd Primer3 szoftver (http://simgene.com/Primer3) segitségével terveztem (13.
tablazat).

primer/proba
neve

vtgl _cDNS_1DKR |vitellogenin 5 TGCCAAAAAGCTGGGTAAAC 3 -

vtgl cDNS_2DKEF |vitellogenin 5 GACATTGTGATCTCTGGAATC 3' -

5' ACAGCGAGAAAGAGATTGAACTGAC

gén bazissorend jelolés

ZF VITE_P2 |vitellogenin 3 FAM
ZF baktin_F B3-actin 5 AGGAGATCACCTCTCTTG 3 -
ZF Dbaktin_R 3-actin 5 CCAGACGGAGTATTACG 3 -
ZF_baktin_P 3-actin 5 TGAAGATCAAGATCATTGCTCC 3 HEX

13. tablazat A vitellogenin mRNS szintli vizsgalata soran hasznalt primerek és probak bazissorrendje és
jelolése
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Minden mintabol 3 higitast (1x, 4x, 16x) készitettem RNaz és Dndz mentes vizben, majd minden
higitasbol 3 parhuzamos reakciot allitottam Gssze. A reakciokat 20 pl végtérfogatban végeztem: 10x
PCR puffer (Fermentas) 0,132 pM F és R vtgl primer, 0,198 pM vtgl proba, 0,33 pM F és R B-
aktin primer, 0,462 pM B-aktin proba, 0,8 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 1x ROX, 0,2 U Taq polimeraz
(Fermentas).

A PCR vizsgalatokat StepOne Plus real-time PCR késziilékben hajtottam végre (Applied
Biosystems): 95°C 10 min.; 40x 95°C 10 sec, 54°C 30 sec, 75°C 1 min. A késziilék az adatokat az
anellacios 1épésben gytjtotte. A Ct értékek meghatarozasat kovetden az eredmények kiértékelését
Pfaffl (Pfaffl et al. 2001; 2002) reakcié hatékonysaggal (PCR efficiencia) korrigalt modszerével
(REST - Relative Expression Software Tool) végeztem.

4.12 Dézis-hatas gorbék felvétele, statisztikai modszerek

A kiilonb6z6é zearalenon koncentraciok hatasara kialakult fejlédési rendellenességek relativ
gyakorisagat minden esetben ANOVA (one-way analysis of variance) modszerrel sszevetettem a
kontrollal. Mivel a csoportok kozotti variancia kiilonbozének adodott, az egyes kezelési csoportokat
Dunnett-féle T3 post hoc teszttel vetettem Ossze. Ezek alapjan minden napra meghatdroztam az
elvaltozast még nem okoz6é (NOEC — No Observed Effect Concentration) koncentracidt €s a hatas
kivaltasahoz sziikséges legalacsonyabb koncentraciot (LOEC — Lowest Observed Effect
Concentration). A doézis-letalitas gorbéket valamint az LCsg és LCjo értékeket Probit analizis
(Minitab 16.1.1) segitségével hataroztam meg. A dozis-hatds gorbéket és az ECsg értékek
kiszamitasat a vitellogenin kifejezddésének vizsgalata soran és a fluoreszcens jel kiértékelése soran
is Graphpad Prism 4.0. szoftverrel végeztem. A kilogo értékeket ROUT modszerrel zartam ki és a
dozis-hatas vizsgalatokat az adatok logaritmikus transzformalasat és %-os normalizalasat kdvetden
végeztem el, a szigmoidalis gorbéket nem linedris, regresszios illesztéssel generaltam. A gorbéket
minden esetben Graphpad Prism 4.0. szoftverrel hoztam 1étre. Az ECy9 ECqyp értékeket a GraphPad
ajanlasa alapjan az alabbi képlettel szamitottam ki: ECe= (F/100-F)*" x ECso, ahol F az effektiv
koncentraci6 %, H pedig a dozis-hatas gorbe meredeksége.

Az ELISA ¢és real-time PCR eredmények, valamint a kifejlett és larvdkon mért indukciok
Osszevetéséhez Pearson korrelaciot hasznaltam az adatok %-os normalizéldsat kovetden. A

variancia homogenitast Levene teszttel vizsgaltam, az adatok normalizalésa eldtt.
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5 Eredmények

5.1 Osztrogénhatisra érzékeny biomarker zebrad4anié vonal létrehozasa

Zebradanioban tobb olyan Osztrogénhatasra indukalédd gén ismert, amely alkalmas Ilehet
bioszenzor zebradanio vonalak létrehozasara. A legismertebbek az dsztrogén receptor, az aromataz
¢és a vitellogenin. A kisérletek kezdetekor még csak az Osztrogén receptor aktivalodasat kimutatd
riporter vonalak voltak ismertek. Ezekkel a vonalakkal szemben egy vitellogenin transzgenikus
vonal nagy eldnye lehet, hogy a gén kifejezddése szovetspecifikus, kizardlag a majra korlatozodik
¢s embridkban, larvakban, fiatal egyedekben valamint ivarérett himekben igen alacsony,
gyakorlatilag alig kimutathaté alap expressziéval rendelkezik. A mdj az egyik f6 toxikologiai
célszerv, ezért a vonal amellett, hogy bioszenzor vonalként miikodhet, alkalmas Ilehet a
szennyezOanyagok majra kifejtett karos hatasainak kimutatasara is in vivo, az allatok felaldozasa
nélkiil. Mivel az ivarérett ndstényekben normal koriilmények kozott az endogén 0sztrogén hatasara
is mikddésbe 1€p a fluoreszcens jel, a néivara egyedeken olyan anyagok majkarositd hatésai is jol

felmérhetdek, amelyek 0sztrogénhatdssal nem rendelkeznek.

5.1.1 A vitellogenin-1 promoter elemzése

A vonal létrehozasdhoz elsoként meg kellett hatdrozni azokat a szekvencidkat, amelyekkel egy
varhatéan megfeleld érzékenységl transzgén konstrukcio kialakithato: egy a vitellogenin promoter
régiodt is feltételezhetden magéaba foglald szakaszt, amely jol indukalhatéan képes iranyitani a mogé
¢épitendd fluoreszcens fehérje kifejezodését, és egy zebradanioban jol miikodo, stabil, erds jelet ado
fluoreszcens fehérjét kodolo régiot.

A zebradanidban 8 vtg gén talalhatdé (Wang et al., 2005; Ziv et al., 2008), amelyek koziil a

legerésebben a vtg-1 fejezddik ki. Ezért a transzgenikus vonal 1étrehozdsahoz a vtg-1 gén promoter

crer

cres

feltételezett transzkripcios start helyet (17. ébra).

vtg1-4600bp upstream

vtgl prom 4082 bp
vtgl prom 3357 bp

>

S ———
1 12624

17. abra A vitellogenin-1 gén kodolo szakasza az azt megel6zd, promoter régiot is magaban foglald 4600 bp-
0s szakasszal (vtgl-4600 bp upstream) és a konstrukcio létrehozasahoz felsokszorozott 4082 és 3357 bp
hosszisagi promoter szakaszok (vtgl prom 4082 bp és vtgl prom 3357 bp). A zold téglalap a feltételezett
transzkripcios start helyet jeloli.

Ezt kdvetden megterveztem a régid felsokszorozasara alkalmas PCR reakciot. Az elsé primer part a
start hely 64 bp-nyi szakaszat magaba foglaldo 4082 bp hosszusagl szakaszra terveztem (vtg 1-
attB3 F1, vtg 1- attB5 R) azonban a fragment hosszlisaga miatt azt nem sikeriilt rekombinéacios

klonozassal a Gateway rendszer plazmidjaba klonozni. A primer par forvard tagjat ezért ujra
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terveztem (vtg l1-attB3 F2), amellyel egy rovidebb, 3357 bp hosszisagii promoéter szakaszt
sokszoroztam fel. Mindkét fragment feltételezhetben magaban foglalja a teljes promoter régiot és a
gént megel6z6 upstream szabalyozo régiok nagy részét.

A konstrukcid Osztrogén érzékenységének alapfeltétele, hogy a felhasznalt promoter régio minél
tobb, a vitellogenin gén miikodését szabalyozo Osztrogén receptor kotohelyet tartalmazzon. A
felsokszorozand6 szakaszon ezért tobb szabadon elérhetd program segitségével és manualis
modszerrel 1s vizsgaltam a feltételezett transzkripcids faktor kotohelyeket, kiilonds tekintettel az
ERE szekvencidkra (14. tdblazat). Az eredmények Osszevetése alapjan lathatd, hogy jelenleg nincs
megbizhato, egyértelmi eredményt add szoftver a lehetséges ERE szakaszok kimutatasara.
Raadasul a szoftverekkel azonositott szakaszok még korant sem biztos, hogy bioldgiailag is aktivak.
A genomban random, barmelyik szakaszon is talalhatnak hasonldé szekvenciat, amelyek nem
befolyasoljak egyetlen 0sztrogén érzékeny gén kifejez0dését sem.

Az egyetlen, kifejezetten ERE szekvencidk azonositasara szolgalé alkalmazas a 2003-ban
kifejlesztett Dragon ERE Finder (Bajic et al., 2003), amelynek azota szamos 1j, online elérhetd
verziojat hoztdk létre. A szoftver Osszesen egy Osztrogén valasz elemet azonositott a promoter
szakaszokon, amely az ,,iij motivum” nevet viseli €s mindkét fragment hordozta.

A tobbi, szabadon hozzéaférhetd alkalmazas tobb transzkripcios faktor kotdhely azonositisara is
lehetéséget ad, a transzkripciés faktorokat tartalmaz6 TRANSFAC (Matys et al., 2006)
adatbazisban elérhetd szekvencidk alapjan. Ezért ezek a programok mas feltételezett, dsztrogén
érzékeny kot6helyet is kimutatnak. Az ALGEN PROMO (Messeguer, 2002) alkalmazas a hosszabb
promoter szakaszon 15, a rovidebben 10 olyan motivumot talalt, amelyek szerepet jatszhatnak az
osztrogénvalaszban. A MATINSPECTOR program segitségével egy 0sztrogén receptor kotohelyet
¢és 4, forditott ismétlddéseket is tartalmazd ERE szakaszt térképezett fel a fragmenteken. Az
irodalomban felleheté adatok alapjan manualis szekvenciaazonositassal is elemeztem a régidkat. A
konszenzus ERE szekvencia két {6 szakaszbdl all, amelyek néhény bazist fognak kozre:
GGTCANNNnTGACC. Ez jelent egy teljes ERE szakaszt, amely azonban a vtgl promoteren nem
azonosithatd. Sok esetben a motivum fele (un. fél ERE) vagy annak 1-1 bazisban eltérd szakasza is
elegendd az Osztrogénvalasz kivaltasahoz (Driscoll et al., 1998). Ezeket a szakaszokat keresve a

hosszabb szakaszon 11, a révidebb szakaszon 10 fél kotéhelyet talaltam (9. melléklet, 18. dbra).

- vtgl prom 4082 bp

= wvtgl prom 3357 bp
> L Y
—
1 4083

18. dbra A konstrukcid épitése soran hasznalt vigl promoter szakaszokon azonositott, az Osztrogén
valaszban feltételezhetGen szerepet jatszo szekvencidk (piros, kék, vilagoskék, zold, sarga, rézsaszin:
manualisan azonositott %2 ERE elemek, narancs: ALGEN PROMO, barna: MATINSPECTOR, sziirke:
DRAGON ERE FINDER programokkal azonositott ERE szekvenciak)

A kiilonb6zé modszerekkel azonositott szakaszok atfednek (18. abra), igy a hosszabb promoter

szakaszon 19, a rovidebben 17 Osztrogénvalasz elemet hordoz6 régid talalhat6. A rovidebb
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promoter szakasz is hordozza az azonositott elemek nagy részét, ezért feltételeztem, hogy a

konstrukci6 ezzel a régioval is mitkodoképes lesz.

5.1.2 Vitellogenin-mCherry génkonstrukcid 1étrehozésa Gateway technikaval

5.1.2.1 BP klonozas

A konstrukcio létrehozasahoz sziikséges szakaszok in silico azonositasa és elemzése utan a
fragmenteket PCR reakcio segitségével sokszoroztam fel gy, hogy a PCR termékek 5° végei
hordoztak a Gateway rendszer donor plazmidjaiba torténd, megfelelé beépiiléshez (hely és irany)
sziikséges attB szekvenciakat.

A fluoreszcens fehérjét kodold régiot a hordozo, pCS2 mCherry plazmidrdl hoztam 1étre, attB3 és
attB5 szakaszokkal lattam el (19. abra).

3000

2000
1500

1000 956

700

19. abra A PCR reakcioval felsokszorozott, attB szakaszokat hordozo mCherry fragment gélelektroforetikus
képe (M: molekulasuly marker, 1: PCR termék)

A vtgl promoter régiot zebradanié genomi DNS-bol sokszoroztam fel, attBl és attB2

rekombindacios helyeket épitettem a végeire (20. abra).

3000 4082

3000

3357

1000

500

20. dbra A vtgl promoter régié PCR-rel felsokszorozott, rekombinacios szekvenciakat hordozo szakaszai,
agaroz gélelektroforézist kovetden. (M: molekulasuly marker, 1, 2: 4082 bp-0s szakasz, 3357 bp-0s szakasz)

A Gateway klonozas elsé 1épése a fragmentek bejuttatisa BP klonozassal az un. donor

plazmidokba, a PCR termékek végein talalhatd attB és a plazmidokon talalhatoé attL szakaszok

kozotti helyspecifikus rekombinacioval. A fragmenteket ezért agaroz gélelektroforézist kovetden

kitisztitottam, majd BP klonaz enzim segitségével két kiilon plazmidba (donor vektorba) épitettem

Oket. A reakcidval un. entry klonokat hoztam létre, amelyek a donor vektorok attP és a fragmentek
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attB szakaszabol szarmazo attL helyeket hordoztdk. A sikeres beépiilést restrikcios emésztéssel
ellendriztem (21. édbra), amit a promoter szakasz esetében az emésztést megel6zo kolonia PCR-es

elosziiréssel egészitettem ki (21. 4bra).

[a—y
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21. abra Fragmentek vektorba épiilésének ellenérzése BP klonozas utan. A: mCherry-t kodold szakaszt
hordoz6é entry klon emésztése Rsal enzimmel, B: promotert hordozéd telepek ellenérzése kolonia PCR
reakcioval, C: promotert hordozé plazmidok ellendrzése Hindlll és EcoRV emésztéssel (M: molekulasuly
marker, 1: negativ telep/plazmid, 2: a kivant fragmentet hordozd pozitiv telep/plazmid). Az emésztések a
vart méretii fragmenteket eredményezték. A méreteket az 7. melléklet mutatja.

Tapasztalataim alapjdn a Gateway rendszer szelekcidos hatékonysaga ilyen méretli fragmentek
esetén meglehetdsen alacsony. A hosszabb promoter szakaszt nem sikeriilt a vektorba épiteni, mig a

rovidebb szakaszt a baktérium telepek kb. 4%-a hordozta.

5.1.2.2 LR klonozas

BP klonozas soran létrehoztam a vtgl promotert és az mCherry fluoreszcens fehérjét kodolod
szakaszt hordoz6 entry klonokat. A Gateway klonozas kovetkezd 1épése a fragmentek ,,athelyezése”
entry vektorokbol a célvektorba, a vektorokon taldlhatdo attL ¢és attR szakaszok kozotti
helyspecifikus rekombinacidval (LR klonozas). A célvektor az L végeknek megfeleld R szakaszokat
és a Tol2 transzpozon miikddéséhez sziikséges Tol2 karokat hordozta.

Az LR klonozasi 1épést kovetden a szakaszok beépiilését ismét restrikcios emésztéssel ellendriztem
(22. abra). A reakcié eredményeként 3 féle, beépiilt fragmentet hordozd vektor jott létre. A
plazmidok egy részébdl mindkét szekvenciat hordozo, teljes génkonstrukcio keletkezett. Néhany

plazmidba viszont csak a fluoreszcens fehérjét kodolod szakasz, vagy csak a promoter régiod épiilt be.
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22. abra A promoter és a fluoreszcens fehérjét kodold szakasz beépiilésének ellendrzése restrikcios
emésztéssel (Pstl) az LR reakciot kovetden. A klonozas eredményeként 3 féle, fragmentet hordozé vektor
keletkezett (M: molekulasuly marker, A/1: fragmentet nem hordoz6 célvektor, A/2: mCherry-t kodold
szakaszt hordozd célvektor, A/3: vtgl prométert hordozéd célvektor, B/1: kész vtgl:mCherry konstrukcid).
Az emésztések a vart méretli fragmenteket eredményezték. A méreteket az 7. melléklet mutatja.

5.1.3 Mikroinjektalas, tranziens expresszid vizsgalata

A transzgenikus vonal eléallitdsdhoz a génkonstrukcidkat stabilan be kell épiteni a zebradanid
genetikai allomanyaba. A munka soran hasznalt Gateway rendszer egy Tol2 transzpozon karok kozé
¢épitett rendszer, ami hatékonyabba teszi a génkonstrukcié integralédasat. Ehhez transzpozaz
enzimre van sziikség, amelyhez a kodold plazmidrol in vitro transzpozaz MRNS-t hoztam létre. A

promotert és fluoreszcens fehérjét kodold kész génkonstrukeidt restrikcios enzimmel linearizaltam
(23. abra).

vtgl prométer mCherry

~Tol 2 —GiiBS- By ——afiBy———aiB>— 101 2-

23. dbra A restrikcios enzimmel linearizalt, injektalasra el6készitett vigl:mCherry génkonstrukcio sematikus
abraja.

A linearizalt konstrukciot (23. abra) és a transzpozaz MRNS-t mikroinjektalassal 1-2 sejtes, vad
tipusu zebradanidé embriok szikébe juttattam. Az injektalast kovetden az embriokat 100 ng/l 17-8-
Osztradiollal kezeltem, hogy a transzgén kifejezddését indukaljam. Mivel zebradani6 esetében a m4;j
a megtermékenyitést kovetd 5-6. napra fejlédik ki (Tao és Peng, 2009), a létrehozott PO nemzedék
embrioit 5-10 dpf korban vizsgaltam. A vizsgalatokat fluoreszcens mikroszkép alatt vildgos
latotérrel (24. abra), valamint RFP (voros) és GFP (z61d) sziir alkalmazasaval végeztem.

24. dabra 5 napos zebradanid embri6é fénymikroszkopos képe. E: szemlencse, OC: otolit kapszula, NT:
notokord (gerinchur), H: sziv, L: m4j (pirossal jelolve), K: vese, Y: szik, SB: uszoholyag
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384 embrio tranziens vizsgalata soran a fluoreszcens fehérje kifejezddését az embriok kb. 20%-aban
figyeltem meg. A majon kiviil a szikben az embridk tobbségében erds fluoreszcens jel jelent meg,
mig a szemekben és a ves€k terliletén gyenge expresszid volt megfigyelheté néhany embridban
(kevesebb, mint 1%) (25. abra). A fluoreszcens jel csak voros (RFP) sziiré alkalmazasa mellett volt

lathato, ezért egyértelmii, hogy a konstrukciordl szarmazott.

BF

GFP

25. dbra Osztrogén indukciora megjelend tranziens fluoreszcens fehérje kifejezédés 10 napos, vtgl:mCherry
konstrukcioval injektalt zebradanio larvak szemlencséjében a fejrél (A) és majaban a test kozépso részérol
késziilt (B) foton. A majat piros szaggatott vonal és nyil, a kifejez6dés helyét fehér nyilak jel6lik. (Azonos
nagyitas és beallitdsok mellett, BF: vilagos latotérrel, RFP és GFP: vords és zold fluoreszcens szlirGvel
késziilt felvételek).

5.1.4 A vtgl:mCherry transzgenikus vonal egymast kovetd nemzedékeinek létrehozédsa

Az 0sztrogén karosan hathat a zebradani6 larvak fejlédésére és eltolhatja az ivararanyt. Emellett a
génkonstrukcio az injektalast kovetden csak késébb jut be a sejtmagba és az embrio sejtjeinek csak
egy részébe épiil be. A felnevelt egyedek zebradanid esetében ezért mindig mozaikosak.
Eléfordulhat, hogy a majban jelet add embridk ivarsejtjei nem hordozzak a transzgént, illetve olyan
embriokbol is valhat a konstrukciot 6rokitd alapitd, amelyekben tranziens expresszid nem volt
megfigyelhetd. Az embriok egy részét ezért az injektalast kovetden kezelés nélkiil ivarérésig
A kifejlett PO halakat vad tipust zebradanidkkal szaporitottam. Azért nem egymas kozott, mert a
transzgén feltételezhetden az egyes egyedek kiilonbozd sejtjeiben mas-mas genomi régiokba épiilt
be. A génkonstrukcié miikddését ismét 100 ng/l dsztrogénnel valtottam ki. Ekkor mar korabban, 5
napos korban vizsgaltam a fluoreszcens jel megjelenését a majban (26. abra).

tovabbra is megjelent (1d. 32. abra), ami arra utal, hogy a jel transzgén aktivitds eredménye. Az
embriok ekkor még csak a kromoszdmaparok egyikén hordoztdk a konstrukciot, azaz hemizigotak

voltak.
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Kontroll 100 ng/l E2

BF

mCherry

BF +
mCherry

26. dbra Fluoreszcens fehérje kifejezodése a vtgl:mCherry vonal 5 napos, F1, hemizigota embriojanak
majaban, Osztrogén indukcié hatdsdra. A kezeletlen, kontroll embridkban fluoreszcens jel nem volt
megfigyelhet6. (BF: fénymikroszkopos felvétel, mCherry: vords fluoreszcens szlrével késziilt felvétel,
BF+mCherry: a fénymikroszkdpos és fluoreszcens felvétel egymasra vetitése).

A sziiloparonként kiilon vizsgalt embriok 0-20%-aban figyeltem meg fluoreszcens jelet a majban.
Mivel a PO nemzedékben az ivarszervek is mozaikosak voltak, nem minden utdéd Oroklolte a
transzgént, ezért sok esetben eldfordult, hogy a vizsgalt embriok koziil minddssze 1 mutatott
majspecifikus jelet. Hely- és koltségtakarékossag céljabol ezért egy a konstrukciot kimutato PCR
reakciot dolgoztam ki. Az utdédokat 5 napos korig neveltem, majd az egy PO sziil6tél szdrmazo
embriok keverékébdl DNS-t tisztitottam. A PCR alapjan sikeresen azonositottam 11, a konstrukciot
tovabb ado sziil6t (4 tejes és 7 ikras), amelyeket 0jbol szaporitottam, majd az embriokat

Osztrogénnel kezeltem (27. abra).

tranziens expresszios
vizsgilat

PO x vad

felnevelés ——
P =

PO
\ 1
20, 30, 31, 32,
12,13, 15, 40,
41,42,50 ¢
F1
1 hénapos korban szelekcio »
PCR alapjan, pozitiv Lirvik Indukcié
ésPCR

felnevelése

s

szikallomanyaba mikroinjektaltam. Az injektalt embridk egy részén tranziens expresszios vizsgalatokat
végeztem, hogy bizonyitsam a konstrukcidé miikodoképességét. A tobbi embriot felneveltem, majd vad tipusa
parral szaporitottam (1). A Iétrehozott embriokban ismét vizsgaltam az Osztrogénhatasra megjelend
fluoreszcens jelet. A konstrukcio 6roklédését PCR reakcioval is teszteltem. Azokat a PO sziiléket, amelyek
mindkét vizsgalat alapjan orokitették a transzgént (piros nyil és pirossal bekarikazott azonositoju egyedek),
ismét vad tipust parral kereszteztem (2). Az utodokat egy honapos korig neveltem, majd PCR reakcio
segitségével kivalogattam a konstrukcidt hordozo larvakat, amelyeket felneveltem.
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28. abra 1 honapos larvak transzgén oroklésének ellenérzése (M: molekulastly marker, 1: negativ kontroll,
2: pozitiv kontroll, 3.-19. larvakbol szarmazo DNS mintak. Az 5. és a 7. larva 6rokolte a konstrukciot).

Az indukcid6 minden esetben megerdsitette a PCR eredményét és bizonyitotta a konstrukcid
jelenlétét. Osztrogén érzékenység alapjan mind a 11 egyed megfeleld alapitonak tiint a vonal
tovabbi generacidinak létrehozdsdhoz. Az alapitdjelolteket Gjra szaporitottam ¢és a toliikk szarmazo
larvakat egy honapos korig neveltem, majd minden egyedtdl farokliszé mintat vettem. A mintabol
PCR reakcidval azonositottam a konstrukciot hordozo6 egyedeket (27. és 28. dbra).

A gélelektroforézis eredménye alapjan pozitivnak talalt larvakat megtartottam €s tovabb neveltem.
Az F1 nemzedékben még eléfordulhatott, hogy egy egyed a genom tdbb pontjan is hordozta a
konstrukciot, ha a PO gonadjanak sejtjeiben tobbszords integracio tortént, ezért a halakat ismét vad
tipust zebradaniokkal kereszteztem (29. abra).

A még kezelhetd létszam megtartdsa miatt ekkor ki kellett valasztani egy alapitot, amelynek
utddaibol a tovabbi nemzedékek létrehozhatok. A cél egy érzékeny biomarker vonal kialakitasa
volt, ezért molekularis modszerek alkalmazasa helyett az F2 embridk Osztrogén érzékenységét
vizsgaltam. Ez alapjan a 20-as szdmmal jelolt PO alapité him utodai tiintek a legigéretesebbnek,

amelyek koziil 3 himet és 3 ndstényt valasztottam ki a vonal tovabbviteléhez.

F1 - = =g
1 hénapos korban ,i VIS

szelekeio PCR alapjin,
pozitiv Lirvik felnevelése ),
i i i i i e =5 A2 TR G S
104, 105, 106 <
P0 20 utodai

F2
felnevelés indukcio

konstrukciot hordozo F1 larvakat felneveltem, majd vad tipust parral szaporitottam (1). Az embridkban a
fluoreszcens jel indukcidjat ismét vizsgdltam, majd az eredmények alapjan kivélasztottam a konstrukciot
orokitd egyedeket. Helytakarékossag céljabol a tovabbiakban csak a 20 & alapitotol szarmazo F1 egyedekkel
dolgoztam tovabb (piros nyil és keretben felsorolt azonositojii halak). Ezeket vad tipust parral Gjra
szaporitottam (2), majd az embridkat felneveltem.
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Az F2 generaci6 a kivalasztott 6 haltol szarmazik. Ebben a generacidéban a transzgén beépiilése mar
stabil, és feltételezhetben minden egyedben egy kopias. A felnevelt F2 egyedeket vad tipusu parral
kereszteztem. Az utdédokban (F3) ismét vizsgaltam a transzgén indukalhatosagat, €¢s 11 himet és 6
nostényt talaltam alkalmasnak a kdvetkezd generaciok 1étrehozasahoz.

Ezt kovetden kivalasztottam azokat a transzgenikus sziildparokat, amelyekbdl a legérzékenyebb,
stabil biomarker vonal(ak) létrehozhatok. Kezdetben csak az F2 egyedeket kereszteztem kiillonb6zo
kombinaciokban, végiil az F1 halakat is bevontam a vizsgalatba (30. abra). A szikben lathato,
Osztrogén indukciora megjelend fluoreszcens jel néhany egyed utdédaiban még ezekben a
generaciokban is megfigyelhetd volt, szamuk 5-100% kozott valtozott. Ezért az embridkban a
majban megfigyelhetd fluoreszcens aktivitds mellett a szik jelét is vizsgaltam. Az eredmények
alapjan 3 sziilépart véalasztottam ki: 2033 x 2029, 2163 x 2082 és a 2043 x 1042. Bar az elsd
paros esetében a szikben mérhetd jel viszonylag erds volt, az utdodok érzékenyen reagaltak az
Osztrogén hatasra. A masik két sziilopar esetén a szikben nem jelent meg fluoreszcens jel.

Az azonos sziil6paroktol szarmaz6 embridkat felneveltem, majd azokat egymas kozt szaporitva

101, 102, 1037,
F1 104, 105, 106

F2 x vad

e
F2 > P =X

felnevelés

03, 204, 206, 207, 21
211,212, 213, 215, 216,
217 4, 201, 202, 208, 209,
214,218 §

felnevelés indukcio

2037 x 202, 216" x 208", 2047 x
104° sziiloparok utodai inter se

F4

indukcios tesztek

crer

halakat vad tipust parral szaporitottam, majd az utédokban ismét vizsgaltam a fluoreszcens aktivitast. Az
eredmények alapjan 16 egyedet valasztottam ki a kovetkezd generacio létrehozasahoz (piros nyil és a
keretben felsorolt azonositoju egyedek), amelyeket egymas kozt valamint az F1 generaciobol kivalasztott
halakkal kereszteztem. Az embriokat felneveltem, majd a 2033%2029, 2163%208% és 2043%x1049 halak
utodain vizsgaltam a fluoreszcens jel kifejezo6désének anyag- és koncentraciofiiggését.

A halak az F3 generacidig még hemizigotak voltak, mert az dket 1étrehozo sziilopar egyik tagja vad

tipusu volt. Az F3 és F4 generacioban mar homozigota egyedek is 1étrejottek.
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5.2 Afluoreszcens jel kifejezodésének vizsgalata kiilonbo6zé fejlédési stadiumokban

A zebradanié majfejlddése 6 hpf korban kezdddik, azonban csupan a ndvekedési fazis elején (50
hpf kor utan) kezd miikodéképes szervvé alakulni. A jobb oldali majlebeny 96 hpf, a maj végleges
formaja 120 hpf korra alakul ki (Tao és Peng, 2009.).

Az embriok kezelését kezdetben 0-5 napos (dpf) korig végeztem. Minél hosszabb ideig érintkezik
az embrid egy toxikus anyaggal, annal valoszinibb, hogy fejlédési rendellenességek alakulnak ki,
esetleg az embrié elpusztul. Felmeriilt a kérdés, hogy ha a hepatoblast sejtek csak 50 oras kor utan
alakulnak maéjsejtekké, mikor kezdddik a sejtek fluoreszcens fehérje (és vitellogenin) termelése.
Ezért az F3 nemzedék embridit 0 hpf kortél 200 ng/l EE2-vel kezeltem és naponta vizsgaltam a
fluoreszcens jel megjelenését a majban. Ez a koncentracio elég magas ahhoz, hogy mar korai
stadiumban is képes legyen indukciot kivaltani. Mivel a bal oldali méjlebeny nagyobb ¢s kordbban

alakul ki, az embridkat jobb oldalukra fektetve vizsgaltam.

mCherry

31. abra A fluoreszcens jel kifejezddése kiillonbozé fejlédési stadiumi, eltérd nagyitasokban vizsgalt
vtgl:mCherry transzgenikus zebradanio larvakban, 200 ng/l EE2 kezelés hatasara. Az 1 dpf kora larvakrol
bemutatott képen egy szikben fluoreszcens jelet add és egy fluoreszcens aktivitdst nem mutatd larva is
latszik. A majban megjelend expresszidt fehér nyilak mutatjak. (BF: fénymikroszkopos felvétel, mCherry:
voOros fluoreszeens sziirdvel késziilt felvétel).

Az eredmények igazoltak a feltételezést: a fluoreszcens jel 2-3 napos kor kozott jelent meg és 3
napos kort6l volt erdteljes. A konstruciot kifejezo teriilet mérete fokozatosan, a majjal egyiitt nott, 5
dpf korra érte el legnagyobb méretét a vizsgalati idészakban (31. abra).

Az eredmények alapjan a kezelések kezdetét O dpf korrdl 3 dpf korra tettem at, igy az embriok
kevésbé karosodnak és nincs sziikség oldatcserére a kezelések alatt, ezért kevesebb veszélyes
hulladék termelddik.
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5.3 A fluoreszcens jel kifejezodésének koncentraciofiiggése
Egy O0sztrogéneket kimutatd biomarker vonalat akkor lehet a toxikoldgiai vizsgalatokban
hatékonyan hasznalni, ha tobbféle Osztrogénhatdsu anyagot is képes kimutatni, megfeleléen

érzékeny (alacsony koncentraciokra is reagal) €s a fluoreszcens valasz koncentraciofiiggo.

5.3.1 Fluoreszcens jel kifejez6dése az F3 generacidé embridiban

A fluoreszcens jel koncentraciofiiggését elsdként az F3 generacidoban vizsgaltam, 17-a-etinil-
Osztradiol, 17-B-0sztradiol és zearalenon hatasara. Ekkor még csak néhany koncentracioval
kezeltem az embriokat, 3 dpf-5dpf korig.

Az embriokat az eldzdekben leirtak alapjan jobb oldalukra fektetve, oldalnézetben vizsgaltam. A
digitalis felvételeken egy ellipszissel kijeldlt, a majat magaban foglalo teriiletet vettem figyelembe
(32. abra), hogy a hattérzaj vagy a szikben kifejez6d6 jel ne zavarja a kiértékelést. Imagel

szoftverrel a mért értékekbdl (jel erdssége €s érintett teriilet nagysaga) integralt értéket képeztem

(integralt denzitas) és az indukcidt ez alapjan értékeltem (32. abra).

32. abra Az Imagel] szoftverrel végzett kiértékeléshez hasznalt, RGB szinskala szerint szétvalasztott felvétel
vords szincsatornat mutatd képe. A vizsgalt, mjat magaban foglalo teriiletet ellipszis alaku kijelolés jelzi. A
foton egy szikben és majban fluoreszcens jelet kifejezé embrio lathato.
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33. dbra A fluoreszcens valasz koncentraciofiiggésének vizsgalata 3 Gsztrogénhatasti anyag hatasara, F3
embriokon (20 fluoreszcens aktivitasu embrid/koncentracid, ***: p<0,001) (E2: 17-B-6sztradiol, EE2: 17-a-
etinil-6sztradiol, ZEA: zearalenon).

Az 33. abran a kivalasztott F2 halak vad tipusu parral torténd keresztezésébdl szarmazd embriok

Osszesitett eredménye lathatd. Az allomany inhomogenitdsa miatt (feltételezhetéen eltérd

integracios helyek) az eredmények nagy szorast mutattak, ezért szignifikans jelintenzitas kiilonbség

csak az EE2 kezelésnél volt megfigyelhetd, de a koncentraciofiiggé valaszt mindharom
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Osztrogénhatasu anyag esetében feltételezheté volt. Az oldoszeres kontrollban egyik esetben sem
tapasztaltam fluoreszcens jelet.

5.3.2 Fluoreszcens jel kifejez6dése kifejlett himekben

A vitellogenin normal koriilmények kozott csak kifejlett ndstényekben termelddik, ivarérett
himekben szintje meglehetésen alacsony. A himekben, a larvakhoz hasonléan 6sztrogénhatasra a
vitellogenin termelés beindithatd és koncentraciofiiggd modon fokozhato (Tyler et al., 1999). A
génkonstrukcionak is hasonldan kell mitkddnie. Hogy ezt ellendrizzem, az F1 generacid ivarérett
ndstény €s him egyedeit altatast kovetden fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltam. A ndstények
majaban az mCherry fehérje olyan erdsen fejezodott ki, hogy a pigmentalt testfalon keresztiil is
megfigyelhetd volt (34. abra). A himekben a jel boncolast kovetéen sem latszott a majban (34.

abra).

BF

mCherry

BF +
mCherry

34. abra Kifejlett, kezeletlen vtgl:mCherry tejes és ikras fénymikroszkopos és fluoreszcens képe boncolas
nélkiil (A: &, C: Q) és azt kovetéen (B: J). A tejesekben még boncolds utan sem latszott fluoreszcens jel,
mig az ikrasok erds, majbol szarmazo jele mar a testfalon keresztiil is megfigyelheté volt. (BF:
fénymikroszkopos felvétel, mCherry: vords fluoreszcens szirdvel késziilt felvétel, BF+mCherry: a
fénymikroszkopos és fluoreszcens felvétel egymasra vetitése)

A vtgl:mCherry ivarérett himek tehat alkalmasak lehetnek Osztrogénhatasi anyagok vizsgalatara.
oldatokkal kezeltem és naponta vizsgaltam a fluoreszcens jel megjelenését. A 4. napra minden
vizsgalt koncentracidé kivaltotta az mCherry termelddését (35. abra). A kifejlett egyedek
alacsonyabb 0Osztrogénkoncentraciokra is reagaltak az embridkhoz képest. Az eredményeket
statisztikailag nem értékeltem, mert ebben a generacidban az egyedek még valdsziniileg mas-mas

integracios helyen és kopiaszamban hordoztak a génkonstrukciot.
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Kontroll 100 ng/l E2 5 ng/l E2

BF

mCherry

BF +
mCherry

35. dbra Fluoreszcens fehérje termelddése kifejlett, kezeletlen himben és néstényben, valamint E2-vel kezelt
kezelt himekben (E2: 17-B-6sztradiol, BF: fénymikroszkopos felvétel, mCherry: vords fluoreszcens sziirdvel
késziilt felvétel, BF+mCherry: a fénymikroszkopos és fluoreszcens felvétel egymasra vetitése).

5.3.3 _Alvonalak” érzékenységének Osszevetése

Az F2 valamint az F1 kivalasztott egyedeinek keresztezésébdl harom sziildpart valasztottam ki a
stabil transzgenikus vonal létrehozasahoz: 2033 x 2029, 2163 x 2089 és a 2043 x 1049. Ezek
érzékenységét 50, 100 és 200 ng/l EE2 kezelést kovetden vetettem Ossze.

40-
[ 204x104
L [ 208x206
307 B 203x204

% 3k 3k

integralt denzitas
“J
[==]

104

SOng/lEE2 100 ng/l EE2 200 ng/l EE2

36. abra A 20 3-t8l szarmazo alvonalak érzékenységének osszevetése EE2 indukeid alapjan az F3 nemzedék
5 napos embridiban (204x104: 204 & x 104 Q utddai, 208x216: 208 &' x 216 Q utédai, 203x202: 203 & x
202 Q utddai). Az adatokat kétszempontos varianciaanalizissel (Two-way ANOVA, Bonferroni post hoc
test) vetettem Ossze (*: p<0,05; ***: p<0,001).

Szignifikans kiilonbség csak a 100 ng/l-es és a 200 ng/l-es koncentracional mutatkozott. A
leger6sebb mértékii indukciot a 204 & x 104 Q parositisa esetén tapasztaltam, de a masik két
alvonal is alkalmas lehet az 6sztrogénhatas kimutatasara. A késdbbiek soran a legérzékenyebbnek
ttind 204 & x 104 Q alvonalat vizsgaltam részletesebben (36. abra).

5.3.4 Dozis-hatas 0sszefiigeés kiillonboz0 Gsztrogénhatasti anyagok esetén

A 204 & x 104 Q parositasabol szarmazo F3 egyedeket felneveltem, majd utddaikat egymast kozt
Osztradiol, zearalenon, biszfenol-A, nonilfenol és atrazin oldatokkal kezeltem. A fluoreszcens jel
indukciojat sztereomikroszkop mCherry szlirdje alatt készitett felvételek alapjan vizsgaltam. Az

olddszert tartalmazd negativ kontrollban nem jelent meg fluoreszcens jel. Az elsé négy anyag
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esetében koncentraciofiiggd indukcidt tapasztaltam, ami a fluoreszcens jel erdssége (integralt
denzitas) esetében valamint a vilagité embridk szamaban is megfigyelhetd volt. Mindkét paraméter
alapjan dozis-hatas gorbéket vettem fel és meghataroztam a maximalis hatés felének, 10%-anak és
90%-anak elérésé¢hez sziikséges ECsp, EC1o €s ECqp értékeket (37. dbra ¢és 15. tablazat). Lathato,
hogy az integralt denzitds alapjdn szamitott indukcié mértéke mind a négy anyag esetében eltér a
vilagitdo embridk szamaval jelzettdl. Az eltérés a biszfenol-A esetén a legkisebb, mig az 17-a-etinil-

Osztradiol esetében a legszembetinObb.
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37. abra A fluoreszcens jelerdsség és a teriilet mérete (integralt denzitds) alapjan felvett dézis-hatas gorbek
204 & x 104 Q alvonal F4 embridinak eredményei alapjan. (E2: 17-B-osztradiol, EE2: 17-a-etinil-dsztradiol,
BPA: biszfenol-A, ZEA: zearalenon)

integralt denzitas alapjan vilagité embriok szama (%) alapjan
ECsxo ECio ECy ECso ECio ECq

E2 |10,38 pg/l| 5,02 pug/l | 21,47 pg/1 | 6,46 png/l | 2,13 pg/l | 19,65 ng/l
EE2 |76,95ng/l |37,21 ng/l| 159,13 ng/l| 15,86 ng/l | 5,22 ng/l | 48,22 ng/l
ZEA | 9,68 ng/l | 4,68 ng/l | 20,02 ng/l | 7,31 ug/l | 2,40 pg/l | 22,23 ng/l
BPA |2,10mg/l | 1,01 mg/l | 434 mg/l | 2,53 mg/l | 0,83 mg/l | 7,69 mg/l

14. tablazat A maximalis hatas felének, 10%-anak és 90%-anak eléréséhez sziikséges ECsy, EC1p és ECqg
értékek kiilonbozd dsztrogénhatdsu anyagok esetében, a 204 & x 104 @ alvonal F4 embridiban (E2: 17-B-
Osztradiol, EE2: 17-a-etinil-6sztradiol, ZEA: zearalenon, BPA: biszfenol-A)

Kezelés
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A legalacsonyabb, mCherry kifejez6dést kivalté koncentracio 17-B-6sztradiol esetében 0,1 pg/l, 17-
a-etinil-6sztradiol esetében 6,25 ng/l, zearalenon és biszfenol-A esetében 0,1 pg/l valamint 1,25
mg/l volt.

Az egyes anyagok esetében az integralt denzitasbodl szamitott ECsg értékeket 0sszevetettem az E2-re
jellemzé ECsy értékkel. Az eredmény alapjan kovetkeztetni lehetett az adott anyag

Osztrogénhatasanak erdsségére, Un. relativ dsztrogénpotencialjara (16. tablazat).

Kezelés ECso ECs0e2/ECs0 vizsg. anyag
E2 8,304 ng/l 1,000
EE2 | 106,4 ng/l 78,05
ZEA | 9,68 ng/l 1,072
BPA 2,098 mg/I 0,005

15. tablazat Kilonb6z6 anyagok relativ Osztrogenitisdnak meghatarozasa az ECsy értékek Osszevetése
alapjan. (E2: 17-B-6sztradiol, EE2: 17-a-etinil-6sztradiol, ZEA: zearalenon, BPA: biszfenol-A)

A vtg:mCherry transzgenikus vonalon tapasztalt fluoreszcens fehérje indukcio alapjan a biszfenol-A
kb. 5000x gyengébb, a zearalenon megkdzelitdleg azonos, mig az 17-a-etinil-osztradiol kb. 78x
erdsebb Osztrogénhatdst, mint a természetes dsztrogén.

Nonilfenol esetében csak néhany embridé majaban, igen kis teriiletre kiterjedden figyeltem meg a
fluoreszcens fehérje kifejez0dését, ez azonban kevésnek bizonyult ahhoz, hogy d6zis-hatas gorbéket

sikeriiljon felvenni. Az atrazin ebben a fejlodési stddiumban nem befolyasolta a vitellogenin szintet.

5.4 vtgl in situ hibridizacio
Minden generacidban, koncentraciotol és Osztrogénhatast anyagtol fliggetleniil azt tapasztaltam,
hogy bizonyos embriok méjéban gyengébb, masokban erdsebb a jel kifejezddése, és ugyanez igaz
az érintett teriilet nagysadgara is. Emellett a terlilet nagysdga és a jel eréssége nem mutatott
Osszefiiggést. Kivancsi voltam arra, hogy ez a konstrukcié mikodésének eredménye, vagy az
endogén vitellogenin termelddésre is igaz.
Vad tipusu és transzgenikus (F3) zebradanié embridkat 300 és 200 ng/l a-etinil-Gsztradiollal
kezeltem, majd az endogén vitellogenin termelddését antiszensz, digoxigeninnel (DIG) jelolt RNS
proba segitségével, in situ hibridizacioval vizsgaltam. A vizsgalatokat 5 napos embriokon
végeztem. A transzgenikus embriokrol a fixalast megel6zden felvételeket készitettem.
A vizsgalt EE2 koncentraciok elég magasak voltak ahhoz, hogy az emridkban a vitellogenin
termelddését biztosan kivaltsak. Ennek ellenére az in situ hibridizacioban vizsgalt vad tipusa és a
transzgenikus embridk esetében is tapasztaltam a kordbban megfigyelt jelenséget, miszerint a
fehérje nem termelddik minden egyedben, az embriok kozott jelentds érzékenységbeli kiilonbség
mutatkozik. Emellett a vitellogenint termelé egyedek is kiilonboztek egymastol. Bizonyos
embriokban erds vitellogenin termelddést figyeltem meg a teljes méjban, mig masokban kisebb
teriiletet érintd vagy gyengébb, teljes majra vagy kisebb teriiletre kiterjedd expresszidt figyeltem
meg (38. abra).
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- -
500 pm

38. dbra A vitellogenin-1 mRNS eltéré kifejez6dése vad tipust, 300 ng/l EE2-vel kezelt, 5 napos zebradanid
embridkban.

Ezt kovetéen a transzgenikus embridk in situ hibridizacios felvételét Osszevetettem a fixalast
megeldzoen késziilt fluoreszcens felvételekkel. Az embridk a fixalas sordn torzultak, ezért pontos
Osszevetést nem végezhettem. Az eredmény mégis egyértelmiien igazolta, hogy a gyengébb jelet
ado, vagy kisebb teriiletre kiterjedd expressziot mutatd embridkban az endogén vitellogenin

termelddése is hasonléan miikodott (39. abra).

1 2

(%)

&

vigl
WISH

vigl
WISH

vigl
WISH

vigl
WISH

mCherry mCherry mCherry mCherry

39. dbra A vitellogenin whole-mount in situ hibridizacio és a majban megjelend fluoreszcens jel dsszevetése
a biomarker zebradanié vonal (vtgl:mCherry) 200 ng/l EE2-vel kezelt, 5 napos embridiban (vigl WISH:
vitellogenin-1 mRNS-t kimutaté whole mount in situ hibridizacio, mCherry: a fluoreszcens fehérjének
megfeleld szlird alkalmazasaval késziilt felvétel).

Az embriokat a megszokott, bal oldali oldalnézet mellett tobb nézetbdl is vizsgaltam.
Megfigyeltem, hogy bar az 5 napos zebradanid6 embriok mar jobb oldali maéjlebennyel is
rendelkeznek, a vitellogenin termelddése ebben a stddiumban még csak a bal oldali lebenyre
jellemzd (40. é&bra). Ezért indokolt, hogy a transzgenikus embridkat minding jobb oldalukra

fektetve, feliilnézetbdl vizsgaljuk.

©

40. abra Vitellogenin whole-mount in situ hibridizacié eredménye 300 ng/l EE2-vel kezelt, 5 napos, vad
tipusu larvakon (A: feliilnézet, B: bal oldali nézet, C: jobb oldali nézet, D: alulnézet, sajat vizsgalatok
alapjan).

Az E abran a teljes majban kifejez6do Ifabp gén termékét (zsirsav-kotd fehérje - liver-type fatty acid-binding
protein) kimutato in situ hibridizacié eredménye lathatd 5 napos zebradanio larvaban, feliilnézetbdl (forras:
Tao és Peng, 2009).
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5.5 [Egy o6sztrogén hatasu mikotoxin vizsgalata

Az 6sztrogén hatasu anyagok koziil a kezelések soran hasznalt E2, EE2 és BPA hatasat zebradanio
embriokon mar széleskoriien tanulmanyoztak. Kivételt képez ezalol az dsztrogénhatasii mikotoxin
(ZEA), amelynek zebradaniora gyakorolt hatasait csak a kozelmultban tartak fel kifejlett egyedeken
(Schwartz et al., 2010 ¢és 2011), azonban az egyik legérzékenyebb fejlodési stadiumban,

embriokorban még nem vizsgaltak.

5.5.1 Embridtoxicitas vizsgalat
Az embriodtoxicitas vizsgalatat az OECD szabvanyban (OECD-TG 206) rogzitett FET teszt szerint

crer

oldatokkal kezeltem és naponta vizsgaltam az embriok életben maradasat és a megjelend fejlodési
rendellenességeket. A tesztet az ajanlott 96 oOra helyett 120 oras korig végeztem, hogy még
pontosabb eredményekhez juthassak, valamint mintat nyerjek a kés6bbi vizsgalatokhoz.

A kezeletlen kontroll embridkban elvaltozast nem tapasztaltam, az embridok normalisan fejlédtek.
Normdl méretli és alaku szemekkel rendelkeztek, testiik és farkuk egyenes volt, pigmentaltsdguk a
fejlodési stadiumnak megfeleléen alakult, 6démak nem mutatkoztak. Az 50 pg/l alatti
koncentraciokban a kezelés nem volt karos hatdssal az embridkra a kisérlet idOtartama alatt.
Magasabb koncentracidokban a karos hatasok sulyossaga a kezelés id6tartamatol és az alkalmazott
koncentraciotdl fliggden valtozott. Az embriok 1000 pg/l alatti koncentracidkban megfeleld idében
keltek ki (3 dpf), de 1000 pg/l koncentracidban ¢és afolott néhany embrio a kisérlet végeéig az
ikrahéjban maradt.

Az elpusztult embridk szdma alapjan 24 oranként pusztulasi gorbeket vettem fel, amelyek alapjan
kiszamitottam az embriok 50 és 10%-anak pusztulasat okozo koncentraciokat (LCsp és LCyg) (41.

abra).

100 24 hpf
48 hpf
hpf LCso LC1o

. 72 hpf
S o 24 | 2854 pg/L | 1424 pg/L
Z ., 120 hpf 48 [2067,8 ng/L|869,4 pg/L
El 72 [1298,6 ug/L{610,1 pg/L
96 [1099,4 pg/L[456,2 pg/L
B 120 893 pg/L |335,1 pe/L

0

|
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10004
1250 o
1500
1750
2000 o
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4000
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41. dbra Az elpusztult embriok szama alapjan felvett pusztulasi gorbék és az ezek alapjan meghatarozott
LCsy és LCyg értékek vad tipust zebradanidé embriok zearalenon kezelése soran (ZEA: zearalenon, hpf: a
megtermékenyitéstl szamitott orak szama, LCsy €s LCyg: az embriok 50 és 10%-anak pusztulasat okozo
koncentraciok).
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A megfigyelt fejlédési rendellenességeket az 42. dbra mutatja. Az eredmények alapjan minden
napra vonatkozoan meghataroztam azt a koncentracidt, amely a kontrollhoz képest statisztikailag
igazolhato elvaltozast még nem okozott (NOEC) és azt a legalacsonyabb koncentraciot, amelyben a

rendellenességek mar jelentkeztek (LOEC).

hof Perikardialis és szikodéma| Testgorbiilés | Hianyos pigmentacio | Kelési sikertelenség
NOEC LOEC NOEC | LOEC NOEC LOEC | NOEC | LOEC

24 [ 1000 pg/1 | 1500 pg/l - - - - - -

48 | 750 g/l 1000 pg/l1 250 ug/11500 pg/l - - - -

72 50 pg/l 100 pg/l {250 ug/1{500 pg/1| 500 pg/l | 750 pg | 750 ug/1| 1000 pg/l

96 50 pg/l 100 pg/l  [500 pg/1|750 pg/l| 25 pg/l 50 ug - -

120 50 pg/l 100 pg/l  [500 ug/1|750 pug/l| 25 pg/l 50 ug - -

42. dbra Vad tipusu zebradaniéo embridk zearalenon kezelése soran megfigyelt fejlodési rendellenességeket
kivaltoé legalacsonyabb koncentraciok (LOEC), valamint a rendellenességet még nem okozd koncentraciok
(NOEC) (hpf: a megtermékenyitéstdl szamitott 6rdk szama).

Az Aaltalanos, mérgezésekre jellemzd fenotipusos elvéltozasok mellett két, zearalenonra vagy
Osztrogenikus anyagokra jellemzod rendellenességet figyeltem meg. Normalis fejlodésti zebradanio
embriokban a test korvonalan korbefutd pigmentsav a faroktiszé eredési helyénél megszakad. 72

orés koru embridkban a pigmentsav 500 pg/l zearalenon koncentracié folott folyamatos maradt (43.

abra).

\
500 pg/l M
Afl

Kontroll =

43. dabra 72 6ras embriokban zearalenon kezelés hatasara 250 pg/l koncentracié folott a testen korbefutd
pigmentsav a faroktszo eredési helyénél (a nyilakkal jeldlt teriileten) nem szakad meg.

48 6ras korban 500 pg/l koncentraciotol az embriok teste felfelé (dorzélis iranyba) gorbiilt, amely

abnormalis szem- ¢és szivfejlodéssel jart. A torzulas 72 oOras kortdl mar egyértelmii

koncentraciofiiggést mutatott (44, 45. abra). Ezt a fenotipust korabban mas dsztrogenikus anyagok

hataséra is megfigyeltem, 5 napos korban.
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zebradani6 larvakban (DE — dezintegralt embrido, PE — perikardialis 6déma,YE — szikodéma, TM —
faroktorzulas, BS — gorbiilés). Az embriok sziv- és szemfejlodési rendellenességeket is mutattak.

100 >0

testgorbiilés (%)
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00—.-"0&:
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DO LI o

ZEA koncentraci6 (ug/l)

45, abra Zearalenonnal kezelt embriokban jelentkezd, hati iranyu testgorbiilés alapjan, 72 oras korban felvett
dozis-hatas gorbe.

5.5.2 A zearalenon Osztrogénhatiasanak mérése vitellogenin indukci6 alapjan

A zearalenon Osztrogénhatasti anyag 1évén koncentraciofiiggden serkenti a vitellogenin termelést.
Az indukcid mértékét kifejlett zebraddnid tejesekben mértem ELISA moddszerrel, valamint

larvakban és tejesekben valos idejli kvantitativ PCR segitségével.

5.5.2.1 Kifejlett himeken végzett vitellogenin merések
A vitellogenin kifejez0dés serkentéséhez ivarérett zebraddni6 himeket 21 napon 4t kezeltem

oldatat hasznaltam. A kezelémedencékbe 4 naponta friss kezeldelegy keriilt. Az analitikai
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vizsgélatok eredménye alapjan a zearalenon koncentracié a nomindlis (vart) koncentracio 64 és 134
%-a kozott mozgott a kezeld elegy frissitését megeldzden (a 4. napon), de az esetek tobbségében az
OECD altal eldirt = 20%-os tartomanyban maradt.

A kezelést kovetden az egyes himekbdl szadrmazo teljes test homogenizatumokat két részre
osztottam. Az egyikben a vitellogenin fehérje szintjét mértem ELISA mddszerrel, a mésikban a vtgl
MRNS szintjét vizsgaltam. A kétféle vizsgalatot azért végeztem el, hogy Osszevethessem a fehérje és
MRNS szinten mérhetd indukcidt. Az embridk tulsdgosan kis méretlieck ahhoz, hogy megfeleld
mintat szolgaltassanak az ELISA vizsgélatokhoz. Valdés idejii PCR vizsgalatokhoz azonban
alkalmasak, ezért egy olyan duplex real-time PCR moddszert dolgoztam ki, amellyel egy reakcioban
vizsgalhato a vitellogenin és a viszonyitasi alapként szolgald referencia gén (f5-aktin) szintje. A
modszert eldszor a kifejlett himek mintdin alkalmaztam.

A zearalenon minden vizsgalt tomeénységben kivaltotta a vitellogenin koncentraciofiiggd
termelddését, bar szignifikans eltérés a negativ kontrollhoz képest csak a legnagyobb

koncentracioban volt tapasztalhato (46. abra).

2.0x10%
1.5x10%
1.0x10%
5.0x107+

1.0%10°%1

VTG (ng/g hal)

5.0%10%1

0,1 ngll ZEA
10 ng/l ZEA

=}
=
-
=
=}
=
>
=
o
a8

Negativ kontroll
1000 pg/l ZEA

46. abra Vitellogenin termel6dés mérése zearalenon hatasara ivarérett himekben, ELISA modszerrel, teljes
test homogenizatumbol. A jobb oldalon az ELISA plate fotdja lathato, a jobb oldalon a vitellogenin
sztenderdhez viszonyitott fehérjeértékek ng-ban kifejezve, 1 g halra vonatkoztatva. Az eredményeket
egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) vetettem G6ssze (***: P<(0,001) (ZEA: zearalenon,
Pozitiv kontroll: 100 ng/l 17-B-6sztradiol, VTG: vitellogenin fehérje).

A wvalés ideji PCR aldtdmasztotta az ELISA eredményét, a zearalenon altal kivaltott
koncentraciofiiggd vitellogeninvalaszt. MRNS szinten a vitellogenin szignifikans indukcidjat a

pozitiv kontrollban valamint 10 és 1000 pg/l zearalenon kezelés esetén tapasztaltam (47. ébra).
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47. abra Vitellogenin-1 mRNS szint mérése zearalenonnal kezelt zebradanié himekben, valds idejii
kvantitativ PCR-rel. Az adatokat egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) értékeltem (**:
P<0,05, ***: P<0,001) (ZEA: zearalenon, Pozitiv kontroll: 100 ng/l 17-B-6sztradiol, vtgl: vitellogenin-1
mMRNS).

A két modszer eredményeinek normalizalasat kovetden (%) az mRNS és fehérje szintli indukciot
Pearson korrelaciéval vetettem 0Ossze. Az eredmények magas szintli, statisztikailag igazolhatod
Osszefiiggést mutattak (R’= 0,9789, p=0,0037). A real-time PCR modszer ez alapjan jo alternativa

lehet a vitellogenin indukci6 vizsgalataban.

5.5.2.2 Vitellogenin szint mérése embriokorban

A mérésekhez a FET tesztbdl szarmazd, 5 napos embriokbol képzett csoportokat hasznaltam (10
embrid/csoport). A zearalenon a legalacsonyabb koncentracio (0,1 pg/l) kivételével embridkorban is
koncentraciofiiggden serkentette a vitellogenintermelést, bar bizonyos koncentracidkban kissé
visszaesik. Szignifikans indukciot az 5 pg/l és afolotti koncentraciok tudtak kivaltani. A legnagyobb
mértékll indukcidt a 250 pg/l-es kezelés esetén mértem, magasabb koncentracidkban a vitellogenin
termelddeés fokozatosan visszaesett. Az embrioteszt eredmények alapjan az embriok 10%-anak
pusztuldsahoz 335,1 pg/l zearalenon koncentracid sziikséges. Ennél toményebb oldatokban az
embriok sejtjei, igy a madjsejtek is karosodnak, ami feltételezhetéen a vitellogenin indukcid
hanyatlasat okozza (48. abra), ezért a toxikologia vizsgalatokban altalanos eldiras, hogy molekularis
vizsgalatok csak LCjo alatti koncentraciokban végezheték. Az adatok nagymértékii szorast
mutattak, ami Osszefiiggésben allhat a vitellogenin in situ hibridizacional megfigyelt egyedi
kiilonbségekkel (4.4 fejezet).
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48. dbra Zebradanio embriokban mért vitellogenin indukcié mértéke 5 napos korban, zearalenon kezelés
hatasara. A szignifikanciaszintet egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) vizsgaltam (*:
p<0,01**: p<0,05, ***. p<0,001) (ZEA: zearalenon, Pozitiv kontroll: 100 ng/l 17-B-Gsztradiol, vtgl:
vitellogenin-1 mRNS, LCy4. az embridk 10%-anak pusztulasat okozé zearalenon koncentracio).

Az eredmények alapjan az LCyg ald esd koncentraciok bevonasaval dozis-hatas gorbét vettem fel
(49. abra). A gorbe alapjan meghataroztam a maximalis vitellogenin indukcio felének kivaltasahoz
szlikséges zearalenon koncentraciot (ECso=1,648 pg/l). A pozitiv kontrollban tapasztalt vitellogenin

indukcid nagyjabol a 100 és 250 pg/l toxin altal kivaltott vitellogenin vélasz kozé tehetd.
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49. abra Zearalenon-vitellogenin dozis-valasz gorbe 5 napos zebradanié embridkon végzett real-time PCR
eredményei alapjan (ZEA: zearalenon, vtgl: vitellogenin-1 mRNS).
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6 Kovetkeztetések és javaslatok

Az elmult évtizedekben a kornyezetbe keriilé szennyezdanyagok, koztiik a hormonhatast anyagok
vizsgalata egyre inkabb a figyelem kozéppontjaba keriil. A kdrnyezeti toxikoldgia és az anyagok
kimutatasara alkalmas mddszerek tarhdza ezért folyamatosan boviil.

A halak kiemelt szerepet toltenek be a hormonhatasu €s az dsztrogénhatdsu anyagok vizsgalataban.
Szamos gén (8sztrogén receptor, aromatdz, koriogenin H, vitellogenin) dsztrogénhatasra aktivalodik
(Lee et al., 2002.). A géntermékek kimutatasa molekularis bioldgiai modszerekkel fehérje vagy
MRNS szinten is lehetséges, viszont az allat feldldozésaval jar. A transzgénikus technologidk
fejlodésével és a fluoreszcens fehérjék felfedezésével megnyilt az ut a bioszenzor vonalak
létrehozasa felé, amelyek segitségével in vivo vizsgalhatova valik pl. egy Osztrogénérzékeny gén
aktivalodasa. A kozelmultban tobb Osztrogénhatdst kimutatd bioszenzor vonalat hoztak létre
laboratériumban hasznalt halmodellekbol, medakabol és zebradaniobol. A munkam kezdetekor
vitellogenin és koriogenin H indukcidjat kimutaté medaka vonalak (Zeng et al., 2005; Kurauchi et
al., 2005) ¢és tobb, Osztrogén receptor aktivalodasat vizsgald zebradanié vonal (Legler et al., 2000;
Tong et al., 2009) volt ismert. Id6kozben egy Osztogén valaszelemeket felhasznald tranziens
vizsgalati rendszer és harom 11j bioszenzor zebradanid vonal jelent meg az irodalomban (Gorelick és
Halpern, 2011; Lee et al., 2012-1, 2012-2) koztiik egy vitellogenin transzgenikus zebradanié vonal
(ere-zvtgl:gfp) is (Chen et al., 2010).

Az eddig leirt vonalakat plazmid vagy transzpozon vektorral hoztdk 1étre, kisebb promoter
szakaszokkal (500 és 3005 bp). Az altalam Iétrehozott vtgl:mCherry transzgenikus vonal az eddig

l1étrehozott bioszenzor vonalak koziil a legnagyobb természetes promoter szakaszt hordozza.
6.1 A vtgl:mCherry transzgenikus vonallal kapcsolatos kovetkeztetések

6.1.1 A vitellogenin-1 promoter elemzése

A gének Osztrogénvalasza a promoter régid Osztrogénérzékenységétdl fiigg, amelyben az
Osztrogénvalasz elemeknek nevezett szekvencidk kulcsfontossagiiak. Ezért egy bioszenzor vonal
kialakitasa soran fontos szempont, hogy a beépitendd promoter régid Osztrogénvalasz elemeket
hordozzon. A vtgl:mCherry transzgenikus vonal 1étrehozasa soran elsé 1épésben a vtg-1 kodolod
helyet, majd szabadon hozzaférhetd transzkripcids faktorokat azonosité programok segitségével és
manualis szekvenciaazonositassal kerestem az Osztrogénvalasz elemeket. A génkonstrukcioba
épitett 3357 bp hosszisaghh promodter szakaszon Osszesen 26 olyan szekvenciat azonositottam,
amelyeknek szerepe lehet az Osztrogénreceptorhoz kotott valaszban. Ezzel szemben az ere-
zvtgl:gfp vonal (Chen et al., 2010) 1étrehozasa soran alkalmazott 1700 bp-os szakaszon csupan 12
hasonld régio talalhatd. A kifejezetten Osztrogénvalasz elemek azonositasara szolgdllo DRAGON

ERE Finder alkalmazas nem ismert fel sztrogénvalasz elemet ezen az 1700 bp-0s szakaszon, a
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vtgl:mCherry transzgén konstrukcid promoter szakaszan viszont egy teljes szekvenciat azonositott (
9. melléklet, 50. abra). A szekvencia az alkalmazas szerint ij ERE szekvencianak szamit.

Az azonositott szekvenciarégiok atfednek, az 0j transzgenikus vonalhoz hasznalt promoterszakasz
osszesen 17 ERE régiot hordoz, ezzel szemben az ere-zvtgl:gfp vonalban csak 8 szakasz talalhato
(50. abra).

~ vtgl prom 3357 bp

v

- vtgl prom Chen 2010

\
’

| 3357

50. dbra A vtgl:mCherry (vtgl prom 3357 bp) és az ere-zvtgl:gfp (vtg prom Chen2010) vonalba épitett
prométer szakaszokon azonositott, Osztrogén valaszban szerepet jatszo szekvenciak (piros, kék, vilagoskék,
z0ld, sarga, rozsaszin: manualisan azonositott 2 ERE elemek, narancs: ALGEN PROMO, barna:
MATINSPECTOR, sziirke: DRAGON ERE FINDER programokkal azonositott ERE szekvenciak).

Chen ¢és munkatarsai az alkalmazott promoter segitségével nem tudtak megfeleld érzékenységii
vonalat 1étrehozni, ami valoszinilileg az 6sztrogénvalasz elemek alacsony szamanak, vagy az ,,0j
ERE szekvencia” hianyanak koszonhet6. Ezért a promoter régio elé egy mesterséges ERE
szekvenciat épitettek. A vtgl: mCherry bioszenzor vonal kizardlag a természetes promotert
hordozza, ezért jobb kozelitéssel adhat valaszt az anyagok valos Osztrogénhatasanak vizsgalataban.
Az eddig leirt 6sztrogénhatast vizsgdld vonalakat plazmid vagy transzpozon vektorral hoztak 1étre,
kisebb promoter szakaszokkal (500 és 3005 bp). Az altalam 1étrehozott vtgl:mCherry transzgenikus
vonal az eddig létrehozott bioszenzor vonalak koziil a legnagyobb természetes promoter szakaszt
hordozza.

6.1.2 Kldénozés

Elséként egy hosszabb, 4082 bazisparbol all6 promdter szakaszt terveztem a konstrukcioba épiteni.
Azonban az els6 klonozasi 1€pés utan nem sikertilt olyan plazmidot azonositani, amely a fragmentet
hordozta volna. Elképzelhetd, hogy a plazmidba ilyen méretli szakasz mar csak kis eséllyel épithetd
be, de az is lehetséges, hogy a klonozas sikeres volt, de a nagyméretii vektort nem sikeriilt hdsokk
transzformécioval az alkalmazott kompetens sejtbe juttatni. A konstrukcidt ezért egy kisebb
promoter szakasszal (3357 bp) hoztam létre, amely minddssze 2 feltételezett Osztrogénvalasz
szakasszal (6 szekvencia) hordoz kevesebbet, mint a hosszabb szakasz. A teljes ERE szekvencia
mindkét szakaszban megtalalhato (50. abra).

A rovidebb prométer szakaszt két egymast kovetd, helyspecifikus rekombinacion alapuld klonozasi
lépéssel (BP és LR) juttattam be a végsd, Tol2 karokat hordozo vektorba. Az LR reakcid
eredményeként 3 féle, beépiilt fragmentet hordoz6 vektor jott létre. A plazmidok egy részébdl
mindkét szekvenciat hordozo, teljes génkonstrukcid keletkezett. Néhany plazmidba viszont csak a
fluoreszcens fehérjét kodolo szakasz, vagy csak a promoter régié épiilt be. Ezek a vektorok a

késébbiekben jol hasznalhatéak jabb konstrukciok épitéséhez, az elébbibe promoter, az utdbbiba
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mas szinii fluoreszcens fehérje gén klénozhatd. Igy lerovidithetd az tjabb konstrukciok

1étrehozéasahoz sziikséges 1do.

6.1.3 Avtgl: mCherry vonal létrehozésa

A vtgl promoter régiot és a fluoreszcens fehérjét (mCherry) kodold, Tol2 karokat hordozo
transzpozon vektort mikroinjektalassal 1-2 sejtes zebraddnidé embriok szikdllomanyéaba juttattam.
Ezt kovetden vizsgaltam a fluoreszcens jel tranziens kifejez0dését 0sztrogénindukciod hatdsara. A
szem, a szik és a vesék teriiletén aspecifikus kifejez6dést figyeltem meg, ami a tranziens
génkonstrukciok esetén gyakran megfigyelhetd (Miiller Ferenc személyes kozlés). A szikben a
fluoreszcens jel a kés6bbi generaciokban is fennmaradt, és latszolag az alacsonyabb koncentraciok
hatasara adott erdsebb jelet. A jelenség okat nem sikeriilt megfejteni. Feltételezhetd lenne, hogy a
konstrukciorol képzédd termék a vitellogeninhez hasonléan kijut a majbol és a fejlédé oocytak
szikébe ¢épiil. De a feltételezést két tény is cafolja. Egyrészt ha a hipotézis igaz lenne, a
transzgenikus ndstények petefészkében is latnunk kellene a fluoreszcens jelet. A ndstényekben
azonban csak a majban figyelhetd meg az mCherry kifejez6dése. Emellett ismert tény, hogy a
vitellogenin fehérje receptorhoz kotott endocitdzis révén jut be a petesejtekbe. A receptorok a
vitellogenin fehérjén talalhato szignalt ismerik fel (Davail et al., 1998). Ez a konstrukciorol képzodé
termékre egészen biztosan nem jellemzd, mert a vektor csak a vitellogenin promoéter régiot
hordozza a vitellogenin gén szekvenciabol. Elképzelhetd, hogy a termék valamilyen médon anyai
MRNS form4ajaban a szikbe keriilhet, de ez igen merész feltételezés. A dolgozat célja egy
transzgenikus vonal létrehozasa volt, ezért a jelenséget mélyrehatobban nem vizsgaltam.

A tranziens vizsgalatok mellett az injektalt embridk egy részét felneveltem, majd létrehoztam a
vonal kovetkezé generacidit. A PO nemzedékbdl az egyedek kb. 25%-a adta tovabb a konstrukciot
utddainak. A Tol2 vektorokkal elméletileg ennél nagyobb hatékonysag érhet6 el (40-50%). Mas
transzpozon vektorokkal szemben a Tol2 vektorok elénye, hogy a konstrukcié beépiilésének
hatékonysagat a beépitett fragment mérete nem befolyasolja (csokkenti) (Kawakami, 2007).

Elképzelhetd, hogy esetiinkben a mikroinjektalas hatékonysaga volt valamivel alacsonyabb.

6.1.4 Az Osztrogénvalasz kialakuldsanak kezdete

A vitellogenin transzgenikus vonalak nagy eldnye mas Osztrogénhatdst vizsgald vonalakkal
szemben, hogy a gén promoter régidja szdvetspecifikusan miikodik, ezért a génkonstrukciokrol
szarmazo jel csak a majban jelenik meg. Az aromatdz transzgenikus zebraddni6 vonalban
(cyp19alb-GFP, Tong et al., 2009) is szovetspecifikus fluoreszcens fehérje kifejezddés figyelhetd
meg az agyban. A gén azonban Osztrogén indukcio nélkiil is viszonylag magas alap expresszios
szintet mutat. A kontroll embridkban is megfigyelheté zold fluoreszcens jel nehezebbé teszi a
kisérletek kiértékelését. A vitellogenin transzgenikus vonalakban a riporter 6sztrogénhatas nélkiil
nem Iép miikddésbe, ezért egyértelmi igen-nem valaszt ad.

A zebradanié méja a megtermékenyitést kovetd 6. draban (6hpf) kezd kialakulni, és az 50. ora (50

hpf) utan kezd el miikddni. Els6ként a bal oldali méjlebeny jon létre, majd 96 6rds korban a jobb

99



10.14751/SZIE.2014.049

oldali majlebeny is megjelenik. A mdj végleges forméja az 5. nap kornyékén (120 hpf) alakul ki
(Ober et al., 2003; Tao és Peng, 2009).

Feltételeztem, hogy a maj csak késébb kezd vitellogenint termelni. A létrehozott vonal F3
nemzedékének 0 dpf kort embrioit ezért 200 ng/l EE2-vel kezeltem, majd naponta vizsgaltam a
fluoreszcens jel megjelenését. Az indukcio a 2.-3 napt6l volt megfigyelhetd. A maj novekedésével a
fluoreszcens teriilet nagysdga is fokozatosan ndtt az embridk 5 napos koraig. Az eredmény
O0sszhangban van Chen ¢és munkatarsai (2010) megfigyeléseivel. Vizsgalataik szerint a maj az
embri6 2-3 napos koratol képes Osztrogénhatasra vitellogenint termelni. A géntermék annal késébb
jelenik meg, minél alacsonyabb koncentracioban alkalmazzak az 6sztrogént. Az altaluk 1étrehozott
vonal (ere-zvtgl:gfp) z6ld fluoreszcens fehérje termelése is ugyanezt az eredmény mutatta, hiien
igazodott a vitellogenin termelddéshez.

Megéllapitottam, hogy a vtg transzgenikus vonalak kezelését elegendd 3 napos korban elkezdeni, a
mas vonalakon alkalmazott 0-1 dpf korban kezdett vizsgalatokkal szemben (16. tablazat).

A vitellogenin transzgenikus vonalakkal szemben az aromatdzt alkalmazo6 bioszenzor zebradanid
vonallal (cyp19alb-GFP, Tong et al., 2009; Brion et al., 2012) az anyagok Osztrogénhatasa mar
alacsonyabb koncentraciok esetén is kimutathaté az embriofejlodés 3. napjan. A fluoreszcens jel
azonban joval kisebb teriiletre korlatozodik, mint a m4j, ezért az embridkat nagyobb felbontasban
kell vizsgalni. Emellett a gén alapszintli expresszidja (amely nem azonos a kezeletlen embriok
esetén) tovabb neheziti a kiértékelést. A kiértékelés megkezdése elott meg kell hatarozni azt a
kiiszobértéket, ami f616tt a fluoreszcens jel erdssége mar indukcidnak szamit.

A transzgenikus vonal F1 ivarérett him egyedein is vizsgaltam a konstrukcio milkddésének
kezdetét. A halakat 5-100 ng/l E2 oldatokkal kezeltem, majd naponta vizsgaltam a fluoreszcens jel
megjelenését. A riporter valasza a kezelés 4. napjatdl valt lathatovd, minden alkalmazott
koncentracioban. Ezzel szemben Rose €s munkatérsai (2002) ELISA moédszerrel végzett vizsgalatai
szerint zebraddnid himekben a vitellogenin valasz kialakuldsahoz (E2 és EE2 kezelés esetén) 5 nap
sziikséges. Chen és munkatarsai (2010) az ere-zvtgl:gfp vonalban mar a kezelés 2. napjan is
megfigyelték a fluoreszcens jel kialakulasat, igaz, a joval er0sebb Osztrogénhatasu anyag, EE2 100
ng/l-ben alkalmazott koncentracidja esetén. Az embriokon végzett vizsgalathoz hasonldan azt
tapasztaltak, hogy a vitellogenin indukcié kezelés kezdetétél szamitott megjelenése
koncentraciofiiggd. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a dolgozatban bemutatott bioszenzor vonal is
képes lenne magasabb koncentraciok hatdsara mar a 2. napon indukciét mutatni. Emellett
valoszintileg érzékenyebb, mint az ere-zvtgl:gfp vonal, mert a gyengébb Osztrogénhatasti E2 igen
még alacsonyabb koncentraciok kimutatasara is alkalmas, mivel az ere-zvigl:gfp vonal a
legalacsonyabb koncentracidban csak 7 nappal a kezelés kezdete utan kezdte el a zold fluoreszcens
fehérjét termelni. A legalacsonyabb kimutathatoé Osztrogénkoncentracio (LOEC) az ere-zvtgl:gfp
transzgenikus zebradani6 vonal esetében 0,1 ng/l EE2, a vitellogenin transzgenikus medaka vonal
(Zeng et al., 2005) esetében pedig annal joval magasabb, 50 ng/l EE2 volt. A vtgl:mCherry
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zebradaniok érzékenységének pontos megallapitdsahoz kifejlett korban még tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.

6.1.5 A vtel:mCherry zebradanidé vonal dsztrogénérzékenysége embridkorban

A létrehozott vonal 6sztrogénérzékenységét mas modellekkel O0sszevetni nehéz feladat. Az eddig
leirt bioszenzor vonalakat mind mas-mas protokoll szerint tesztelték, altalaban fiatal larva vagy
feln6tt korban (18. tablazat). Az pEREtata-Luc transzgenikus zebradanié vonal kezelését példaul 6
hetes korban végezték, 48 vagy 96 oras kitettséget kovetden (Legler et al., 2000). Ennek oka, hogy
a zebradani6 Osztrogén receptorai az ivarszervek differencidlodasanak kezdetét (28 dpf) kdvetden
joval nagyobb mértékben fejezddnek ki, mint a korabbi fejlodési stadiumokban. A vonal igy 100
nM, azaz kb. 27 pg/l 17-B-6sztradiol szinttdl volt képes kimutatni az Osztrogénhatast. A késébb
kifejlesztett ERE transzgenikus vonalakat mar egynél tobb ERE elem beépitésével hoztak Iétre,
ezért érzékenységiik felillmulja az els6 Osztrogénhatast kimutatod vonal érzékenységét (16. tablazat).
Az elmult évtizedben az allatvédelmi torvények szigorubba valtak, és a kisérlettervezéskor egyre
inkabb kovetelmény a 3R stratégia. A halak és kétéltliek larvait azonban a taplalkozo kor eléréséig
(zebradanié esetében 5 dpf korig) a jelenleg hatdlyos rendszabalyok nem tekintik €16 allatnak
(Animals (Scientific Procedures) Act 1986 of the UK, Directive 86/609/EEC Art. 2b of the
European Union). Ezért mind inkabb olyan tesztelési protokollok kidolgozasa keriil el6térbe,
amelyek legfeljebb a taplakozo kor eléréséig, vagy a legfrissebb allaspont szerint az uszohodlyag
megjelenéséig tartanak. Igy az aromatiz enzim aktivalodasat kimutatd zebradaniora (cypl9alb-
GFP) kidolgozott tesztmoddszer sordan mar az embridkat korabbi fejlédési stddiumban, 5 napos
korban vizsgaljak. Az eddig létrehozott legérzékenyebb, tandem ERE szakaszokat hordozo
zebradanié modell mar 3 napos korban is megbizhat6 eredményt ad (Lee et al., 2012-1).

bioszenzor vonal referencia tesztelés kezdete idétartama LOEC (E2)
pliz)lir'zltzl-lli_éuc Legler et al., 2000 6 hetes kor 48 vagy 96 h 100nM=27 pg/l
radin | Halpom 2011 | 66hf 72h 500 ngf
Gi‘;“Ef';ZEe'bTr ﬂzﬁ;ié Lee et al., 2012 0 hpf 72h 5-10 ng/l
pMVr:]' Sj;(iGFP Zeng et al., 2005 3 hénapos kor | 30 nap (boncolva) 100 ng/I
ere-zvigl:gip | oo eral. 2010 7 dpf 13 nap 100 ng/l

zebradanio

Tong et al., 2009
(Brion et al., 0 dpf 5 nap nincs adat
2012)

16. tablazat Az 6sztrogénhatast kimutatd bioszenzor halak érzékenysége és a tesztelések idotartama

cypl9alb-GFP
zebradanio

A dolgozatban bemutatott transzgenikus vonal érzékenyebbnek tlinik az eddig leirt, természetes
promotert hordoz6 medaka és zebradanio vonalaknal. A kezelés a leirt protokollokkal szemben 3
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napos korban kezdddik és az embridk 5 napos koraig tart. A vonal a 3 napos kitettséget kovetden
mar képes kimutatni 100 ng/l 17-B 6sztradiol hatasat. Ezzel szemben az ere-zvtgl:gfp vonal ezt a
koncentraciot csak 13 nap kezelést kovetden mutatja ki, az aromatdz bioszenzor vonal pedig 130
ng/l koncentraciotol reagal az anyagra. A vitellogenin aktivalédasat kimutatdé medaka vonal
(PMVTG1-EGFP) csak kifejlett korban képes ezt a koncentraciot kimutatni, és a fluoreszcens jel
csak a halak felboncolasat kdvetden valik lathatova, azaz az in vivo érzékenység ennél alacsonyabb.
A vtgl:mCherry vonal érzékenységét csupan a legajabb, szintetikus ERE szekvencidkat hordozo
vonal (3pERE-TATA-Gal4ff) mulja feliil (18 tablazat), ami a nagyszamu beépitett ERE szakasznak
koszonhetd. A természetes promoterek ilyen mennyiségben nem hordoznak ERE szakaszokat.

Erdekes, hogy az altalam kialakitott Gj vonalban még a 4. generacioban is jellemzd, hogy a
kezeléseket kdvetden nem jelenik meg minden utédban 5 napos korra a fluoreszcens jel. A vilagitd
embriok szama anyag és koncentraciofiiggd. Ugyanezt figyelték meg a zold fluoreszcens fehérjét
termeld zvtgl:gfp transzgenikus vonal és a tandem ERE szakaszokat hordozo 3pERE-TATA-Gal4ff
zebradanio vonal esetében is. Ennek igazolasara whole mount in situ hibridizacioval vizsgaltam az
endogén vitellogenin kifejez0dését a majban gyenge és erds jelet ado és a fluoreszcens jelet nem
mutatd embridkban. A hibridizacio eldtt az embriokrol fluoreszcens felvételeket készitettem, majd
az mCherry-t kifejez6 teriileteket sszevetettem a vitellogenin in situ hibridizacion megmutatkozo
kifejezdési helyével. Bar az dsszevetést nem lehet pontosan elvégezni, mert az embriok az in situ
hibridizaci6 soran torzulnak, egyértelmiien kideriilt, hogy azok az embridk, amelyekben a
fluoreszcens jel gyenge volt a vitellogenint is alacsonyabb szinten és ugyanazon a teriileten fejezték
ki. A vitellogenin kifejez6dését nem transzgenikus, vad tipusi embriokban is vizsgaltam, és
megallapitottam, hogy a vitellogenin kifejezédése nagy szorast és egyedi érzékenységbeli
kiilonbségeket mutat. A jelenséget feltehetden az Gsztrogén receptor mikodését befolyasold egyéb
faktorok okozzak. Amennyiben ezek a faktorok genetikai eredetiiek, egyszerii szelekcidval

kiszelektalhatok a legérzékenyebb genotipusok és csokkenthetdk az egyedi kiilonbségek.

6.1.6 A vtgl:mCherry zebradinid vonal osztrogénérzékenysége ivarérett halakban

Jollehet, az eldirdsok miatt minél fiatalabb korban célszerli elvégezni a vizsgalatokat, a zebradanio
Osztrogénérzekenysége az ivarszervek kialakulasdnak kezdetétdl fokozatosan nd (Legler et al.,
2000). Emellett a ,,receptordsszetétel” is valtozik. Legler és munkatdrsai (2000) az ERa mar 1
napos korban is kifejezddik, de a zebradanié embridok majaban 5 napos korig csak az ERB2 receptor
talalhato meg (Gorelick €s Halpern, 2011). Mas vizsgalatok szerint az ER-ok a majban valosziniileg
mar 1 dpf korban is miikddnek (Lee et al., 2012), de a sejtek még nem képesek vitellogenint
termelni (Chen et al., 2010). Chandrasekar ¢s munkatarsai (2010) mélyrehatobb vizsgalatai szerint
az Osztrogén receptorok az embrido 3 oras koraban kezdenek kifejezddni. Kezdetben a harom
receptortipus kozel azonos mennyiségben jon létre, majd a esr2a gén (ERSI) kifejezddése
fokozatosan csokken €s ezzel parhuzamosan né a ERa és ERB2 receptorokat kodolo gének (esrl és
esr2b) kifejezédése. 5 napos korban az ERa talsulya jellemzd, de jelentés az ERB2 jelenléte is.

Kifejlett egyedek majaban mar mindharom 6sztrogénreceptor megtalalhatd, legnagyobb szamban az
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ERB1 (esr2a), kisebb szamban az ERB2 ¢és az ERa. Ez alapjan egyértelmii, hogy a kifejlett

zebradaniok madja joval érzékenyebb, mint az embridké, illetve valoszinlileg olyan anyagok
kimutatasara is képes, amelyekre embrid/larva korban még nincs lehetdség.

A vtgl:mCherry vonal érzékenységét ezért kifejlett korban is vizsgaltam. Kezeléseket eddig még
csak az F1 generacio him egyedein végeztem, 17-B-6sztradiol kiillonb6zé koncentracidival. Dozis-
hatas gorbéket nem vettem fel, mert ebben a stidiumban még a vonal nem volt homogén, és a
vizsgalt egyedek a konstrukciora nézve hemizigotak voltak, azaz a kromoszémaparok egyik tagjan
hordoztak a beépiilt szekvenciat. Az érzékenység mégis szembetind volt, a halak mar a
legalacsonyabb alkalmazott koncentraciora (5 ng/l) is egyértelmii valaszt adtak 4 nap kitettséget
kovetden. A zvtgl-gfp vonalban ugyan az ivarérett himek 0,1 ng/l a-etinil-sztradiolt ki tudtak
mutatni, de csak 7 nap kitettség utan, a medaka vonal pedig csak 100 ng/l 17-B-6sztradiol
koncentraciotdl képes az Osztrogénhatas kimutatdsara, 30 nap kezelést és boncolés kovetden. Az a-
etinil-osztradiol az 17-B-0sztradiol-nal joval er6sebb Gsztrogénhatassal bir, a kiilonbség nagyjabol
16,5-6s (Rose et al., 2002).

A vtgl:mCherry transzgenikus vonal kifejlett, kezeletlen ndstényeinek majaban a fluoreszcens
fehérje olyan erdsen fejezddik ki, hogy a pigmentalt testfalon keresztiil is igen intenziv jelet ad. Az
ere-zvtgl:gfp vonal ikrasaiban a zold fluoreszcens fehérje jele ezzel szemben kezelés nélkiil csak
gyengén kivehetd. Bar kozvetlen 6sszehasonlitasra eddig nem volt lehetdség, a rendelkezésre allo
adatok alapjan feltételezhetd, hogy az 1j transzgenikus vonal kifejlett korban is érzékenyebb, mint a
Chen és munkatarsai (2010) altal létrehozott vonal vagy a medaka vonal. A kifejlett korban

jellemzo érzékenység pontos megallapitasdhoz azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

6.1.7 A vtgl:mCherry zebradiani6 vonal vizsgdlata kiillonb6z6 Osztrogénhatast anvagokkal

A létrehozott vonal érzékenységének meghatarozasahoz a vonal F4 embrioit 17-8-0sztradiol, 17-a-
etinilosztradiol, zearalenon, biszfenol-A, nonilfenol és atrazin kiilonb6zo6 koncentracioival kezeltem
3-5 dpf korig. Az eredmények alapjan dozis-hatas gorbéket vettem fel.

Az embriok a 17-B-6sztradiolt 100 ng/l, a 17-a-etinilosztradiolt 1 ng/l, a zearalenont 100 ng/l, a
biszfenol-A-t 1 mg/I-t6] tudtak kimutatni, a jeler6sség alapjan 8,304; 0,1064; 9,68 és 2198 ug/l, a
fluoreszkaldo embriok szama alapjan pedig 6,46; 0,2308; 7,31 és 2530 ng/l ECsp értékekkel. A két
kiértékelés alapjan kapott értékek kis mértékben térnek el. Kivételt képez az 17-a-etinil-osztradiol,
ahol az embriok szama alapjan a vonal lényegesen érzékenyebbnek tlinhet. Az eltérés oka a
magasabb koncentraciok altal kivaltott nagy fluoreszcens jelerdsség, ami még akkor is fokozddik,
amikor a fluoreszkald embriok szama mar alig valtozik. gy érdemes lehet a két kiértékelés alapjan
egy Osszevont értéket képezni (pl. a két érték szorzatabol), amellyel a vonal érzékenységét még
pontosabban meg lehetne adni. Az 1j vitellogenin transzgenikus vonal érzékenysége a kornyezetben
vagy az elfolyd vizekben eléforduld koncentracidtartomanyokba esik, ezért a kifejlesztett tesztelési
protokoll mellett bioszenzor vonalként kdrnyezeti mintdk tesztelésének hatékony eszkoze lehet. A
legtobb leirt 6sztrogénszenzitiv vonal esetében dozis-hatds gorbéket embridkorban nem vettek fel.
A zvtgl:gfp vonal a 17-B-6sztradiolt 100 ng/l, a zearalenont 50 ug/l, a biszfenol-A-t 1 mg/l
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koncentraciotdl mutatta ki. A hatarértékek a zearalenon kivételével hasonloak, viszont a kezeléseket
7 napos korban kezdték és 20 napos korig végezték, amikor az Osztrogén receptorok szdma mar
magasabb, mint 5 napos korban. Az aromataz bioszenzor vonal esetében felvett dozis hatas gorbék
alapjan a 17-B-0sztradiolra 0,48 nM (=130 ng/l), a 17-a-etinilésztradiolra 0,013 nM(= 3,85 ng/l), a
zearalenonra 16 nM (5093 ng/l), a biszfenol-A-ra 3303 nM (754,04 pg/l) ECs értékek jellemzoek.
A kezeléseket 0-5 dpf korig végezték. Az értékek alacsonyabbak, mint az 0j transzgenikus vonal
ECs értékei, azonban bar a legalacsonyabb kimutathatd koncentraciokat a publikacioban nem irtak
le, az abrak alapjan az értékek kozel esnek vagy alig alacsonyabbak, mint a vtgl:mCherry vonal
értékei, de Ugy tlnik, az agyi aromataz a biszfenol-A-ra érzékenyebb. A kiilonbségek f6 oka a
gének érzékenységének eltérése, valamint a két teriileten kifejez6do, eltéré szamu ¢€s tipust
Osztrogén receptorokkal magyarazhaté. Az aromatdz aktivalodasat kimutaté vonal vizsgalata
viszont nehezebben megoldhatd, mint a vitellogenin transzgenikus vonalé. A fluoreszcens jel
kifejez6dés igen kis teriiletre korlatozodik, ezért a vizsgalatokat konfokalis mikroszkoppal
végezték. Emellett az aromatdz (igy a fluoreszcens jel is) kezelés nélkil is kifejezédik, igy a
kiértékelés sordn meg kell adni azt az alap kifejezddési szintet, ami folott mar indukciorol
beszélhetiink. Ezzel szemben a vitellogenin transzgenikus vonalban a fluoreszcens jel joval
nagyobb teriiletet érint (mdj), és a kezeletlen embriokban nem figyelheté meg fluoreszcens
aktivitas, ezért egyértelmi igen-nem valaszt kapunk.

Nonilfenol esetében csak néhany embrié majaban, igen kis teriiletre kiterjedden figyeltem meg a
fluoreszcens fehérje kifejez6dését a majban, ez azonban kevésnek bizonyult ahhoz, hogy megfeleld
dozis-hatas gorbéket sikeriiljon felvenni. A zvtgl:gfp vonal nonilfenolra nem ad valaszt, mig az
aromatdz transzgenikus vonal 406 nM ECsg értékkel volt képes kimutatni egy 4-nonilfenolokbol
allo keverék hatasat. Az atrazin 5 napos korban nem befolydsolta a vitellogenin szintet. A tobbi
anyaggal ellentétben hatdsat nem kozvetleniil az 6sztrogén receptoron keresztiil fejti ki, hanem az
aromatdz enzimet indukdlja, amelynek hatdsdra a szervezetben tesztoszteronbdl Osztrogén
keletkezik. Az igy termel6dd Osztrogén mar indukdlhatja a vitellogenin termelddését. A
tesztoszteron azonban a tobbi nemi hormonhoz hasonléan embridkorban még nincs jelen, csak az
ivari differencialodés kezdetén indul meg a termelése. Feltételezhetd, hogy ivarérett himekben mar
képes a fluoreszcens fehérje termelddését eldidézni, ennek megéllapitdsdhoz azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Az atrazin hatdsat az aromataz bioszenzor vonalon nem vizsgéltak.

Az uj vonal vizsgalata soran kapott ECsp értékek alapjan meghataroztam az egyes anyagokra
jellemzé Un. ,relativ Osztrogénpotencialt”, azaz az anyagok Osztrogénhatdsanak erdsségét a
szervezetben jelenlévd 17-8 Osztradiollal Osszevetve. Ez alapjan a 17-a-etinildsztradiol 78x tlint
er6sebbnek, a zearalenon nagyjabol azonos Osztrogénhatdssal rendelkezett, mig a biszfenol-A
Osztrogénpotencialja minddssze 5% volt a referencidhoz képest. Rose és munkatarsai (2002) szerint
az EE2 nagyjabol 16,48x er6sebb Osztrogénhatassal rendelkezik, mint az E2. Azonban a
vizsgalatokat kifejlett egyedeken végezték, amelyekben az Osztrogénreceptor Osszetétel jelentdsen
eltér az embridkorban megfigyelhet6tél. A legfeltiinébb a zearalenon és az E2 hasonlo

Osztrogenitdsa. Az €lesztd alapti rYES rendszerben a zearalenon 250x gyengébbnek tlinik az E2-hoz
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képest (Schwartz et al., 2010), mig atlanti lazac larvédkban fele olyan erdsnek bizonyult (Arukwe et
al.,, 1999). Az eddigi vizsgalatok alapjan a zearalenon 17-B-6sztradiolhoz vizsonyitott
Osztrogenitdsa igen nagy tartomanyban mozog, 5,4-1439x gyengébb, mint az E2 (Le Guevel és
Packdel,2001; Olsen et al., 2005; Tollefsen et al., 2003). Az eltérések a modellrendszerek kozti
kiilonbségekbdl és a mérési modszerekbdl adodnak, azonban egyik vizsgalat eredménye sem utal
arra, hogy a zearalenon az E2-vel azonos 0sztrogénhatassal rendelkezne. Elképzelhetd, hogy az
anyag affinitasa az embriokori receptorokhoz erdsebb, de a jelenség magyarazatahoz tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

6.1.8 A vtgl:mCherry zebradini6 vonal altalanos értékelése

A hormonhatast és mas, kornyezetben eléforduld toxikus anyagok hatdsdnak vizsgalata Osszetett
megkozelitést igényel. Az OECD és az amerikai EPA is tobbszint, un ,.tiered” rendszer szerint irja
elé az egyes anyagok vizsgalatat, amelyeknek a szamitogépes becsléstél az in vitro
tesztrendszereken at az alternativ in vivo tesztek €s emlGstesztek is részét képezik. A rendszerek
mas-mas mechanizmussal miikddnek, érzékenységiik is eltérd. Az egyes anyagok affinitdsa példaul
a kiilonbozo €161ényekbdl szarmazd 0sztrogén receptorokhoz mas és mas lehet. A zebradanio B3 és y
(B2) receptoraihoz a xenodsztrogének nagyobb affinitassal kotddnek, mint a human ER-okhoz. Az
in vivo tesztek vagy a zebradani6 ER-okat felhasznaldo in vitro rendszerek ezért nagyobb
érzékenységgel reagalhatnak a kornyezeti 6sztrogénekre (Legler et al., 2002). Emellett a zebradanio
az in vitro tesztekkel ellentétben nem csak egy sejt vagy receptor valaszarol ad informaciot, hanem
a szervezetben lezajlo komplex folyamatok vizsgalatat is lehetové teszi. A zebradanio mellett a
masik legnépszerlibb kisméretli modellhal a medaka. Valos idejli kvantitativ PCR vizsgalatok
eredményei alapjan gy tlinik, hogy a medaka rovidtavon gyorsabban képes a xenodsztrogénekre
reagalni, a zebradanidoban azonban hosszabb tavon a vitellogenin nagyobb mértékben indukélhato.
Ezért a medaka az akut, mig a zebradanid a kronikus vizsgalatokhoz lehet jobb alany (Tong et al.,
2004). A vitellogenin transzgenikus vonalak Osszevetése alapjan viszont a vtgl:mCherry vonal
révidebb tavon is hatékonyan képes a kornyezeti Osztrogénhatis kimutatisara. Erzékenysége
alulmarad a legijabb ERE elemeket hordozé vonalhoz képest. Az ERE transzgenikus vonalak
azonban inkabb a hatdsmechanizmus ¢€s szdvetspecificitas vizsgalatokhoz jo6 modellek, ddzis-hatés
Osszefliggés vizsgalatokhoz pedig azok a vonalak hasznéalhatdak jobban, amelyekben a fluoreszcens
jel szovetspecifikusan fejezédik ki. A vtgl:mCherry vonal a késébbiekben kornyezeti toxikologiai
tesztelések mellett segitséget nyudjthat az ivarérés soran az Osztrogéntermelés kezdetének
felderitésében, morfolino injektalassal vagy génkiiitéssel az Osztrogénhatds €s a vitellogenin
aktivalédads molekularis hatterének felderitésében. Elképzelhetd, hogy a ndstény egyedek
androgének vizsgalatara is alkalmasak lehetnek, ahol a kiértékelés alapjat a fluoreszcens jel
erdsségének csokkenése adhatja. Emellett toxikus anyagok majra gyakorolt karos hatasainak in vivo

vizsgalatara is lehetdséget adhat.
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6.2 A zearalenon hatasanak vizsgalata alapjan levont kovetkeztetések

A zearalenon a legismertebb mikotoxinok kozé tartozik, és jelenleg az egyetlen ismert
mikodsztrogén. A vilag szamos orszagaban elterjedt, ezért eléfordulasat széleskortien
tanulmanyoztak, bioldgiai hatasait halakban azonban eddig csak néhany faj esetében vizsgaltak,
larva és kifejlett korban (atlanti lazac (Salmo salar) (Arukwe et al., 1999), szivarvanyos pisztrang
(Oncorhynchus mykiss) (Olsen et al., 2005; Tollefsen et al., 2003; Van den Belt et al., 2003;
Wozny, 2010), tiizcselle (Pimephales promelas) (Johns et al., 2011), ponty (Cyprinus carpio)
(Vanyi et al., 1974; Sandor and Vanyi, 1990)). A toxikus hatas és a vitellogenin indukcid ismerete
embriokorban, a fejlodés egyik legkritikusabb szakaszaban is kulcsfontossagu lehet, foként a
gazdasagilag fontos halfajok (pl. ponty) szempontjabol, amelyek a takarméanyok révén igen magas
zearalenon koncentraciokkal érintkezhetnek. A dolgozatban ezért a bioszenzor vonal létrehozasa

mellett a zearalenon hatasait zebradanié embriokon mélyrehatdbban is tanulmanyoztam.

6.2.1 A zearalenonnal végzett halembrid toxicitas teszt értékelése

Az embriok kezelését az OECD altal javasolt protokoll (2006) szerint végeztem, de a vizsgalatok
iddtartamat a vitellogenin génkifejezddés vizsgalatok miatt 48 o6rardl 120 o6rara hosszabbitottam
meg (Muncke et al., 2007).

A zearalenonra jellemzd, 24, 48, 72, 96 és 120 oras korra meghatarozott LCy és LCsp értékek a
kornyezeti koncentraciokhoz képest 10-1000x magasabbnak adddtak. Ez alatamasztja azt a
megfigyelést, hogy a zeralenon jelentds Okotoxikoldgiai kockazatot nem hordoz, azonban
hozzéjarulhat a kornyezeti mintak Osszesitett 0sztrogén potencidljahoz (Schwartz et al., 2013;
Maragos, 2012).

Az embridtesztek soran az altalanos, toxicitasra utaldo jelek (szikodéma, szivburok o6déma,
pigmentaltsagbeli eltérések) mellett két, a zeraralenonra jellemz6 rendellenességet figyeltem meg.
Mar 48 oras korban is lathato volt, hogy az anyag hatdsara az embriok teste hati irdnyba gorbiil. Az
gorbiilet mértéke 72 oras kortdl, 250 ng/l koncentracio folott egyértelmii koncentraciofiiggést
mutatott. A rendellenesség eddigi megfigyeléseim alapjan mas Osztrogén hatast anyagok esetében
is megfigyelhetd, azonban élettani és molekularis hatterét eddig nem vizsgaltam. Az elvaltozas nagy
hasonlosagot mutat az irodalombol ismert un. heart and soul (has) mutansok fenotipusaval, amely
gorbiil, emellett szivburok megnagyobbodas és epitelidlis rendellenességek alakulnak ki az
emésztorendszerben, a szemben és az idegrendszerben. A rendellenes szivburok és szemek a
zearalenon esetében is megfigyelhetdek voltak a hasonld fenotipusti embriokban. A has mutacioé a
Par3/Par6/aPKC komplexre hat, amely gerincesekben fontos szerepet tolt be a sejtpolaritas,
valamint az epithelidlis szovetek kialakulasaban ¢és bizonyos szervek fejlodésében, igy
Osszefliggésbe hozhato a testgorbiilet kialakulasaval (Horne-Badovinac et al., 2001; Peterson et al.,
2001). A fenotipust a szdjabol szarmazd, Osztrogén hatdsu genistein esetében is megfigyelték
(Bakkiyanathan et al., 2010). A genistein hatékony protein-tirozin kinaz inhibitor, igy feltételezheto,

hogy a zearalenon is a kindzok gatlasan keresztiil idézi eld a , has-szerii” fenotipust. A
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bizonyitashoz, illetve a Par3/Par6/aPKC komplexre gyakorolt esetleges hatas felderitéséhez tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség.

meg. A zebradanio larvak testét szegélyezd pigmentsav normal esetben hasi oldalon, a faroktszo
eredési helyénél megszakad. 500 pg/l és afolotti zearalenon koncentraciok esetén azonban a
pigmentsdv folyamatos marad. A jelenséget kordbban Hadzhiev és munkatarsai (2007) figyelték
meg Shh (sonic hedgehog) funkcidvesztéses mutansokban, majd késébb metil-higany (MeHgQ)
kezelés hatasara is beszamoltak a fenotipus kialakulasardl (Yang et al., 2009). A metil-higany
valosziniileg nem befolyasolja az Shh utvonalat, igy feltételezhetéen mas utvonalon keresztiil, a
szoveti ujraépiilésben (remodelling) szerepet jatszo metalloprotedzokra (Mmp9 és Mmp13) hatva
alakitja ki a fenotipust. Mas nehézfémek ¢és vegyiileteik nem okoznak hasonld elvéltozast (Yang et
al., 2009). A metil-higany endokrin rendszert megzavar6 hatassal is rendelkezik (Darbre 2006;
Georgescu et al., 2011), igy feltételezhetd, hogy a zearalenon is hasonld utvonalakon keresztiil

alakitja ki a megfigyelt rendellenességet.

6.2.2 A zeralaneon vitellogenin indukcidra gyakorolt hatdsanak értékelése

A zearalenon Osztrogén hatdsat a vitellogenin termelddés serkentésén keresztiil vizsgaltam,
kiilonb6z6é zearalenon koncentracidkkal 21 napig kezelt, kifejlett zebradanid tejesekben és az
embridtesztbdl szarmazoé 5 napos embridkban. A génterméket a kifejlett egyedek mintaibol fehérje
¢s MRNS szinten is kimutattam (ELISA és valds idejit PCR modszerrel), mig az embriok esetében a
vizsgalatokat csak MRNS szinten végeztem el.

Zebradani6 himekben kordbban Schwartz és munkatarsai (2010) mutattdk ki a vitellogenin
koncentraciofiiggd indukcidjat, 21 napon at, atfolydvizes rendszerben végzett kezelést kovetden. A
vitellogenin génterméket fehérje szinten, ELISA moddszerrel vizsgaltdk a kezelt halak
vérplazméjaban. A zebraddnid larvak kis mérete miatt azonban korai fejlodési stddiumokban a
Vitellogenin szint ELISA-val nem mérhet6, ezért Muncke és munkatarsai (2006, 2007) egy valos
idejli, kvantitativ PCR alapt kimutatasi eljarast dolgoztak ki. Munkam soran egy ettdl eltérd, duplex
valos ideji PCR moddszert hoztam létre, amelyet kifejlett és embrido korti zebradaniokon is
teszteltem.

A himek esetében a fehérje és MRNS vizsgdlatok eredményeit egyméssal Osszevetve azt
tapasztaltam, hogy a két modszer (ELISA és duplex real-time PCR) eredményei jol korrelaltak
egymassal (R2= 0.9789, p=0.0037). A szoros korrelacio meglepd lehet, mert a fehérjék kdzismerten
stabilabbak, mint az elsédleges géntermék (MRNS). Zebradanioban a vitellogenin fehérje fél
¢letideje 2,4 nap (Andersen et al., 2003), az MRNS stabilitasarél azonban nincs adat. Erdekes
jelenség, hogy karmosbékakban exogén Osztrogének képesek a vitellogenin mRNS-t stabilizalni
(Brock és Saphiro, 1983), ami zebradani6 esetében is el6fordulhat. Az Gsszevetés sordn azonban
nem a kétféle géntermék Gsszes mennyiségét hataroztam meg, hanem az indukciok mértékét (MRNS
relativ %-o0s mennyisége ¢és a fehérje relativ mennyiségi ndvekedése alapjan) vetettem Ossze, ami

szintén magyardzhatja a szoros Osszefiiggést.
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Kifejlett himekben a legalacsonyabb vizsgalt zearalenon koncentracio (0,1 pg/l) is kivaltotta a
vitellogenin termelddést. Annak felderitésére, hogy kifejlett korban ennél alacsonyabb
koncentraciok is hatnak-e a vitellogenin termelédésre, tovabbi vizsgalatok sziikségesek, azonban
embrioknal a 0,1 pg/l-es koncentracio bizonyult a legkissebb hatasos dozisnak. Ez a koncentraciod
kozel all a szennyvizekben kimutathat6 zearalenon értékekhez. Az embridkorban megfigyelt ECs
érték (3,247 ng/l) 100-szor magasabb a kornyezeti koncentracioknal €s 53,5-szor alacsonyabb, mint
az EE2 esetében, 5 napos embriokban tapasztalt ECsp érték (Muncke et al., 2007). A larvakban a
legmagasabb vtg mRNS szintet 250 pg/l kezelés hatasara mértem, magasabb koncentraciokban a
vitellogenin termelés visszaesett. A 120 6ras korban 335,1 pg/l LCyo érték volt jellemzo, ezért
valoszinii, hogy a magasabb koncentracidkban az embridok sejtjei mar pusztultak, ezért élettani
folyamataik lassultak.

A himekben és embridkban mért vig mMRNS szintek szintén szoros korrelaciot mutattak (R2:0,998,
p=0.002). Az 6sszehasonlitds nem pontos a himeken vizsgalt kisszamt koncentracio, valamint az
eltérd kezelési protokollok miatt. Bar a himek kezelését 21 napon at végeztem, Rose és munkatarsai
(2002) megfigyelése alapjan valoszinli, hogy a vitellogenin szint méar az 5. nap kornyékén
(koncentraciotol fiiggden) elérte maximumat és a kezelés tovabbi szakaszaban nem valtozott. Az
elméletet a vitellogenin transzgenikus zebradanidkon kapott eredmények is megerdsitik (lasd 5.1.4.
fejezet). Bar a zebradanido embridk/larvak és kifejlett egyedek metabolikus aktivitasa eltér, ismert,
hogy az 6sztrogén receptorok mar a fejlodés korai szakaszaban is jelen vannak (lasd 5.1.6. fejezet).
A dolgozatban bemutatott bioszenzor vonal eredményei alapjan viszont valdszinii, hogy a kifejlett
halak a vizsgaltnal alacsonyabb zearalenon koncentraciok kimutatasara is képesek lehetnek, amit
Schwartz és munkatarsai megfigyelései (2010) cafolnak. Esetiikben 0,1 pg/l zearalenon esetén még
nem volt kimutathaté a vitellogenin termelddés. Jin és munkatarsai (2009) vizsgalatai szerint a
zebradani6 larvak korai fejlédési staddiumokban érzékenyebbek bizonyos Osztrogénhatasu
anyagokra (E2 és NP), bar a fiatal larvak és kifejlett halak érzékenysége megkozelitdleg azonos. A
vitellogeninre nézve a halak érzé¢kenysége a fejlodés elérehaladtaval nétt. A dolgozatban bemutatott
zearalenon vizsgalatok szerint az embriok valoban érzékenyebbek a magasabb zearalenon
koncentraciokra, ez viszont a tulélésben és a fejlddési rendellenességek terén sokkal inkabb
megmutatkozik, mint a vitellogenin indukcioban. Alacsony koncentraciok €s a vitellogenin termelés
esetében a kifejlett egyedek tiinnek érzékenyebbnek.

A zearalenon tehat a vizekben mérhetd kornyezeti koncentracidok alapjan nem tlinik 6nmagéaban
veszélyesnek, de mas hasonlod hatasti anyagok keverékében jelentds mértékben hozzdjarulhat az
Osszesitett Osztrogénhatashoz. Emellett ismert tény, hogy a takarmanyok zearalenon fertézottsége
bizonyos esetekben igen magas. A mar korabban leirt biologiai hatdsok, valamint a fent leirt
eredmények tekintetében ezért a takarméanyok vizsgalata a halgazdasagok szempontjabol is kiemelt

fontossagu lehet.
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6.3 Javaslatok

e A dolgozatban bemutatott transzgenikus zebradanié vonalnak jelenleg 3 alvonalat (2043 x
1049, 2083 x 2129 és 2033 x 2029) tartjuk fenn. Az alvonalak érzékenysége eltér. A
konstrukci6 integracios helyének és kopiaszdmanak meghatarozésa magyarazatot adhatna a
vonalak kozotti kiilonbségekre. A kiilonbozd integracios hellyel jellemezhetd alvonalak
Osszekeresztezésével nagyobb érzékenységl, 1) alvonal kialakitasara nyilhat lehetdség.

e A bioszenzor vonal bizonyos embridiban Osztrogének hatasdra a majon kiviil a szikben is
kifejez6dik a fluoreszcens fehérje. Erdemes lenne a csak majban jelet add embriokat
felnevelni, majd ezek keresztezésével 0j alvonalat 1étrehozni. Ha az embridkat alacsony
koncentracioju Osztrogénkezelést kovetden szelektalnank, elképzelhetd, hogy az alvonal
érzékenysége is feliilmulna az eddigi alvonalakét.

e A vtgl-mCherry vonal feltételezhetden kifejlett korban nagyobb érzékenységgel reagal a
kornyezeti Osztrogénekre és nagyobb koncentracidtartomanyt képes elviselni. Bar a
zebradanio kifejlett példanyain végzett kisérletezés mar allatkisérletnek mindsiil, mégis
javasolnam a felndtt halak részletesebb vizsgalatat a kozeljovoben.

e A létrehozott zebradanid vonal a késdbbiekben jol hasznalhato, alternativ tesztrendszer lehet
az Osztrogénhatasi anyagok vizsgélatdban. Javaslom a vonal tesztelését tobb, kiilonbdzo
tipust Osztrogénhatast anyag ¢s anyagkeverékek alkalmazasaval is.

e A vitellogeninre elvégzett whole mount in situ hibridizaci6 alapjan a zebradaniéo homogén,
laboratériumi vonalainak embridi is eltérd érzékenységgel mutatjdk ki a kornyezeti
Osztrogéneket. Ez a maj eltéré fejlettségi allapotaibol is adodhat, amit tovabbi in situ
hibridizacids vizsgalatokkal lehetne igazolni.

e Az 0sztrogén hatasti mikotoxin (zearalenon) esetén tapasztalt megfigyelések alapjan szamos
j kisérlet tervezhetd. FErdemes lenne az anyagspecifikus fejlddési rendellenességek
molekularis hatterét felderiteni, illetve a zearalenonnal szennyezett takarmanyok ivadékokra
kifejtett karos hatasait tanulmanyozni gazdasagi szempontbdl fontos halfajok (pl. ponty)

esetén.
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7 Uj tudoményos eredmények

1. Létrehoztam az eddigi legnagyobb vitellogenin prométer szakaszt hordozd Osztrogén
indukciot kimutatd zebradanié vonalat, amely a legérzékenyebb vitellogenin promoter

alapt transzgenikus bioszenzor vonal.

2. Kialakitottam az 0j transzgenikus vonal ajanlott vizsgalati protokolljat, amely szerint az

embriok kezelését elegendd 3 napos korban megkezdeni.

3. Megallapitottam, hogy a vtgl:mCherry vonal az 6sztrogén hatast anyagok kdrnyezetben
eléforduld koncentracidinak kimutatasat is lehetévé teszi. Embridkorban 100 ng/l 17-8
Osztradiol és azzal egyenértéki illetve afolotti 6sztrogénhatasra reagal, de a kifejlett him

egyedek az embrioknal is joval érzékenyebbek.

4. In situ hibridizacios vizsgalattal megallapitottam, hogy 5 napos zebradanié6 embridban
még csak a bal oldali méjlebenyben figyelheté meg vitellogenin termelés. Az egyes
embriok érzékenysége nagymértéki eltérést mutathat, de a vtgl:mCherry vonal

fluoreszcens fehérje termelése az endogén vitellogeninhez hasonléan muiikodik.

5. Zebradanio embriok kezelése soran megallapitottam, hogy zearalenon hatasara két
tipikus fejlédési rendellenesség jon létre: a testen korbefutd, normal esetben a farokiiszo
eredésénél megszakadd pigmentsav folyamatos marad, és a test koncentracio fliggéen

felfelé gorbiil, a ,,heart-and-soul” fenotipushoz hasonlé megjelenés alakul ki.

6. Megallapitottam, hogy zearalenon kezelés hatdsara kifejlett korban és embridkorban is
termelddik vitellogenin. Kifejlett korban a Vitellogenin fehérje mennyisége jol korrelal
az mRNS szinttel, az eltérd stabilitas ellenére. Az ELISA modszerrel végzett vizsgalatok

ezért a joval koltségtakarékosabb, kvantitativ valos 1dejii PCR-rel kivalthatok.
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8 Osszefoglalas

Az endokrin rendszer vizsgalata, miikkodésének megértése hosszii multra tekint vissza. Arra
azonban, hogy szamos, a kornyezetbe keriild mesterséges vegyiilet és bizonyos ndvények vagy
gombak altal termelt anyagok is rendelkeznek hormonhatéssal, csak a kozelmult kutatdsai soran
deriilt fény. A hormonhatdst anyagok képesek az endokrin rendszer mikodését megzavarni, igy
karosan befolydsolhatjak a kulcsfontossagu élettani folyamatokat (pl. egyedfejlodés, novekedés,
szaporodas, anyagcsere folyamatok). A hormonhatasu anyagok egy része a természetes dsztrogének
analdgjaként mikodve az Osztrogén altal szabalyozott folyamatokra (egyedfejlodés, ivar
kialakulasa, szaporodasi funkciok) hat. Az 6sztrogénhatdsu anyagok csoportjaba kémiai szerkezetet
tekintve igen sokféle vegyiilet tartozik, ezért az anyagok Osztrogenitasat pusztan a szerkezet alapjan
megjosolni szinte lehetetlen. Emellett a kiilonb6z6 kornyezeti mintdk Osszetétele rendkiviil
komplex, igy az anyagok hatdsat mas vegyiiletek is befolyasolhatjak. Egy kornyezeti minta valos
Osztrogenitasat csak in vitro és in vivo Okotoxikologiai tesztrendszerekbdl allo komplex

tesztsorozattal lehet felderiteni.

Doktori munkdm célja egy olyan transzgenikus zebradanido vonal létrehozasa és jellemzése,
amelynek majaban 0sztrogén hatasu anyagok jelenlétében voros fluoreszcens fehérje termelddik. A
vonalat Tol2 transzpozon alapu vektorral hoztam létre, a zebradanio vitellogenin-1 gén promoter
régioja mogeé épitett fluoreszcens fehérjét kodold szakasz (mCherry) alkalmazédsaval. A
fragmenteket helyspecifikus rekombindcié segitségével, Gateway modszerrel éEpitettem a
konstrukcioba. A vitellogenin gének normal esetben csak kifejlett ndstényekben miikddnek,
larvdkban ¢és himekben nem vagy nagyon alacsony szinten fejezOdnek ki, azonban Osztrogén
jelenlétében aktivalodnak. Ezzel parhuzamosan a transzgenikus vonalban a vitellogeninek mellett a
fluoreszcens fehérje kifejez6dése is koncentraciofiiggéen fokozodik. A vonalnak 3 alvonalabol
eddig 4 generaciot hoztam létre, amelyek érzékenyseégét kiilonbozd Osztrogénhatdsu anyagokkal
teszteltem. Az embriokat a termékenyitést koveté 3.-5. napig kezeltem. Az embriok a 17-B-
osztradiolt 100 ng/l, a 17-a-etinildsztradiolt 1 ng/l, a zearalenont 100 ng/l, a biszfenol-A-t 1 mg/l-t6l
tudtak kimutatni. A harom alvonal 6sztrogénérzékenysége eltéré volt. Kifejlett korban eddig csak a
17-B-0sztradiol hatdsat vizsgaltam F2 generaci6 him egyedein. Az eredmények alapjan a vonal
kifejlett korban érzékenyebbnek tlint, mar 5 ng/l koncentracidban is képes volt az anyagot

kimutatni.

Az 1j vitellogenin transzgenikus vonal a késObbiekben kornyezeti toxikologiai tesztelések mellett
segitséget nyudjthat az ivarérés soran az Osztrogéntermelés kezdetének felderitésében, morfolino
injektalassal vagy génkiiitéssel az Osztrogénhatds és a vitellogenin aktivalodas molekularis
hatterének felderitésében. Elképzelhetd, hogy a ndstény egyedek androgének vizsgalatara is
alkalmasak lehetnek, ahol a kiértékelés alapjat a fluoreszcens jel erdsségének csokkenése adhatja.

Emellett toxikus anyagok majra gyakorolt karos hatasainak in vivo vizsgalatara is lehetdséget adhat.
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A zearalenon az egyetlen jelenleg ismert dsztrogénhatasi mikotoxin. A vildg szdmos orszagaban
elterjedt, ezért eléfordulasat széleskoriien tanulmanyoztdk, biologiai hatisait halakban azonban
eddig csak néhany faj esetében tartdk fel. Embridkorban, a fejlodés egyik legkritikusabb
szakaszaban még nem vizsgaltdk. A toxikus hatas és a vitellogenin indukcié ismerete nagy
jelentdséggel birhat foként a gazdasdgilag fontos halfajok (pl. ponty) szempontjabdl, amelyek a
takarméanyok révén igen magas zearalenon koncentraciokkal érintkezhetnek. A dolgozatban ezért a
bioszenzor vonal 1étrehozésa mellett a zearalenon hatasait zebradanié embridkon mélyrehatdbban is
tanulmanyoztam. Megallapitottam, hogy az 4ltalanos mérgezésre jellemzd fenotipusos
elvaltozasokon kiviil a zearalenon két tipikus rendellenességet okoz. 48 oras kortol 500 pg/l
koncentracid folott az embriok az Gn. heart and soul mutdnsokhoz hasonlé testalakulast mutatnak,
testiilk felfelé gorbiil, a sziv és a szemek rendellenesen fejlédnek. A test gorbiilésének mértéke
koncentraciofiiggd modon alakul. A testen kdrbefutd, normal esetben a farokuszo eredési helyénél
megszakado pigmentsav 72 6ras embridkban, 250 pg/l és afolotti zearalenon koncentraciok hatasara
folyamatos marad, ami a faroksz6 primordium fejlddési rendellenességére utal. A toxin
Osztrogénhatasat a vitellogenin indukcion keresztiil mértem. Kifejlett himeket 21 napon at kezeltem
az anyaggal, majd fehérje és MRNS szinten vizsgaltam a géntermék mennyiségét ELISA és
kvantitativ valds ideji PCR modszerrel. A két modszer eredményei a két géntermék eltérd
stabilitdsa ellenére jol korrelaltak egymassal (R?= 0.9789, p= 0.0037), ezért a real-time PCR JO
alternativanak tlinhet a koltséges ELISA vizsgalatok kivaltasara. A vitellogenin indukciét mRNS
szinten embriokorban is vizsgaltam, 5 napos (0-5 dpf) kezelést kovetden. A géntermék szintje 0,1
ng/l zearalenon kezelés hatdsara mar kimutathatéan megemelkedett. Ez a koncentraci6 kozel esik a
szennyvizekben mért zearalenon szintekhez, ezért a teszt alkalmas lehet elfolyd vizek
Osztrogenitdsanak tesztelésére. A zearalenon kezelés eredményei arra utalnak, hogy Osztrogén
hatdsa mellett a toxin fejlédésbiologiai folyamatokba is képes beavatkozni, ezek pontos molekularis

héttere azonban még ismeretlen.
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9 Summary

The endocrine system and its function has long been studied, however, it has only recently been
recognised that a number of synthetic chemicals released to the environment as well as some natural
compounds produced by plants and fungi have hormonal effects. These agents can disrupt the
endocrine system, thus adversely affect key physiological processes such as development, growth,
reproduction and metabolism. Some hormonal substances act as analogues of natural estrogens and
disrupt estrogen regulated processes during ontogeny, including sexual development and
reproductive function. Chemical structure of estrogenic substances is highly diverse, so
estrogenicity can hardly be predicted on the basis of structure. In addition, environmental samples
might be extremely complex and additional compounds present in the sample might also affect
overall estrogenicity of a substance. The full estrogenic impact of an environmental sample can thus
only be revealed by a complex series of in vitro and in vivo ecotoxicological tests.

The main objective of my PhD work was to establish and characterize a transgenic (biosensor?)
zebrafish line that - in the presence of estrogenic substances - produces red fluorescent protein in
the liver. The line was generated by using the Tol2 transposon-based genomic integration system.
The mCherry fluorescent protein encoding region was built downstream to the promoter of the
zebrafish vitellogenin-1 gene. Fragments were cloned into the construct with the Gateway site-
specific recombination technique. Normally, vitellogenin genes are only expressed in adult females,
and not or at very low levels in larvae and males, however the expression gets activated in the
presence of estrogens. In the transgenic line, along with endogenous vitellogenin, fluorescent
protein gene expression is expected to be induced in a concentration dependent manner. During my
PhD work four generations of three transgenic lines have been established, and their responsiveness
was tested with different estrogenic substances. Embryos were exposed to the substance from 3to 5
day post fertilisation (dpf). Fluorescence in embryos could be detected upon treatment with 17-3-
estradiol from a concentration of 100 ng/L, 17-a-ethynilestradiol from 1 ng/L, zearalenone from
100 ng/L and bisphenol-A from 1 mg/L respectively. Sensitivity to compounds appeared different
in the 3 lines. In the adult stage only the effect of 17-B-estradiol was examined in males of F2
generation up to date. Based on the results of this line transgene activity appeared to be more
sensitive to treatment in the adult age, with detectable transgene activity from 5 ng/L concentration.

In addition to environmental toxicology tests the new transgenic line may help in the future in: i)
determining the onset of estrogen synthesis during sexual development; ii) investigating the
molecular background of estrogenic effects and vitellogenin induction by morpholino injection or
gene knockout; iii). examining the effect of androgens on females by evaluating decrease in the
strength of the fluorescent signal; iv) studying the adverse effects of toxic substances on the liver in
vivo.
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Zearalenone is the only known estrogenic mycotoxin to date. Its occurance has been examined
extensively, however, biological effects on fish have been revealed only in larvae and adults of few
species. Consequences of early stage exposure, the most sensitive stage of development have not
been evaluated before.

Evaluation of the toxicity and estrogenic activity of the toxin is of major importance especially in
case of economically important fish species (eg. carp) as fish could be exposed to very high
zearalenone concentrations through their feed. Therefore, besides the establishment of the biosensor
line, I also studied the effects of zearalenone in zebrafish embryos in detail. | found that in addition
to general phenotypic effects of toxicity zearalenone induces two typical abnormalities. In larvae
exposed to zearalenone (from 500 pg/L) similar phenotype was observed to the so-called heart and
soul, with defects in heart and eye development and upward curvature of the body axis. The degree
of the curvature was concentration dependent. From 250 ug/L at 72 hpf the gap in the melanophore
streak at the base of the tail fin was missing and the fin fold was abnormal, suggesting disturbance
in the development of the adult tail fin primordium. Estrogenic potency was measured on the basis
of vitellogenin induction. Adult males were exposed to the substance for 21 days and the gene
product was measured on the protein and mRNA level by ELISA and quantitative real-time PCR.
Results of the two methods correlated well (R*= 0.9789, p= 0.0037), thus real-time PCR proved to
be sufficient substitute to costly ELISA tests. The induction of vitellogenin mRNA levels was also
studied in embryos following 5 days (0-5 dpf) of exposure. The gene product was elevated upon
treatment with zearalenone from 0.1 ug/L concentration. This concentration is close to levels
observed in wastewaters, therefore embryos could be suitable alternatives in testing estrogenicity of
effluents. Our results suggest that besides direct estrogenic effects, the toxin might interact with
other ontogenic pathways, however, the exact molecular basis remains unknown.
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11 Mellékletek

1. mellékilet A pCS2-mCherry plazmid térképe

28 Hindll Qg

5P6 35..
79 BamHl (1)
86 Clal [18
91 BstBl 1‘;
g4 EmF‘.IE
107 Xhol {1
143 Mscl (1)
465 Sbfl (1
A66 Pstl (1
ImCherry 115...825
548 F’ﬂl'-.’ll_11}
753 il (1)
|T94 Xeml (1
95 SgrAl( g
515 Bsrzl (1
826 Xhal {1(]
849 SnaBl(1)
| SV40 late polyA 859...1050
G987 Hpal (1)
5948 Mfel (1)
1056 Motl (1
1057 Eagl(1)
1060 Sacll (1)
1068 BstXI(1)
Nlje 1071 Nsnr
CMVY-Promoter 3319 481] : 1078 Bsp1201(1)
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3819 sall | cchal |
LacZ alpha 381 E...3Tgl}l 1119...1100

3618 M nMMi ]}- 13rev 1157...1137
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CS2+mihe
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T1482 Afm (1
11482 ESDL 111{1)
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2970 Xmnl (1) ColE1 onigin 250)?’ 1525

AmpR 2964...2305
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2. melléklet Az mCherry szakasz befogadasara alkalmas attP1l és attP2 rekombinacios helyeket
hordozé donor plazmid térképe

326 Acyl (1)
499 Hpal (1)

M13-fwd 536...553

554 Aflll (1)

563 Drall (1)

63 Bsp1201 (1)

63 Apal (1)

4756 Nspl (1)
4756 BspLU11I (1
4648 Drdl (1)

(1
\

I lGateway recombi 652...658

1048 Xmnl (1)

3578 Pwul (1) 1163 Pstl (1)

3577 Sqfl (1))

—

3489 EcoNI (1) \\\ 4762 b 11298 BstXl (1)
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|||'I 1416 Xmal (1)
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T7 3024...3003]
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Gateway Recomb2 2903...2897

2597 BsaAl (1)

2288 EcoRl (1)
2292 Acclll (1)
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3. melléklet A vitellogenin prométer régio befogadasara alkalmas attP3 és attP5 rekombinacios

helyeket hordozé donor plazmid térképe

326 Acyl (1)
499 Hpal (1)
M13-fwd 536...553
‘ 554 Aflll (1)
563 Drall {1)
563 Bep1201 (1)
563 Apal (1)

4768 Nspl {1}
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1054 Xmnl (1)
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-1
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4. melléklet A Tol2 karokat hordozo célvektor (destination vektor) térképe

16 BseRI (1)
Venus 1..720

Gateway Recomb2 8907...8901 733 BIEIQ ) )
attB2 8914...889 1009 Xcml (1)
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5. melléklet A konstrukcid épitése soran a BP reakciohoz hasznalt PCR termékek és vektorok

mérete s mennyisége

bemérendo
] mérete L
fragment/ plazmid neve mennyiség reakcio
(bp)
(ng)
vtg-1 promoéter-B3B5S
4082 134,64
(hosszabb) A
vitg-1 promoéter-B3B5S
] 3357 22,16
(révidebb)
pDONR221-P3P5 4774 63
mCherry-B1B2 B
pDONR221-P1P2 4762 150

147



10.14751/SZIE.2014.049

6. melléklet Az LR klonozas soran felhasznalt vektorok mérete és mennyisége

Venus Tol2LR

. mérete bemérendo
fragment/ plazmid neve
(bp) | mennyiség (ng)
pDONR221-L1L2 - mCherry 3474 22,93
pDONR221-L3L5 - vtgl
) 6142 40,53
promoter
pSP17.2BSSPE-R3-R5-RFA-
8928 176,8
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7. melléklet Fragmentek vektorba épiilésének ellendrzése restrikcidos emésztéssel. A tablazat a vart

fragmentméreteket mutatja

10.14751/SZIE.2014.049

pSP17.2BSSPE-R3-
R5-RFA-Venus
Tol2LR

vtgl promoter

pSP17.2BSSPE-R3-
R5-RFA-Venus
Tol2LR

vtgl promoter +
mCherry

_ ] restrikcios
reakcid plazmid beépiilt szakasz . fragmentméret (bp)
enzim
- Hind 111 + 4774
vtgl promoter EcoRV 3811 + 2065
- Pstl + 2342 + 1829 + 603
vtgl Ot Xbal 3169 + 2342 + 251 + 114
pDONR221-P3P5 g* promoter
2 1581 + 1214 + 1009 + 538 +
S 342
S Rsal
~ ) 1581 + 1173 + 736 + 606 + 547
A vtgl promoter
~ + 449 + 335
1581 + 790 + 538 + 515 + 438
+432 + 418
pDONR221-P1P2 Rsal
1581 + 767 + 644 + 252 + 189
mCherry
+48
pSP17.2BSSPE-R3-
4501 + 1762 + 1627 + 684 +
R5-RFA-Venus -
354
Tol2LR
pSP17.2BSSPE-R3-
4501 + 3062 + 1627 + 354 +
R5-RFA-Venus mCherry
326 + 114
Tol2LR - mCherry Pst]
S
pSP17.2BSSPE-R3-
R5-RFA-Venus vtgl promoter 4501 + 1762 + 831 + 684 + 419
Tol2LR
pSP17.2BSSPE-R3-
vtgl prométer + 4501 + 3062 + 831 + 419 + 326
2z R5-RFA-Venus
N mCherry +114
'8 Tol2LR
= pSP17.2BSSPE-R3-
~ 2600 + 1855 + 1487 + 692 +
A~ R5-RFA-Venus -
619 + 592 + 386 + 339
Tol2LR
pSP17.2BSSPE-R3-
2600 + 1849 + 1487 + 692 +
R5-RFA-Venus mCherry
619 + 592 + 339
Tol2LR
Dral

1855 + 1487 + 1453 + 1317 +
1256 + 1125 + 692 + 619 + 453
+ 386 + 339 + 140 + 99

1849 + 1487 + 1453 + 1317 +
1256 + 1125 + 692 + 619 + 453
+ 386 + 339 + 140 + 99
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8. melléklet A vitellogenin in situ hibridizacios proba elballitasa soran hasznalt pCRII plazmid
térképe

CRI Sp6  -3zgizzz T 52z-5=-=~= &l
N g R ER LY
>
2.
= ®
S PCR" Vector
=]
[=3
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9. melléklet A vonal 1étrehozasa soran hasznalt és az ere-zvtgl:gfp vonalba (Chen et al., 2010)
épitett promoter régidkon in silico azonositott ERE régiok

vtgl prom | vtgl prom | vtgl prom

transzkrip-
P rovidités bazissorrend _ 4082 bp _3357bp |_Chen 2010 | program

cios faktor

régio régio régio

Osztrogén

ER-alpha

receptor-o ATGACCAT 83-90 - -

L [T00261]
kotohely

Osztrogén
ER-alpha
receptor-a GTGACCAA 392- 399 - -

L [T00261]
kotohely

Osztrogén
ER-beta

receptor-o TGACCATAG 84-92 - -
o [T04651]
kotohely

Osztrogén
ER-beta
receptor-o TGACCAAGT 393- 401 - -

. [T04651]
kotohely

Osztrogén

ER-alpha

receptor-o TGACCTTAAA 931- 940 202-211 -

o [T00264]
kotohely

Osztrogén

ER-alpha

receptor-o TTGACCTT 930- 937 201-208 -

o [T00261]
kotohely

ALGGEN PROMO

Osztrogén
ER-alpha
receptor-o TTGACCAG 1972- 1979 | 1243-1250 -

o [T00261]
kotohely

Osztrogén

ER-alpha

receptor-a ACGGTCAA 2238-2245 | 1509-1516 -

o [T00261]
kotohely

Osztrogén
ER-alpha
receptor-o AGGGTCAG 3174- 3181 | 2445-2452 813- 820

o [T00261]
kotohely

Osztrogén
ER-alpha
receptor-o TTGGTCAG 4015- 4022 | 3287-3294 | 1655- 1662

o [T00261]
kotohely
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Osztrogén
ER-beta
receptor-f3 TGACCTTAA 931-939 202-210 -
o [T04651]
kotohely
Osztrogén
ER-beta
receptor-f3 TGACCAGAT | 1973-1981 | 1244- 1252 -
o [T04651]
kotohely
Osztrogén
ER-beta
receptor- GCACGGTCA | 2236- 2244 | 1507- 1515 -
o [T04651]
kotohely
Osztrogén
ER-beta
receptor- CAAGGGTCA | 3172-3180 | 2443-2451 | 811-819
o [T04651]
kotohely
Osztrogén
ER-beta
receptor-f3 ACTTGGTCA | 4013-4021 | 3285-3293 | 1653- 1661
o [T04651]
kotohely
Osztrogén
receptor tatacagGT T Aaagtg
o V$ER.01 3998-4020 | 3273-3295 -
kotohely, acattta
IR3
osztrogen =
. tccagaggttaggttAA §
valasz elem, | V$ER.03 890-912 165-187 - S
CCtggc c
IR3 R
Osztrogén o
atgacaggccaggttA O
valasz elem, | VSER.03 897-919 172-194 - 5
ACCtaac o
IR3 o
%)
Osztrogén <
ggggcagggcaacctA —
valasz elem, | VSER.03 2888-2910 | 2163-2185 | 1529-1551 <
ACCcaaa s
IR3
Osztrogén
attaaggggcagggcA
valasz elem, | VSER.03 2893-2915 | 2168-2190 | 1536-1558
ACCtaac
IR3
. Dragon
Osztrogén Uj CAGGGCAACCT
1903-1920 | 1174-1191 - ERE
valasz elem | motivum AACCCA .
Finder 3.0
1/2 2
} 1/2 ERE =
Osztrogén b TGACC 85-89 - - 2
wn £
valasz elem = §
2 s
1/2 £ g
1/2 ERE £ 5
Osztrogén b TGACC 932-936 203-207 - 2
(o]
N

valasz elem
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1/2
1/2 ERE
Osztrogén ] CAGCTG 1248-1253 519-524 -
alternativ
valasz elem
1/2
1/2 ERE
Osztrogén b TGACC 1974-1978 | 1245-1249 -
valasz elem
1/2
1/2 ERE
Osztrogén GGTCA 2241-2245 | 1512-1516 -
a
valasz elem
1/2
1/2 ERE
Osztrogén ] CAGCTG 2421-2426 | 1692-1697 60-65
alternativ
valasz elem
1/2
1/2 ERE
Osztrogén . GGTCA 3177-3181 | 2448-2452 816-820
valasz elem
1/2 1/2 ERE
Osztrogén a CAGTCA 3282-3287 | 2553-2558 921-926
valasz elem | alternativ
1/2 1/2 ERE
Osztrogén b TGACT 3292-3296 | 2563-2567 931-935
valasz elem | alternativ
1/2
1/2 ERE
Osztrogén ] CAGCTG 3330-3335 | 2601-2606 969-974
alternativ
valasz elem
1/2
1/2 ERE
Osztrogén GGTCA 4019-4023 | 3290-3294 | 1658-1662

valasz elem

a
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10. melléklet
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12 Koszonetnyilvanitas
Szeretném kifejezni kdszonetemet mindazoknak, akik segitségemre voltak doktori értekezésem
elkészitésében. Elnézést kérek azoktol a jelenlegi és volt kollégaktol és baratoktol, akiket hely

hianyadban most nem tudok név szerint megemliteni.

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Kovacs Balazsnak doktori tanulményaim hatékony
tamogatasaért ¢és Osztonzéséért, hogy mindvégig tamogatta 6nalldé munkavégzésemet ¢és segitette

szakmai elOmenetelemet.

Koszonetet mondok Dr. Miiller Ferenc tarstémavezetOmnek, aki végig Onzetleniil tdmogatott,

biztatott és szakitott id6t doktori munkam eldsegitésére.

Halaval tartozom a Halgazdalkodasi Tanszék tanszék vezetdjének, Dr. Urbanyi Bélanak biztato
szavaiért, tamogatasaért, és hogy lehetdové tette szdmomra, hogy a doktori munka soran kiilfoldi

tapasztalatokkal is gazdagodjak. Kiilon koszonom, hogy a tanszéki kollektiva tagja lehetek.

Szeretnék kodszonetet mondani minden jelenlegi €s volt munkatarsamnak, akikkel az évek soran

egylitt dolgoztam ¢és tanultam. Kiilon szeretném kiemelni a kdovetkezd személyeket:

Koszonom Dr. Szentirmai Attilanak, hogy a palyamon elinditott, irAnyt mutatott és Onallo

gondolkodésra, kutatomunkara nevelt.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Varga Laszlonak, hogy szakmai és magéanéleti kérdésekben is

végig tamogatott, és nem engedett letérni a kutatoi palyarol.

Halaval tartozom Dr. Orosz Laszlonak a segitségéért és hogy példaértékii életitjan elsajatitott

szakmai tudésat €s €lettapasztalatdt megosztotta velem.

Koszononetet mondok munkatarsaimnak illetve hallgatéimnak is, akikben egyben baratra is leltem:
Dr. Horvath Akosnak, Kéanainé Sipos Déranak, Kovacs Robertnek, Uri Csillanak, Reining
Martanak, Osz Agnesnek, Bencsik Déranak, Gazsi Gyongyinek, Csepeli Andreanak, Holes

Annamarianak és Staszny Adamnak.

Sokat koszonhetek egykori didktarsaimnak, legjobb barataimnak, Dr. Kovacs Endrének, Dr.
Matta Csabanak, Brazda Péternek ¢és Kozma-Vizkeleti Elizanak, akikkel szamos kalandot

¢ltlink at és akik elviseltek és biztattak, nemcsak szakmai kérdésekben.
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Koszonet a Birminghami Egyetem ¢és a lipcsei UFZ Helmholtz Association kutatdintézet
munkatérsainak, Dr. Yavor Hadzhievnek, Dr. Stefan Scholtznak és Fetter Evanak az értékes

szakmai tapasztalatokért és az Onzetlen, barati segitségért.
K6szoéném Tollonics Evinek, hogy mindig segit eligazodni az élet dzsungelében.
Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni Csaladomnak, hogy eljuthattam idaig.

Ko6szonom édesanyamnak, Bakosné Fiilop Katalinnak, édesapamnak, Bakos Ivannak,
testvéremnek, Bakos Monikanak, nagysziileimnek, Bakos Istvannak és Bakos Istvannénak,
Fiillop Laszlonak ¢és Fiilop Laszlonénak, nagynénémnek, Chikany Lérantnénak és férjének
Chikany Lorantnak a boldog csaladi hatteret, hogy hittek bennem, és tdmogatasukra, szeretetiikre
mindig szamithattam. Az otthonrol hozott gydkerek olyan értékek szamomra, amelyek az életben

barmikor biztos kapaszkodokat jelentenek.

Nagybetiis koszonet jar férjemnek, Dr. Csenki-Bakos Zsolt Imrének, akiben igazi tarsra talaltam,

aki mindig tiirelemmel mellettem all, ha segitségre szorulok és velem oriil, ha boldog vagyok.

A doktori munka a kovetkezd palyazatok tamogatasa nélkiil nem valosulhatott volna meg: OTKA
(NNF-78834), Baross Gabor Program (HALEDC09-REG-KM-09-2-2009-0066), Mycostop
palyazat (NKTHTECH 08-A3/2-2008-0385), TAMOP-4.2.2.B-10/1-2010-0011 és TAMOP-
4.2.1.B-11/2KMR-2011-0003 palyazatok, Magyar-Német Projektalapt Kutatocserék (DAAD
29836), VKSZ_12-1-2013-0078, KMR_12-1-2012-0221, KTIA_AIK_12-1-2012-0010,
KTIA_AIK_12-1-2013-0017 és Cytrothreat EU FP7 265264 palyazatok.
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