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1 A munka el6zményei, Kitlizott célok

1.1 A munka elozményei

A hormonrendszer régéta all a kutatok érdeklédésének
kozéppontjaban. A szervezetben taldlhatd komplex molekuldkon kiviil
szamos, a kornyezetben jelen 1évé anyag is rendelkezhet hormonhatassal,
ezen beliil Osztrogénhatassal. Az Osztrogénhatdsu anyagok csoportjaba
kémiai szempontbdl igen sokféle vegyiilet tartozik. Csupan kémiai
szerkezet alapjan ezért igen nehéz megallapitani, hogy egy anyag valoban
képes-e Osztrogénként miikodni. Emellett ezek az anyagok a
kornyezetben sohasem tiszta formaban vannak jelen, igy hatdsukat mas
vegyiiletek is befolyasolhatjdk. Egy kornyezeti minta valds
Osztrogenitasat csak in vitro és in vivo 6kotoxikologiai tesztrendszerekbdl
alloé komplex tesztsorozattal lehet felderiteni.

A kozelmultban szamos sejtvonal ¢és éleszté (Saccharomyces
cerevisiae) alapt tesztrendszer valtozatot fejlesztettek az Osztrogénhatas
kimutatdsara. Ezek azonban 4ltaldban csak az anyag 0Osztrogén
receptorhoz kotddését képesek kimutatni, nem szolgéltatnak informaciot
az alternativ utvonalakon keresztiil kifejtett hormonhatasrdl. Emellett nem
képesek modellezni a szervezetben zajlo komplex ¢€lettani folyamatokat,
vagy felderiteni a hormonhatasra érzékeny életszakaszokat, ezért sokszor
hamis eredményre vezetnek.

Ismert, hogy az ¢l6lényekben bizonyos gének Osztrogénhatasra
érzekenyen reagalnak. A géntermékek kimutatdsa molekuldris biologiai
modszerekkel fehérje vagy mRNS szinten is lehetséges, viszont altalaban
az allat feldldozasaval jar. Az allatvédelmi térvények egyre szigortibba
valnak, ezért egyre nagyobb az igény az alternativ tesztrendszerek irant,
amelyekkel a kisérletben felhasznalt allatok szama és szenvedése a
minimalisra csokkenthetd vagy az allatmodell mas modellrendszerrel
helyettesithetd. Erre adnak lehetdséget a transzgenikus technologidk,
amelyek fejlodésével és a fluoreszcens fehérjék felfedezésével megnyilt
az Ut a biomarker vonalak létrehozasa felé. Az ilyen vonalak segitségével
in vivo vizsgalhato pl. egy Osztrogénérzékeny gén aktivalodasa.

A gerincesek kozlil a halak szerepe a  koOrnyezeti
kockézatbecslésben kiemelkedd. Az emlds modellekkel szemben szamos
elonyt kindlnak: vizi szerveztek 1évén teljes testfeliiletiikon keresztiil
képesek a szennyezdanyagot felvenni, nagyszamu utddot hoznak 1étre és
egyes fajaik rovid generacios iddvel jellemezhetok. Endokrin rendszeriik
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¢s ¢lettani folyamataik nagymértékli hasonldsagot mutatnak mas
gerincesekkel, sot az emldsokkel, igy az emberrel is. A halakon végzett
Okotoxikologiai vizsgalatoknak emellett gazdasdgi haszna is van. Az
emberi taplalkozasban egyre fontosabb szerepet tolt be a halhus, ezért a
halgazdasagok szamara egyre fontosabba valik a nevelt halak egészségi
allapota, amelynek eldrejelzésében szintén segitséget nyujthatnak a
halakon végzett kisérletek. Raadasul a jelenleg hatalyos allatvédelmi
rendszabalyok szerint larvaik a taplalkozo kor eléréséig nem mindsiilnek
¢lo allatnak, ezért a rajtuk végzett Kkisérleteket nem tekintik
allatkisérletnek.

Halakban t6bb 0sztrogénhatas kimutatdsara alkalmas gén is ismert.
A legjelentGsebbek az Gsztrogén receptor, az aromataz-b, a koriogenin-H
¢és a vitellogenin (vtg). A kozelmultban ezekkel tobb Gsztrogénhatast
kimutaté bioszenzor vonalat hoztak létre laboratériumban hasznalt
halmodellekbdl, medakabdl (Oryzias latipes) és zebradaniobol (Danio
rerio). A transzgenikus halmodellek az Osztrogénhatas vizsgalataban
kiemelt fontossaguak, azonban a munkam kezdetéig 1étrehozott vonalak
nem bizonyultak megfeleléen érzékenynek a kornyezeti koncentraciok
kimutatdséhoz.

A zebradénid legfobb elénye a bioszenzor vonalak létrehozasa
szempontjabol, hogy az embridk és larvak teste transzparens, ezért a
fluoreszcens riporter jele konnyen tanulmanyozhatéva valik in vivo, az
allat elpusztitasa nélkiil. Ez az allatvédelmi szempontok mellett azért is
értékes sajatsag, mert lehetdvé teszi ugyanazon egyed reakcidjanak
tanulmanyozasat a kezelés kiilonb6zd id6pontjaiban. Egy masik fontos
eldny, hogy mara a zebradanio teljes genomi szekvencidja ismertté valt
megkonnyitve a transzgén konstrukciok tervezését, és a kozelmultban
szamos technikat dolgoztak ki a faj transzgenezisére.



1.2 Célkitizés

Munkam elsddleges célja egy Osztrogénhatds kvantitativ
kimutatasara alkalmas transzgenikus zebradani6 vonal létrehozasa és a
vonalon alkalmazhat6 kisérleti protokoll kialakitasa volt. Zebraddnioban
tobb olyan Osztrogénhatasra indukalédo gén ismert, amely alkalmas lehet
ilyen vonalak Iétrehozasara. A kisérletek kezdetekor még csak az
Osztrogén receptor aktivalédasat kimutatd riporter vonalak voltak
ismertek. Ezekkel a vonalakkal szemben egy vitellogenin transzgenikus
vonal nagy eldnye lehet, hogy a gén kifejezddése szovetspecifikus,
kizarolag a majra korlatozodik és embriokban, larvakban, fiatal
egyedekben valamint ivarérett himekben igen alacsony, gyakorlatilag alig
kimutathat6 alap expresszioval rendelkezik. A m4aj az egyik f0
toxikologiai célszerv, ezért a vonal amellett, hogy biomarker vonalként
mikodhet, alkalmas lehet a szennyezdanyagok méjra kifejtett karos
hatasainak kimutatasara is in vivo, az allatok feldldozasa nélkiil. Mivel az
ivarérett ndstényekben normal koriilmények kozott az endogén 6sztrogén
hataséra is miikodésbe 1€p a fluoreszcens jel, a néivart egyedeken olyan
anyagok majkdrosit6  hatdsai is  jol  felmérhetdéek, amelyek
Osztrogénhatassal nem rendelkeznek. A zebradanidban 8 vitg gén
talalhat6, amelyek koziil a legerdsebben a vtg-1 fejezddik ki. Ezért a
voros fluoreszeens fehérjét, az mCherry-t valasztottam.

A transzgenikus vonal mellett a zearalenon halak egyedfejlédésére
¢és vitellogenin termelésére gyakorolt hatdsat is vizsgaltam, vad tipust
zebradani6 vonalon. A zearalenon az egyetlen ismert gomba eredeti,
Osztrogénhatasu toxin, amelyet foként takarmanyokban és gabona eredetli
¢lelmiszerekben mutattak ki, de a talajban és a vizekben is megtalalhato.
Eléfordulasat és  hatasait  haszonallatokban  vagy in  vitro
tesztrendszerekben széleskoriien tanulmanyoztak, azonban halakbol eddig
viszonylag kevés informacio all rendelkezésre. A toxin a természetes
populacidk mellett veszélyt jelenthet a gazdasigi szempontbol fontos
halfajokra (pl. ponty) is, a viz illetve a zearalenonnal szennyezett gabona
eredeti takarmanyok révén, ezért a vizsgdlatok eredményei a
halgazdasagok szamadra is értékesek lehetnek a jovdoben.



2 Anyag és médszer
2.1 Felhasznalt allatok és tartasi koriilmények

A vizsgalatokat zebradanio (Danio rerio) halfaj vad tipusu AB
vonalan végeztem. A halak tartasa kiilon haltarté szobaban, zebradaniora
kifejlesztett recirkularicios rendszerben (Tecniplast ZebTEC), 25,5°C-0s
vizhémérsékleten, fényprogram (14 ora vilagos, 10 6ra sotét) mellett
tortént. 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. Az ivadékok az eluszasuk utan napi haromszor kaptak
haltapot, majd a tizedik naptdl naponta kaptak sorak kiegészitést.

A halak szaporitasa specidlis, 1 literes szaporitdedényekben zajlott
(Tecniplast), melyekbe a halak az ivatast megeldzd napon keriiltek
kihelyezésre ivar szerint, egymastol valaszfallal elvalasztva. Az ikrdk
gyljtése a kovetkezé nap reggelén szinkronizaltan tortént, a valaszfalak
eltavolitasat kovetden. A kisérletekhez megfeleld, egészséges ikraszemek
mikroszkop alatt kertiltek kivalogatasra.

2.2 Avtgl-mCherry génkonstrukcio létrehozasa

PROSCAN 1.7 programmal azonositottam a feltételezett
transzkripcids start helyet a vtg-1 gén kodold szakaszat megel6z6
szekvencian. Ezt kovetden a konstrukcid Osztrogén érzékenységéhez
sziikséges Osztrogén valasz elemet (ERE-Estrogen Response Element)
vizsgaltam DRAGON ERE Finder, ALGEN PROMO ¢és
MATINSPECTOR szoftverekkel, valamint manualis
szekvenciaazonositassal.

Primereket terveztem, majd PCR reakcioval felsokszoroztam a
génkonstrukcioba épitendd szakaszokat 1ugy, hogy azok 5’ végei
hordozzék a rekombinacids 1épésekhez sziikséges szekvencidkat. A vtg-1
4082 és 3357 bp hosszusagu szakaszokat zebradanié genomi DNS-b6l, a
fluoreszcens fehérjét kodoldo szakaszt pCS2 mCherry plazmidrol
sokszoroztam fel.

A kiilonb6z6 attB rekombinacids szekvenciakkal rendelkez6 PCR
termékeket (vtg-1 gén prométer régidja — attB3, attB5, mCherryt-t kodolo
szakasz — attBl, attB2) BP klonozas segitségével helypecifikus
rekombinacioval két kiilon plazmidba (pDONR221-P1P2 és pDONR221-
335) épitettem. A plazmidokbol a kivant szakaszokat LR klénozas sorén a



Tol2 karokat tartalmazé célvektorba (pSP17.2BSSPE-R3-R5-RFA-Venus
Tol2LR) juttattam. Az alkalmazott plazmidokat XL10 GOLD Escherichia
coli kompetens sejtekben szaporitottam fel ¢és kolonia PCR-rel
elosziirtem. A kivant fragmentek plazmidba épiilését restrikcios
emésztéssel ellendriztem Rsal, Pstl + Xbal valamint Hindlll + EcoRV
enzimek felhasznalasaval.

2.3 A vtgl-mCherry transzgenikus vonal létrehozasa

A konstrukciot a hatékony genomba épiilés érdekében
linearizaltam. Transzpozaz enzimet kodold plazmidrol SP6 RNS-
polimerazzal mRNS-t hoztam Iétre. A konstrukciot (25 ng) transzpozaz
MRNS-sel (25 ng) egyiitt mikroinjektalassal 1-2 sejtes zebraddnid
embriok szikébe juttattam.

A riportergén tranziens kifejez6dését 100 ng/l 17-B-6sztradiol (E2)
kezelést kdvetden vizsgaltam az injektalt embriokban 5 és 10 napos
korban, fluoreszcens mikroszkop alatt, RFP sziir6 hasznalataval.

Az injektalt embriok egy részét kezelés és valogatds nélkiil
felneveltem és vad tipust zebradaniokkal kereszteztem. A konstrukciot
atorokitd un. PO alapitokat két modszerrel, az utdédok Osztrogén kezelését
kovetd fluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal, valamint az embridkbol
tisztitott DNS-bol végzett, mCherry specifikus PCR reakcioval
vizsgaltam.

A PCR reakci6 alapjan pozitivnak talalt alapitok utodait felnevelve
tipusu egyedekkel keresztezve létrehoztam az F2 generaciot. Az F2
egyedeket ismét vad tipusu zebradaniokkal kereszteztem. Az F2 és F3
generdcido  ,hordozd” egyedeinek egymas és generaciok  kozti
keresztezésével hoztam Iétre az F4 generaciot. Minden generacio
létrehozasakor elvégeztem a fent leirt mikroszkopos vizsgalatot és az F4
létrehozasakor a PCR reakciot.

2.4 Az mCherry indukcié kezdetének vizsgalata

Az mCherry fehérje indukciojanak kezdetét 0 napos (dpf — days
post fertilization) korban kezdett, 200 ng/l 17-o-etinil-6sztradiol (EE2)
kezelést kovetden vizsgaltam 500 embrioban naponta, fluoreszcens
mikroszkop alatt, kiilonb6z6 nagyitasokban.



2.5 A vtgl:mCherry vonal indukalhatésaganak vizsgalata
osztrogén hatasu anyagokkal

Az F1 és F2 generaciok embrioit 100 ng/l EE2-vel kezeltem (30-70
embrid/kezelés), az Oroklodés ellendrzése érdekében. Az F3 és F4
generacio embridiban mar tobb Osztrogén hatdsi anyag és tobb
koncentraci6 hatasat vizsgaltam 3-5 napos korig, haromszori ismétlésben,
koncentracionként 50-100 embriot vizsgalva.

Az F3 generacioban csak E2, EE2 ¢és zearalenon (ZEA) 50 és 100
ng/l, 25, 50 és 100 ng/l valamint 50, 100 és 250 pg/l koncentracioit
vizsgaltam. Az F4 generaci6é embrioit E2 (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
0,1 pg/l), EE2 (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ng/l), ZEA (500; 250;
100; 50; 10; 5; 1; 0,1 ug/l), biszfenol-A (BPA) (20; 10; 8; 6; 5; 2,5; 1, 0,1;
0,01 mg/l), nonilfenol (NP) (300, 150, 75 ug/l) és atrazin (ATR) (10000;
1000; 100; 50; 25; 25; 12,5; 6,25 pg/l) oldatokkal kezeltem. A kezeléseket
petricsészében végeztem 27,5 °C-on. A torzsoldathoz hasznalt oldoszerek
hatasat a legtoményebb kezeldoldat oldoszer tartalménak megfeleld
koncentracioban vizsgaltam.

A mikroszkopos vizsgalatok el6tt az embridkat 0,02%-0s MS-222
(Tricaine-metan-szulfonat)  oldatban  elaltattam, majd  0,5%-0s
metilcellulézban bal oldalukra fektettem Oket. Minden kishalrol
fénymikroszkopos ¢és fluoreszcens felvételt (exponalasi idd: 1 s) is
készitettem, 30Xx-os nagyitasban (Leica M205 FA, Leica DFC 425C
kamera, LAS V3.8 szoftver).

Az RGB (Red, Green, Blue) szinskala szerint a voros tartomanyba
esO jelet Imagel szoftverrel, sajat fejlesztésii macro-val értékeltem ki.
Minden felvételen azonos nagysagu, ellipszis alaku teriiletet jeloltem ki,
amelyet a m4;j teriiletére htiztam, majd meghataroztam a jel er6sségét és
az érintett terlilet nagysagat. A két értékbdl integralt értéket képeztem
(Integrated density) €s az indukciot ez alapjan értékeltem.

Az egyes anyagok Osztrogénhatasanak erGsségét, Un. relativ
Osztrogénpotencialjat az integralt denzitdsbol szamitott ECsp értékek E2-
re jellemzd ECs értékkel torténd osszevetésével hataroztam meg.

2.6 Az mCherry indukciod vizsgalata kifejlett himekben

Az F1 generacid feln6tt (3 honapos) him egyedeit 5, 10, 50 és 100
ng/l E2-vel kezeltem. A kezeléseket koncentracionként két parhuzamos, 3
literes, 15-15 egyedet tartalmazod medencékben végeztem. Fluoreszcens
mikroszkdp alatt naponta vizsgaltam a fluoreszcens jel megjelenését. A
vizsgalatok eldtt az egyedeket 0,02% MS-222 oldatban elaltattam.
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2.7 Vitellogenin ,,whole mount” in situ hibridizacio6

Az endogén vtg gén kifejezddését, vad tipust és transzgenikus
embriokban is vizsgaltam. A vad tipusu embridkat (50 db) 0-5 dpf korig
300 ngl/l, a transzgenikus embriokat (20 db) 3 dpf-5 dpf korig 200 ng/l
EE2-vel kezeltem.

Az in situ hibridizaciot a vtg mRNS 545 bazispar hosszusagu
szakaszara tervezett probaval végeztem. Osztrogénnel kezelt larvak teljes
RNS-ét cDNS-s¢é irtam at, majd a proba szekvencidt PCR reakcidval
felsokszoroztam. A Kkitisztitott PCR terméket ligalas segitségével (Dual
Promoter TA cloning Kit, Invitrogen) pCRII plazmidba épitettem, a
plazmidokat TOP10 E. coli kompetens sejtekben felszaporitottam, majd a
telepeket kolonia PCR reakcid segitségével szelektaltam. A hordozo
plazmidokat linearizaltam, majd in vitro transzkripcioval (DIG RNA
Labeling Kit SP6/T7, Roche) DIG jeldlt antiszensz RNS probat hoztam
l1étre. Az in situ hibridizacidé soran Thisse és Thisse (2008) zebradanid
embriokra kidolgozott protokolljat kovettem.

2.8 Zearalenon egyedfejlodésre és vtg indukciora gyakorolt
hatasanak vizsgalata

A zearalenon hatésat kifejlett zebraddnié himeken és embridkon is
vizsgéltam.

Koncentracionként 14 vad tipusu himet 1000, 10, 0.1 ng/l ZEA
oldattal kezeltem, 2-2 parhuzamos, 3 literes medencében. Pozitiv
kontrollként 0,1 pg/l E2-t, negativ kontrollként rendszervizet hasznaltam.
A szemi-sztatikus kisérleti rendszerben 4 naponta keriilt sor oldatcserére.
A halak naponta egyszer kaptak haltapot (SDS). A zearalenon
koncentraciok visszamérése immunaffinitisos dusitast kovetéen HPLC
modszerrel tortént (Food Analitika Kft, Békéscsaba).

Az embriokat 1 hpf (hours post fertilization) korban egyesével
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 tartalmaz6 24
lyuku plate mélyedéseibe helyeztem. Pozitiv kontrollként 100 ng/l E2-t,
negativ kontrollként a zebradanios haltartdé rendszer vizét hasznaltam.
Koncentraciénként 4x12 embriot vizsgaltam. A plate-eket 27,5 °C-on
inkubaltam, és 120 6ras korig mikroszkép alatt naponta vizsgaltam az
elhullast és a kialakuld fejlédési rendellenességeket. Az embridkrol
naponta, oldalnézetben, 30x-0s nagyitasban digitalis felvétel is késziilt.

A vtg indukci6 vizsgalatahoz a himekbdl PBS pufferben teljes test
homogenizatumot készitettem, amelyet két részre osztottam, az egyik
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részbol fehérje szinten (ELISA, Biosense) a masik részb6l mRNS szinten
(real-time PCR) mutattam ki a génterméket. Az embridk esetében 10-10
még €16, 120 o6ras embriobol gyijtottem (pool), amelyekbél RNS-t
tisztitottam és real-time PCR vizsgalatot végeztem.

Az ELISA teszt Ileolvasdsat Gene5S microplate leolvasoval
(BioTek), 492 nm-en végeztem. A kiértékeléshez zebradani6 VTG
fehérjébol készitett higitasi sor szolgalt sztenderdként. A mintak VTG

crer

crcr

logaritmikus  transzformaciojat  kovetden  regresszidos  analizissel
hatdroztam meg, a kit leirasa alapjan.

A vtg megjelenését a transzkripcido szintjén kvantitativ, duplex
valds ideji PCR-rel vizsgaltam. Belsé kontroll génként a B-aktin gént
hasznaltam. A PCR reakcidkat TagMan probakkal, StepOne Plus real-
time PCR késziilékben hajtottam végre. Minden mintabol 3 higitast (1x,
4x, 16x), higitasonként 3 parhuzamos reakciot vizsgaltam. A Ct értékek
meghatarozasat kovetden az eredmények kiértékelését REST modszerrel
(Relative Expression Software Tool) végeztem.

2.9 Dozis-hatas gorbék felvétele, statisztikai modszerek

A fejlédési rendellenességek relativ gyakorisagat a kontrollhoz
képest ANOVA (one-way analysis of variance) modszerrel vizsgaltam, az
egyes kezelési csoportokat Dunnett-féle T3 post hoc teszttel vetettem
0ssze. Ezek alapjan minden napra meghatiroztam az elvaltozast még nem
okozd (NOEC — No Observed Effect Concentration) koncentraciot és a
hatds kivaltasahoz sziikséges legalacsonyabb koncentraciot (LOEC —
Lowest Observed Effect Concentration). A dozis-letalitds gorbéket
valamint az LCsy és LCjyo értékeket Probit analizis (Minitab 16.1.1)
segitségével hatdroztam meg. A dozis-hatds gorbéket és az ECsqg értékek
kiszamitasat Graphpad Prism 4.0. szoftverrel végeztem. A kilogo
értékeket ROUT modszerrel zartam ki és a dozis-hatas vizsgalatokat az
adatok logaritmikus transzformaldsat és %-0S normalizalasat kovetden
végeztem el. A szigmoidadlis gorbéket nem linedris, regresszios
illesztéssel generaltam, a gorbéket Graphpad Prism 4.0. szoftverrel
hoztam létre. Az ECio ECqy értékeket a GraphPad ajanlasa alapjan
szamitottam ki (ECg= (F/100-F)" x ECso, ahol F az effektiv koncentracio
%, H pedig a dozis-hatas gorbe meredeksége).

Az ELISA ¢és real-time PCR eredmények, valamint a kifejlett €s
larvakon mért indukciok Osszevetéséhez Pearson korrelacidt hasznaltam
az adatok %-os normalizalasat kovetéen. A variancia homogenitast
Levene teszttel vizsgéaltam, az adatok normalizalasa eldtt.
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3 Eredmények

3.1 Osztrogénhatasra érzékeny biomarker zebradani6 vonal
létrehozasanak eredményei

Sikeresen azonositottam a vig-1 feltételezett transzkripcios start
helyét. A konstrukcioba épitendd hosszabb (4082 bp) és rovidebb (3357
bp) promoéter szakaszon ALGEN PROMO szoftverrel 15 és 10,
MATINSPECTOR-ral 5 fél ERE elemet, DRAGON ERE Finder
segitségével pedig egy, mindkét szakaszon megtalalhatd, teljes
Osztrogénvalasz  elemet azonositottam. Az irodalomban leirt
szekvenciakat keresve a hosszabb szakaszon 11, a rovidebb szakaszon 10
fél kotohelyet talaltam. A kiilonb6zo modszerekkel azonositott elemek
atfednek, igy a hosszabb promoter szakaszon 19, a rdvidebben 17
Osztrogénvalasz elemet hordoz6 régid talalhatdé. A hosszabb promoter
szakaszt nem sikeriilt rekombinacids kloénozassal a Gateway rendszer
plazmidjaba klonozni. Az azonositott elemek nagy részét azonban a
rovidebb promoter szakasz is hordozza, ezért feltételeztem, hogy a
konstrukcio6 ezzel a régioval is miikodoképes lesz.

BP klonozas soran létrehoztam a vtgl promotert és az mCherry
fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt hordozé vektorokat, amelyekbdl tn.
LR klonozasi 1épést kovetdéen a szakaszokat a Tol2 karokat hordozo
vektorba juttattam. A plazmidok egy részéb6l mindkét szekvenciat
hordozo, teljes génkonstrukcio keletkezett. Néhany plazmidba viszont
csak a fluoreszcens fehérjét kodold szakasz, vagy csak a promoter régio
épiilt be.

A génkonstrukciot zebradani6 embriok szikébe mikroinjektaltam.
Osztrogénindukcioét kdvetden a fluoreszcens fehérje kifejezddését az
injektalt embriok kb. 20%-aban figyeltem meg. A majon kiviil a szikben
az embridk tobbségében erds tranziens fluoreszcens jel jelent meg, mig
néhany embridban (<1%) a szemekben és a vesék teriiletén gyenge
expresszid volt megfigyelhetd.

Az embridk egy részét az injektalast kovetden kezelés nélkiil
ivarérésig felneveltem, ezzel sikeresen létrehoztam a vonal PO

A tovabbi generaciok létrehozdsdhoz azonositani kellett a
konstrukciot tovabbadd PO alapitokat. Kidolgoztam egy a konstrukciot
kimutatd PCR reakciot, amellyel sikeresen azonositottam 11, a
konstrukciot tovabbado sziilot (4 tejes és 7 ikras). A kivalasztott alapitok
utodainak Osztrogénkezelését kovetden az indukcidé minden esetben
megerdsitette a PCR eredményét és bizonyitotta a konstrukcio jelenlétét.
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Az F1 nemzedékben embriok 0-20%-aban figyeltem meg
fluoreszcens jelet a majban. A fehérje kifejezoddése a vesék és a szem
megjelent, ami arra utal, hogy a jel transzgén aktivitas eredménye.

A még kezelhetd 1étszam megtartdsa miatt 0sztrogénérzékenység
alapjan ekkor kivalasztottam egy alapitot (20 &), amelynek utddaibol
létrehoztam a tovabbi nemzedékeket. Az F2 generdcido a kivalasztott
alapitd 3 him és 3 ndstény F1 utddjatol szdrmazik. Ebben a generacioban
a transzgén beépiilése mar stabil, és feltételezhetéen minden egyedben
egy kopias volt. Az F2 egyedeket vad genotipust parral szaporitva
létrehoztam az F3 nemzedéket, amelybdl Osztrogénindukcio alapjan 11
himet és 6 ndstényt taldltam alkalmasnak a kovetkezd generaciok
létrehozasahoz.

Ezt kovetden kivalasztottam azokat a transzgenikus sziiloparokat,
amelyekbdl a legérzékenyebb, stabil biomarker vonal(ak) létrehozhatdk.
Kezdetben csak az F2 egyedeket kereszteztem  kiilonb6zo
kombinéciokban, végiil az F1 halakat is bevontam a vizsgélatba. A
szikben lathato, 0sztrogén indukcidra megjelend fluoreszcens jel néhany
egyed utddaiban még ezekben a generaciokban is megfigyelhetd volt,
szamuk 5-100% kozott valtozott. Ezért az embridkban a maéjban
megfigyelhetd fluoreszcens aktivitas mellett a szik jelét is vizsgaltam. Az
eredmények alapjan 3 sziilépart valasztottam ki: 2033 x 2029, 2163 x
2089 és a 2043 x 1049. Bar az els6 paros esetében a szikben mérhetd jel
viszonylag erds volt, az utdodok érzékenyen reagaltak az Osztrogén
hatasra. A masik két szilOpar esetén a szikben nem jelent meg
fluoreszcens jel. Az azonos sziilléparoktdl szarmazdé embriokat
felneveltem, majd azokat egymds kozt szaporitva létrehoztam a harom
voltak, mert az 6ket 1étrehozo sziilépar egyik tagja vad tipusu volt. Az F3
¢és F4 generacioban mar homozigota egyedek is 1étrejottek.

3.2 A fluoreszcens jel kifejez6désének vizsgalata Kiilonb6z6
fejlodési stadiumokban

Az embridk kezelését kezdetben 0-5 dpf korig végeztem. A
zebradanio majfejlédése azonban 6 6ras korban kezdddik és csupan a 50
ords kor utdn kezd miikodOképes szervvé alakulni. Vizsgdlataim
igazoltdk, hogy a mdj vitg termelése csak késébb indul meg. A
fluoreszcens jel a majban 2-3 napos kor kozott jelent meg és 3 napos
kortdl volt erdteljes. A konstruciot kifejezd teriilet mérete fokozatosan, a
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majjal egyiitt nétt, 5 dpf korra érte el legnagyobb méretét a vizsgalati
iddszakban. A kezelések kezdetét ezért 3 napos korra tettem at.

3.3 A fluoreszcens jel kifejez6désének koncentraciofiiggése

A vitg normal korilmények kozott csak kifejlett ndstényekben
termelddik, ivarérett himekben szintje meglehetésen alacsony. A
himekben, a larvakhoz hasonléan Osztrogénhatdsra a vtg termelés
beindithatd és koncentraciofiiggd modon fokozhatd. A génkonstrukcio is
hasonloan miikddik. Kezeletlen néstények méjaban az mCherry fehérje
olyan erdsen fejezOdik ki, hogy a pigmentalt testfalon keresztiil is
megfigyelhetd, himekben a jel boncolast kdvetéen sem latszik a majban.
Az indukélhatosagot ivarérett tejesek E2 kezelésével igazoltam. A 4.
napra a legalacsonyabb koncentracié (5 ng/l) is kivaltotta az mCherry
termelddését.

A fluoreszcens jel koncentraciofiiggését embriokorban elséként az
F3 generacioban vizsgaltam. Az allomany inhomogenitasa (a
feltételezhetden eltérd integracios helyek) miatt az eredmények nagy
szorast mutattak, ezért szignifikans jelintenzitds kiilonbség csak az EE2
kezelésnél volt megfigyelhetd, de a koncentraciofiiggd valaszt
mindharom anyag esetében (E2, EE2, ZEA) feltételezheté volt. Az
oldoszeres kontrollban egyik esetben sem tapasztaltam fluoreszcens jelet.

A stabil transzgenikus vonal létrehozdsdhoz kivalasztott harom
sziilOpar utddainak érzékenységét EE2 kezelést kovetden vetettem Ossze.
Szignifikans kiilonbség csak a 100 és 200 ng/l-es koncentracional
mutatkozott. A leger6sebb mértékii indukciot a 204 & x 104 @ parositasa
esetén tapasztaltam, de a masik két alvonal is alkalmasnak bizonyult az
Osztrogénhatas kimutatasara.

A fluoreszcens valasz dozis-hatds fiiggését a legérzékenyebbnek
legalacsonyabb, mCherry kifejez6dést kivaltdo koncentracid E2 esetében
0,1 ng/l, EE2 esetében 6,25 ng/l, ZEA és BPA esetében 0,1 pg/l valamint
1,25 mg/l volt. NP esetében csak néhany embrid6 majaban, igen kis
teriiletre kiterjedden figyeltem meg a fluoreszcens fehérje kifejezddését.
Az ATR ebben a fejlddési stadiumban nem befolyasolta a vtg szintet.

A vtg:mCherry transzgenikus vonalon tapasztalt fluoreszcens
fehérje indukcido alapjan a BPA kb. 5000x gyengébb, a ZEA
megkozelitdleg azonos, mig az EE2 kb. 78x erdsebb Osztrogénhatasu
anyagnak bizonyult, mint a természetes dsztrogén.
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3.4 vtg in situ hibridizacio

Minden generacioban, koncentraciotol €s 0sztrogénhatasu anyagtol
fiiggetlentil azt tapasztaltam, hogy bizonyos embridk méjadban gyengébb,
masokban erésebb volt a jel kifejez6dése, és ugyanez volt igaz az érintett
terlilet nagysagara is. Emellett a teriilet nagysaga és a jel erd6ssége nem
mutatott 6sszefliggést.

A vitellogenin génterméket kimutatd in situ hibridizacié soran a
vad tipust és a transzgenikus embridk esetében is azt tapasztaltam, hogy a
géntermék nem termelddik minden egyedben és az embridk kozott
jelentOs érzékenységbeli kiilonbség mutatkozik. Emellett a vtg-t termeld
egyedek is kiilonboztek egymastol. Bizonyos embridkban erds vtg
termelddést figyeltem meg a teljes majban, mig méasokban kisebb teriiletet
érintd vagy gyengébb, teljes majra vagy kisebb teriiletre kiterjedo
expressziot figyeltem meg.

A transzgenikus embriok in situ  hibridizacios felvételét
Osszevetettem a fixalast megel6zden késziilt fluoreszcens felvételekkel.
Az eredmény egyértelmiien igazolta, hogy a gyengébb jelet ado, vagy
kisebb teriiletre kiterjedd expresszidt mutatd embridkban az endogén vtg
termelddése is hasonldan miikddott.

Megfigyeltem, hogy bar az 5 napos zebraddni6 embridk maér
rendelkeztek jobb oldali majlebennyel, a vtg termelédése ebben a
stadiumban még csak a bal oldali lebenyre volt jellemzd.

3.5 Egy osztrogén hatasi mikotoxin vizsgalata

A zearalenon vizsgalatat embriotoxicitas vizsgalattal kezdtem. Az
50 pg/l alatti koncentraciokban a kezelés nem volt kdros hatassal az
embriokra a kisérlet idtartama alatt. Magasabb koncentraciokban a karos
hatdsok sulyossaga a kezelés idOtartamatél és az alkalmazott
koncentraciotol fiiggéen valtozott. Az embriok 1000 pg/l alatti
koncentraciokban megfeleld iddben keltek ki (3 dpf), de 1000 pg/l
koncentracioban és afolott néhany embrid a kisérlet végéig az ikrahéjban
maradt.

Az elpusztult embridk szdma alapjan 24 ordnként pusztulasi
gorbéket vettem fel, amelyek alapjan kiszdmitottam az embriok 50 és
10%-anak pusztulasat okozo6 koncentraciokat (LCsp és LCyp).

Az altalanos, mérgezésekre jellemzd fenotipusos -elvaltozasok
mellett két, ZEA-ra vagy Osztrogenikus anyagokra jellemzd
rendellenességet figyeltem meg. Normalis fejlédésli  zebradanio
embridkban a test kdrvonalan korbefuté pigmentsav a farokuszo eredési
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helyénél megszakad. 72 oOras kori embridkban a pigmentsav 500 pg/l
zearalenon koncentraci6 folott folyamatos maradt.

48 oras korban 500 pg/l koncentraciotol az embriok teste felfelé
(dorzalis iranyba) gorbiilt, amely abnormalis szem- és szivfejlédéssel jart
egyiitt. A torzulas 72 o6ras kortol mar egyértelmli koncentraciofiiggést
mutatott. Ezt a fenotipust korabban mas Osztrogenikus anyagok hatasara
is megfigyeltem, 5 napos korban.

A ZEA G6sztrogénhatdsu anyag 1évén koncentraciofiiggden serkenti
a vitg termelést. Az indukcid6 mértékét kifejlett zebradanio tejesekben
mértem ELISA modszerrel, valamint larvakban és tejesekben valos idejii
kvantitativ PCR segitségével.

Kifejlett korban a zearalenon minden vizsgalt toménységben
kivéltotta a VTG koncentraciofiiggd termelddését, bar szignifikans eltérés
a negativ kontrollhoz képest csak a legnagyobb koncentracioban (1000
pg/l) volt tapasztalhato. mRNS szinten a vtg szignifikans indukcidjat a
pozitiv kontrollban valamint 10 és 1000 pg/l ZEA kezelés esetén
tapasztaltam

Az mRNS ¢és fehérje szintli indukcid Osszevetése sordn az
eredmények magas szintli, statisztikailag igazolhatdé Osszefiiggést
mutattak (R2: 0,9789, p=0,0037). A real-time PCR modszer ez alapjan jo
alternativa lehet a vtg indukcio vizsgalataban.

Embridkorban a zearalenon a legalacsonyabb koncentracié (0,1
pg/l) kivételével koncentraciofiiggéen serkentette a vtg termelést.
Szignifikans indukciot az 5 pg/l és afolotti koncentraciok tudtak kivaltani.
A legnagyobb mértékii indukciot a 250 pg/l-es kezelés esetén mértem,
magasabb koncentraciokban a vtg termelddés fokozatosan visszaesett. Az
embrioteszt eredményei alapjan az embriok 10%-anak pusztulasdhoz
335,1 pg/l zearalenon koncentracid sziikséges. Ennél toményebb
oldatokban az embriok sejtjei, igy a majsejtek is karosodnak, ami
feltételezhetden a vtg indukcid hanyatlasat okozza, ezért a toxikologia
vizsgalatokban altalanos eléiras, hogy molekularis vizsgalatok csak LCig
alatti koncentraciokban végezhetok. Az adatok nagymértékii szorast
megfigyelt egyedi kiilonbségekkel.

Az eredmények alapjan az LCyp ald es6 koncentraciok bevonasaval
dozis-hatds gorbét vettem fel. A gorbe alapjan meghataroztam a
maximalis vtg indukcio felének kivaltasdhoz sziikséges ZEA
koncentraciot (ECso=1,648 pg/l). A pozitiv kontrollban tapasztalt
vitellogenin indukcié nagyjabol a 100 és 250 pg/1 toxin altal kivaltott vig
valasz koz¢ tehetd.
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4 Uj tudomanyos eredmények

Eurdpaban elsoként hoztam létre vitellogenin indukciot kimutatd,
legnagyobb természetes promoéter szakaszt hordozd Osztrogén
érzékeny zebradanié vonalat, amely a vitellogenin transzgenikus
vonalak koziil a legérzékenyebb.

Kialakitottam az Ujonnan létrehozott transzgenikus vonal ajanlott
vizsgalati protokolljat, amely szerint az embridk kezelését elegendd 3
napos korban megkezdeni.

. A vtgl:mCherry vonal az 6sztrogén hatasu anyagok kornyezetben
eléfordulé koncentracidinak kimutatdsat is lehetdvé teszi.
Embridkorban 100 ng/l 17-8 6sztradiol és azzal egyenértéki illetve
afolotti Osztrogénhatdsra reagal, de a kifejlett him egyedek az
embridknal is joval érzékenyebbek.

In situ hibridizacios vizsgalattal megallapitottam, hogy 5 napos
zebradanio embridban még csak a bal oldali majlebenyben figyelhetd
meg vitellogenin termelés. Az embriok érzékenysége nagymértéki
eltérést mutat, de a vigl:mCherry vonal fluoreszcens fehérje
termelése az endogén vitellogeninhez hasonléan miikodik.

Zearalenon kezelés soran megallapitottam, hogy a zebradanio
embridkban két, tipikus fejlédési rendellenesség jon létre: a testen
korbefutd, normél esetben a farokiszd eredésénél megszakado
pigmentsdv folyamatos marad, és a test felfelé gorbiilésével

jellemezhetd, ,,heart-and-soul” fenotipushoz hasonld megjelenés
alakul ki.

Megallapitottam, hogy zearalenon kezelés hatasara kifejlett korban és
embriokorban is termelddik vitellogenin. Kifejlett korban a
Vitellogenin fehérje mennyisége jol korrelal az mRNS szinttel, az
eltérd stabilitas ellenére. Az ELISA modszerrel végzett vizsgalatok
ezért kvantitativ valds idejii PCR-rel kivalthatok.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 Avtgl:mCherry transzgenikus vonallal kapcsolatos
kovetkeztetések

A vtgl:mCherry vonal jobb kozelitéssel adhat valaszt az anyagok
valos Osztrogénhatasanak vizsgalataban, mert az eddig alkalmazott
promoter szakaszok koziil a leghosszabb, kizarolag természetes promotert
hordozza és nem tartalmaz mesterséges ERE szakaszt. A beépitett 3357
bp-0s promoéteren Osszesen 26, mig egy korabban létrehozott vtg
transzgenikus zebradanié vonal (ere-zvtgl:gfp) esetén alkalmazott 1700
bp-0s prométeren 12 természetes ERE szakaszt azonositottam. A régiok
atfednek, a vtgl:mCherry konstrukci6 17, az ere-zvtgl:gfp vonal 8 ERE
régiot hordoz. A DRAGON ERE Finder alkalmazas csak a vtgl:mCherry
transzgén konstrukcié promoter szakaszan talalt egy teljes, eddig még
nem leirt ERE szekvenciat.

A vtg transzgenikus vonalakban a riporter szdvetspecifikusan,
kizardlag a majban 1ép milkddésbe. A promoter Osztrogénhatas nélkiil
inaktiv, ezért a vonalak egyértelml igen-nem, és jo kozelitéssel
koncentraciofiiggd valaszt adnak. Az aromatdz transzgenikus zebradanio
vonal (cypl9alb-GFP) valasza bar szovetspecifikus (agy), a gén
Osztrogén indukcio nélkiil is viszonylag magas alap expresszids szintet
mutat, ami nehezebbé teszi a kisérletek kiértékelését.

Az allatvédelmi elbirasok miatt a vizsgalatokat minél fiatalabb
korban célszerli elvégezni. A zebradanid Osztrogénérzékenysége az
ivarszervek kialakuldsanak kezdetétdl fokozatosan nd, és a fejlédés soran
a ,,receptorosszetétel” is valtozik. Az embriok majaban 5 napos korig csak
a B2 receptor talalhato meg és a sejtek még nem képesek vtg-t termelni,
Kifejlett egyedek majaban mar mindharom ER (a, 81, $2) megtalalhato,
ezért joval érzékenyebbek €s valdsziniileg olyan anyagok kimutatdsara is
képesek, amelyekre embrid/larva korban még nincs lehetdség.

A vitgl:mCherry embriokban a fluoreszcens jel a fejlodés 3.
napjatol valik lathatova. Ez Osszhangban 4all a kordbban leirt
megfigyelésekkel, amelyek szerint a maj az embridé 2-3 napos koratol
képes Osztrogénhatasra vig-t termelni. A géntermék annal késébb jelenik
meg, minél alacsonyabb koncentracidoban alkalmazzak az sztrogént.

A vtgl:mCherry vonal valdsziniileg érzékenyebb, mint az ere-
zvtgl:gfp vonal, mert a gyengébb Osztrogénhatasi E2 igen alacsony

crer

valoszinlileg még alacsonyabb koncentraciok kimutatasara is alkalmas
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lehet, mivel az ere-zvtgl:gfp vonal a legalacsonyabb koncentraciora csak
7 nappal a kezelés kezdete utan reagalt.

A vtgl:mCherry embriok altal kimutathatdé Osztrogénhatast anyag
koncentraciok a ZEA kivételével hasonldéak zvtgl:gfp vonal
hatarértékeihez, viszont a kezeléseket utobbi esetben 7 napos korban
kezdték és 20 napos korig végezték, amikor az Osztrogén receptorok
szama mar magasabb, mint 5 napos korban. Az aromataz bioszenzor
vonal esetében felvett dozis hatds gorbék alapjan meghatarozott ECsg
értékek alacsonyabbak, mint az 0j transzgenikus vonal ECs értékei. A
kezeléseket 0-5 dpf korig végezték. A kiilonbségek f6 oka a gének
érzékenységének eltérése, valamint a két teriileten kifejezodo, eltérd
szamu és tipusu Osztrogén receptor lehet.

A vtgl:mCherry vonalban NP hatasara csak néhany embrio
majaban, igen kis teriiletre kiterjedéen figyeltem meg a fluoreszcens
fehérje kifejezodését. A zvtgl:gfp vonal NP-ra nem adott valaszt, mig az
aromataz transzgenikus vonal 406 nM ECs értékkel volt képes kimutatni
egy 4-nonilfenolokbdl all6 keverék hatasat. Vizsgélataim alapjan az ATR
5 napos korban nem befolyasolta a vtg szintet. Az ATR hatasat nem
kozvetleniil az dsztrogén receptoron keresztiil fejti ki, hanem az aromataz
enzimet indukalja. Ennek hatdsara a szervezetben tesztoszteronbol
Osztrogén keletkezik, ami mar indukalhatja a vtg termel6dését. A
tesztoszteron azonban a tobbi nemi hormonhoz hasonldéan embridkorban
még nincs jelen, de feltételezhetd, hogy ivarérett himekben mar képes
lehet a fluoreszcens fehérje termelédését eldidézni.

Az E2-h6z viszonyitott. ,relativ Osztrogénpotencidlt” alapjan az
EE2 78x tlint er6sebbnek, a ZEA nagyjabol azonos Osztrogénhatassal
rendelkezett, mig a BPA 0&sztrogénpotencidlja minddssze 5% volt a
referencidhoz képest. Irodalmi adatok alapjan az EE2 nagyjabdl 16,48x
erdsebb Osztrogénhatassal rendelkezik, mint az E2. A legfeltlindbb a ZEA
¢és az E2 hasonlo Osztrogenitasa. Az eddig leirt vizsgalatok alapjan a ZEA
E2-h6z viszonyitott 6sztrogén hatasa igen nagy tartomanyban mozog, 5,4-
1439x gyengébb, mint az E2. Elképzelhetd, hogy az anyag affinitasa az
embridkori receptorokhoz erdsebb.

A vtgl:mCherry vonalban még a 4. generacidban sem jelenik meg
minden utédban 5 napos korra a fluoreszcens jel. A vilagit6 embridk
szama anyag ¢és koncentraciofiiggd. Ugyanezt figyelték meg a ere-
zvtgl:gfp transzgenikus vonal és a 3pERE-TATA-Gal4ff zebradanié vonal
esetében is. Vtg in situ hibridizacié soran igazoltam, hogy azok az
embriok, amelyekben a fluoreszcens jel gyenge volt, a vtg-t is
alacsonyabb szinten és ugyanazon a teriileten fejezték Ki. A jelenséget
feltehetéen az Gsztrogén receptor mitkodését befolyasold egyéb faktorok
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okozzdk. Amennyiben ezek a faktorok genetikai eredetlick, egyszerii
szelekcioval kiszelektalhatok a legérzékenyebb  genotipusok és
csokkenthetok az egyedi kiillonbségek.

Eredményeim alapjan a vtgl:mCherry vonal érzékenysége a
kornyezetben vagy az elfolyo vizekben eléforduld
koncentraciotartomanyokba esik, ezért a kifejlesztett tesztelési protokoll
alkalmazasaval biomarker vonalként kornyezeti mintak tesztelésének is
hatékony eszkoze lehet. A késObbiekben segitséget nyujthat az ivarérés
soran az Osztrogéntermelés kezdetének felderitésében, morfolino
injektalassal vagy génkilitéssel az Osztrogénhatds és a vtg aktivalodas
molekuléaris hatterének felderitésében. Elképzelhetd, hogy a ndstény
egyedek androgének vizsgalatara is alkalmasak lehetnek, ahol a
kiértékelés alapjat a fluoreszcens jel erdsségének csokkenése adhatja. A
vonal emellett toxikus anyagok majra gyakorolt karos hatasainak in vivo
vizsgalatara is lehetdséget adhat.

A zearalenon hatasanak vizsgalata alapjan levont kovetkeztetések

A ZEA-val végzett zebraddnié embridtoxicitds vizsgdlat soran
kapott LCyg és LCsp értékek a kornyezeti koncentraciokhoz képest 10-
1000x magasabbnak adodtak. Az altalanos toxicitasra utald jelek mellett a
ZEA két, az anyagra jellemz6 fejlédési rendellenességet idézett el6. Az
embriok testének hati irdny( gorbiilését korabban més 6sztrogén hatasu
anyagok esetében is megfigyeltem. Az elvaltozds nagy hasonldsagot
mutat az Gn. heart and soul (has) mutansok fenotipusaval. A mutaci6 a
Par3/Par6/aPKC komplexre hat, amely kozvetetten 0Osszefliggésbe
hozhat6 a testgorbiilet kialakulasaval. A fenotipust genistein esetében is
megfigyelték, amely hatékony protein-tirozin kinaz inhibitor, igy
feltételezhetd, hogy a ZEA is a kindzok gatlasan keresztiil idézi el6 a
fenotipust.

A normal esetben a larvak testét szegélyezd, a faroklszd eredési
helyénél megszakad6d pigmentsdv 500 pg/l és afoldtti koncentraciok
esetén folyamatos marad. A jelenséget korabban Shh (sonic hedgehog)
funkcidvesztéses mutansokban és metil-higany (MeHg) kezelés hatasara
iIs megfigyelték. A MeHg feltételezhetéen a szdveti Ujraépiilésben
szerepet jatszo metalloproteazokra hatva alakitja ki a fenotipust. Endokrin
rendszert megzavar6 hatassal is rendelkezik, igy valészinii, hogy a ZEA is
hasonl6 utvonalakon keresztiil alakitja ki a megfigyelt rendellenességet.

A ZEA 06sztrogén hatasat a vtg termelddés serkentésén keresztiil
vizsgaltam. Kifejlett himekben a legalacsonyabb vizsgalt zearalenon
koncentracio (0,1 pg/l) is kivaltotta a vtg termelddést, embrioknal
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ugyanez a koncentracié bizonyult a legkisebb hatdsos doézisnak. A
szennyvizekben kimutathatdo ZEA értékek hasonlo tartoméanyba esnek. Az
embridokorban megfigyelt ECsy érték 100-szor magasabb a kornyezeti
koncentracioknal.

A himek esetében a fehérje ¢s mMRNS vizsgélatok eredményei jol
korrelaltak egymassal, ami a fehérjék nagyobb stabilitasa miatt meglepd
lehet. Zebradanioban a Vtg fehérje fél életideje 2,4 nap, az MRNS
stabilitasar6l azonban nincs adat. Dél-afrikai karmosbékakban (Xenopus
laevis) exogén Osztrogének képesek a vtg MRNS-t stabilizalni, ami
zebradanio esetében is eléfordulhat. Az Osszevetés soran azonban nem a
géntermékek mennyiségét vizsgaltam, hanem az indukciok mértékét
vetettem 0ssze, ami szintén magyarazhatja a szoros Osszefiiggést.

A himekben és embriokban mért vig mRNS szintek szintén szoros
korrelaciot mutattak. Az dsszehasonlitds nem pontos a himeken vizsgalt
Kis szamu koncentracid, valamint az eltér6 kezelési protokollok miatt. Bar
a himek kezelését 21 napon at végeztem, korabbi megfigyelések alapjan
val6szinli, hogy a vtg szint mar az 5. nap kornyékén (koncentraciotol
fliggden) elérte maximumat és a kezelés tovabbi szakaszdban nem
valtozott. Az elméletet a vitg transzgenikus zebradaniokon kapott
eredmények is megerdsitik.

A dolgozatban bemutatott biomarker vonal eredményei alapjan
valészinii, hogy a kifejlett halak a vizsgéltnal alacsonyabb ZEA
koncentraciok kimutatdsdra is képesek lehetnek, amit mas szerzok
megfigyelései cafolnak. Esetiikben 0,1 pg/l ZEA esetén még nem volt
kimutathat6 a vtg termelddés. Kordbbi leirasok szerint a zebradanio
larvak  korai  fejlédési  stadiumokban  érzékenyebbek  bizonyos
Osztrogénhatasi anyagokra (E2 és NP), bar a fiatal larvak és kifejlett
halak érzékenysége megkozelitbleg azonos. A vig-re nézve a halak
érzékenysége a fejlédés eldrehaladtdval nétt. A dolgozatban bemutatott
ZEA vizsgalatok szerint az embridk valoban érzékenyebbek a magasabb
koncentraciokra, ez viszont a tlélésben és a fejlodési rendellenességek
terén sokkal inkabb megmutatkozik, mint a vtg indukciéban. Alacsony
koncentraciok és a vtg termelés esetében a kifejlett egyedek tlinnek
érzékenyebbnek.

A ZEA tehat a vizekben mérhetd kornyezeti koncentraciok alapjan
nem tlinik 6nmagaban veszélyesnek, de mas hasonld hatdst anyagok
keverékében jelentés mértékben hozzdjarulhat az  Osszesitett
Osztrogénhatashoz. A takarmanyok ZEA fertézottsége bizonyos esetekben
igen magas. A mar korabban leirt biologiai hatasok, valamint a fent leirt
eredmények tekintetében ezért a takarmanyok toxin tartalménak
vizsgalata a halgazdasagok szempontjabdl is kiemelt fontossagu lehet.
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Javaslatok

A dolgozatban bemutatott transzgenikus zebradanié vonalnak
jelenleg 3 alvonalat (2043 x 1049, 2083 x 2129 és 2038 x
2029) tartjuk fenn. Az alvonalak érzékenysége eltér. A
konstrukcio integracios helyének  és kopiaszamanak
meghatarozdsa magyarazatot adhatna a vonalak kozotti
kiilonbségekre. A kiilonbozoé integracidos hellyel jellemezhetd
alvonalak Osszekeresztezésével nagyobb érzékenységli, 11j alvonal
kialakitasara nyilhat lehetdség.

A bioszenzor vonal bizonyos embridiban 0sztrogének hatasara a
majon kiviil a szikben is kifejezddik a fluoreszcens fehérje.
Erdemes lenne a csak méjban jelet ado embridkat felnevelni, majd
ezek keresztezésével 0 alvonalat l1étrehozni. Ha az embridkat
alacsony koncentracioju Osztrogénkezelést kovetden
szelektalnank, elképzelhetd, hogy az alvonal érzékenysége is

feliilmulna az eddigi alvonalakét.

A vtgl-mCherry vonal feltételezhetéen kifejlett korban nagyobb
érzékenységgel reagal a kornyezeti Osztrogénekre és nagyobb
koncentraciotartomanyt képes elviselni. Bar a zebradani6 kifejlett
példanyain végzett kisérletezés mar allatkisérletnek mindsiil,
mégis javasolnam a felndtt halak részletesebb vizsgalatat a
kozeljovoben.

A létrehozott zebradanié vonal a késObbiekben jol hasznalhato,
alternativ  tesztrendszer lehet az Osztrogénhatasi anyagok
vizsgalataban. Javaslom a vonal tesztelését tobb, kiilonbozd tipust
Osztrogénhatast anyag ¢és anyagkeverékek alkalmazasaval is.

A vitellogeninre elvégzett whole mount in situ hibridizaci6 alapjan
a zebradanio homogén, laboratériumi vonalainak embridi is eltérd
érzékenységgel mutatjak ki a kornyezeti 6sztrogéneket. Ez a m4j
eltéré fejlettségi allapotaibol is adddhat, amit tovabbi in situ
hibridizacids vizsgalatokkal lehetne igazolni.

Az 0Osztrogén hatasi mikotoxin (zearalenon) esetén tapasztalt
megfigyelések alapjan szamos 0j kisérlet tervezhetd. Erdemes
lenne az anyagspecifikus fejlédési rendellenességek molekularis
hatterét  felderiteni, illetve a zearalenonnal szennyezett
takarméanyok ivadékokra kifejtett karos hatdsait tanulmanyozni
gazdasagi szempontbdl fontos halfajok (pl. ponty) esetén.
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