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1. Bevezetés

A hipofizis-adenomak az agyalapi mirigy elsé lebenyének daganatos
megbetegedései. Az intracranalis daganatok 10-25 %-at teszik ki (Butz, 2011; Cooper ¢és
Melmed, 2012; Mustafa és McGregor, 2013). Tobbségében joindulatiak, azonban a
hormonrendszerre hatva sulyos elvaltozasokat okozhatnak (Donangelo és Melmed, 2012).
Csoportositasuk torténhet a hormontermelésiik alapjan, ilyenkor beszéliink prolaktin,
novekedési  hormon, adrenokortikotrop  hormon,  pajzsmirigy-serkenté, illetve
gonadotrophormont (folliculus-stimulalé vagy luteinizald hormont) termelé adenomakrol

(Palma ¢és Larizza, 2014).

Az elébbieken tul egy kiilon csoportot jelentenek a klinikailag hormonalisan inaktiv
daganatok (csendes tumorok vagy NFPA-K), melyek eléfordulasa az Osszes adenoma
mintegy 30 %-a (Cooper és Melmed, 2012; Palma ¢s Larizza, 2014). Bar az NFPA-k
joindulatt, hormonalis tiineteket nem okozo tumorok, elhelyezkedésiik miatt, az agy
kiilonboz6 teriileteire nyomast gyakorolva, stlyos tiinetekkel jarhatnak. A leggyakoribb
klinikai tiinetek fejfajas, latdszavar, szédiilés (Levy, 2004; Mustafa és McGregor, 2013).

Mivel hormonalis elvaltozasokat nem okoznak, felismerésiik nehéz.

A klinikai kutatdsok soran kiemelt jelentdségli a modellallatok hasznalata.
Segitségiikkel a szervezet komplex folyamatai megfigyelhetéek, a bonyolult
mechanizmusok konnyebben megérthetéek. A zebradanié (Danio rerio), mint gerinces
szervezet, human betegségek modellezésére kitlinden alkalmas. Teljes genomja ismert,
kozel negyven éve aktivan kutatott organizmus. Laboratoriumi tartasa olcso és egyszerd,
rendkiviil szapora, igénytelen. A larvdk az attetsz0 ikrahéjon keresztiil konnyen
megfigyelhetdek, ezért valt kedvelt fejlodésbiologiai modellé. Az utdbbi idében egyre
gyakrabban hasznaljdk toxikoldgiai és gyogyszerkisérleti vizsgéalatokhoz is. Genetikai
modellként is jol alkalmazhatd, az dltalanosan hasznalt modellallatok koziil az egér utan a
zebradanio 4all a legkdzelebb az emberhez. A human gének 70 %-dban fellelhetd

zebradanioban ortolég (Howe és mtsai., 2013).



Mapping and expression analysis of zebrafish (Danio rerio)

genes related to the development of pituitary adenoma

Abstract

Pituitary adenomas are the neoplasms of the former lobe of the hypophysis gland
(adenohypophysis). They comprise approximately 10-25 % of all intracranial neoplasms
(Butz, 2011; Cooper és Melmed, 2012; Mustafa és McGregor, 2013). They are mostly
benign tumors, but can have a severe effect on the endocrine system (Donangelo és
Melmed, 2012). They can be classified by their hormone hypersecretion as the following:
prolactinoma, somatotropinoma, corticotropinoma, thyrotropinoma and gonadotropinoma
(FSH or LH secreating adenomas) (Palma és Larizza, 2014)

Furthermore we can classify another group, the clinically nonfunctioning adenomas
(silent tumors or NFPAS) accounting for approximately 30 % of all adenomas (Cooper és
Melmed, 2012; Palma és Larizza, 2014). Altough NFPAs are nonfunctioning, benign
tumors, they can cause serious problems by compression on different brain parts. The
clinical features are headache, visual disturbances and dizziness (Levy, 2004; Mustafa és
McGregor, 2013). Due to the lack of hormone secretion, it is difficult to diagnose them.

The use of model organisms has a great importance during clinical investigations.
They allow us to understand the complexity of physiology. Zebrafish (Danio rerio) is an
excellent species for modeling human diseases. The whole zebrafish genome has already
been sequenced and it has been used for research for over 40 years. It is easy and cheep to
house and care them, they have an extremely fast reproduction rate. It is a beloved model
organism for developmental biology for decades, but in the recent years it developed into
an important model in toxicology and tumor biology as well. It can be used for genetics
research with succes, 70 % of the human genes can be found in the zebrafish genome
(Howe és mtsai., 2013).

Our aim is to investigate, wheather the zebrafish is a suitable model organism for
studying adenohypophysis tumors. We searched for the most important tumor supressor
genes related to the human clinically nonfunctioning pituitary adenomas in scientific

literature. In silico genome and sequence analysis was made and we chose dlk1 and dio3
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for further study. The expression pattern of these genes was detected with in situ
hybridization technic on five-day-old zebrafish larvae. Our future plan is to create a
transgenic zebrafish line possessing clinically nonfunctioning pituitary adenoma by the
help of gene silencing with CRISP method (Wilkinson és Wiedenheft, 2014). The
expression analysis is needed for this goal, it helps us to choose the potential target gene
for silencing. This transgenic zebrafish line would be helpful in understanding the
mechanisms of this disease. In addition it woud enable us to test different medicines and

treatments.



2. Célkituzések

Vizsgalataink elsédleges célja annak megismerése, hogy a zebradanié alkalmas-e
modellallatnak az adenohipofizis daganatos elvaltozasainak tanulmanyozasara. Irodalmi
adatok alapjan informécidt gytjtottiink a klinikailag hormonalisan inaktiv, human
hipofizis-adenoma kialakulasdban szerepet jatszo kulcsfontossagu génekr6l. Ezeket
tanulmanyoztuk  és  feltérképeztik  zebradanioban. In  silico  moddszerekkel
Osszehasonlitasokat végeztiink genom ¢€s szekvencia szinten. Vizsgalatainkhoz tumor-
szupresszor gént kerestiink és az in silico modszerek elvégzése utan a dlk1-et és a dio3-at
valasztottuk. Ezek expresszios profiljat in situ hibridizaciéval detektaltuk 5 napos

zebradanid larvakon.

A késbbbiekben tervezziik a dIkl és a dio3 gének in situ hibridizacios vizsgalatat
feln6tt halak agymetszetein, mellyel informaciot nyerhetiink a génexpressziorol a halak

fejlédésének késdbbi stadiumaiban.

A hosszu tava tervek kozott szerepel egy nem funkcionalé adenomara jellemzo
tumor-szupresszor gén csendesitése CRISPR moddszerrel (Wilkinson és Wiedenheft, 2014)
¢és ezzel modellallat 1étrehozasa. Az expresszios vizsgalat a géncsendesitést elézi meg, a
célgén kivalasztasahoz sziikséges. Egy transzgénikus, hipofizis-adenomas zebradanio
vonal nagyban hozzajarulna a betegséggel kapcsolatos ismereteinkhez. A daganat okozta
elvaltozasok tanulmanyozhatdak, kiilonboz6é szerek és kezelések pedig tesztelhetoek

lennének.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Human hipotalamo-hipofizealis rendszer

A hipotalamusz a koztiagy (diencephalon) része, fontos vegetativ szabalyozd
kozpont (futd- és hiitd kozpontok, €hség- €s jollakottsag kdzpont, szexualis funkcidk,
alvas-ébrenléti allapotok szabdlyozésa, stb.), valamint a neuroendokrin szabalyozo
rendszer kozponti eleme. A harmadik agykamratol dorzalis irdnyban helyezkedik el. A
koponyalap iranyaban talaljuk a hipotalamusz tolcsérszer(i sziikiiletét, az infundibulumot,
mely a hipofizisnyélen keresztiil kapcsolodik az agyalapi mirigyhez. A hipotalamusz
endokrin rendszerrel kapcsolatban 4all6 magvait két részre: kis- és nagysejtii

neuroszekréciés magvakra oszthatjuk (Dr. Obal, 1982; Dr. Zboray, 2010).
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1. abra: hipotalamo-hipofizealis rendszer (Dr. Zboray, 2010)

A hipotalamusz nagysejtes neuroszekrécidos magvai polipeptid hormonokat
termelnek, melyek az infundibulumon, majd a hipofizis nyélen keresztiil, axonalis
transzporttal a neurohipofizis pars nervosdjdaba juttatjak szekrétumaikat. A hormonok itt
tarolodnak, majd iirlilnek a vérbe. A vazopresszin, mely foéként a nucleus supraopticusban
termelddik, a vese vizvisszaszivasat serkenti, ezaltal a vizelet mennyiségét csokkenti.
Funkci6ja miatt antidiuretikus hormonnak is nevezziik (diuresis=vizeletiirités). A
fiziologias adagnadl nagyobb mennyiségben vérnyomdasemeld és simaizom-kontrakciot

S

el6idéz6 hatassal rendelkezik. Az oxitocin, melyet elsésorban a nucleus paraventricularis

.....

serkenti (Balint, 1986).



A hipotalamusz kissejtes neuroszekrécidos magvainak (nucleus arcuatus) sejtjei
releasing és inhibiting hormonokat termelnek. A hormonok a hipofizis portalis keringési
rendszerébe keriilnek, igy nem kozvetlen axonalis kapcsolattal, hanem a véraram utjan

jutnak el a hipofizis eliilsé lebenyébe, az adenohipofizisbe (Dr. Zboray, 2010).

Az agyalapi mirigy (hipofizis) a hipotalamusztol lateralisan elhelyezkedd,
cseresznye nagysagu képlet. (Szentagothai, 1975) Hatuls6é lebenye, a neurohipofizis
idegszovet jellegi. Harom részbdl all: a hipofizisnyélbél (infundibulum), az eminentia
mediandbdl és pars nervosabol. A mirigy eliilsé lebenye, az adenohipofizis az eminentia
mediandhoz hozzafekvd tolcsérlebenybdl (pars tuberalis), a terjedelmes eliilsé lebenybdl
(pars distalis) és a kozéps6 lebenybdl (pars intermedia) all (Vigh és Kondics, 1997; Dr.
Zboray, 2010).

Az embriondlis fejlddés soran a neurohipofizis kitlirédéssel keletkezik a
diencephalon fenéklemezébdl, igy kozvetleniil neuronalis eredetii (Csokonya és Hoffmann,
2000). Az eliils6 lebeny, az adenohipofizis a garathambol fejodik. Amikor a human embrid
koriilbeliil 3 hetes (Sadler, 2000) az embrionalis Osszaj (Stomodeum) dorzalis része
kitiir6dik, majd lefiizédik, ezzel 1étre hozva az un. Rathke tasakot. A Rathke tasak a
neurohipofizishez vandorol és hozza nd, ezzel kettds eredetli, dsszetett szervet hozva létre.
Ugyanakkor megjegyzendé, hogy a Rathke-tasak a stomadeumba ékel6do
neuroektodermalis szovetbdl fejlodik, igy kozvetetten ez is idegi eredeti (Dr. Zboray,
2010).

A hatulsé lebeny szoveti képén veldtlen idegrostok, idegsejt végzddések,
kotoszovetek, erek, valamint neurogliasejtek (Gn. pituicytak) figyelhetéek meg (Kiihnel,
1997). Ezen sejtek hormontermelésre nem, csak hormontarolasra képesek. Az eliilsé
lebeny szovettani szerkezete nagyobb valtozatossagot mutat, hematoxin-eozin festéssel
kromofob és kromofil (acidofil vagy bazofil) sejttipusokat figyelhetiink meg. A pars
tuberalis az infundibulum mellett talalhatd, egyenletesen bazofil festddésti sejteket
tartalmaz. A pars intermedia sejtjei szintén basofil, de egynemii, szabalytalan anyaggal telt
lument tartalmaznak. A pars distalis-ban mind kromoféb, mind kromofil sejttipusokat
talalunk (Szentagothai, 1975).

Modern immuncitokémiai és elektron mikroszkopos technikakkal a sejteket az

altaluk szekretalt hormonok alapjan is elkiilonithetjiik, igy az adenohipofizis teriiletén



megfigyelhetiink szomatotrop, laktotrop, tirotrop, Kortikotrop és gonadotrop sejteket. A
kromofob, nem festédo sejteket null sejteknek is nevezziik. Az adenohipofizis hormonok
kémiai szerkezetiik alapjan harom nagy csoportba sorolhatoak: glikoproteinek (LH, FSH,
TSH), kisméretii peptidhormonok (ACTH, LPH, MSH, endorfinok) és hosszu polipeptidek
(GH, PRL) (Butt, 1975). A hormonok dsszefoglalé tablazatat a 3-as szamu abran lathatjuk.

Termelodési hely Sejttipus Adenohipofizis hormon

szomatotrop GH- novekedési hormon
FSH- follikulusz-stimulal6 hormon
gonadotrop
o LH- luteinizal6 hormon

Pars distalis _
laktotrop PRL- prolaktin vagy laktotrép hormon
tirotrop TSH- thiroidea-stimulalé hormon
kortikotrop ACTH- adrenokortikotrop hormon

Pars intermedia a-MSH- melanocita stimulalé hormon

2. abra: Adenohipofizis hormonok termelddési hely és sejttipusok szerint (Greenspan és
Gardner, 2001)

Az eliils6 lebeny hormonjai kiilonbdzd periférids endokrin szervekre hatva azok
aktivitasat szabalyozzak. Periférias endokrin szervek: a tobozmirigy (epipysis vagy corpus
pinneale), a pajzsmirigy (glandula thyreoidea), a mellékpajzsmirigy (glandula
parathyreoidea), a mellékvese (glandula suprarenalis) és az ivarszervek (Balint, 1986; Dr.
Zhoray, 2010). A célszervek és az agyalapi mirigy kozott visszacsatolds, negativ és pozitiv

feedback-mechanizmus valosul meg.



3.2. Hipofizis-adenomak

A hipofizis-adenomak az agyalapi mirigy eliilsé lebenyének daganatos
megbetegedései. Az intracranalis daganatok 10-25 %-at teszik ki (Butz, 2011; Cooper és
Melmed, 2012; Mustafa és McGregor, 2013). Tobbségiikben nem metasztatikusak, azaz
nem képeznek attéteket, de a thlzott sejtosztodas kovetkeztében szerven kiviilivé
(ektropikussa) valhatnak (Donangelo és Melmed, 2012). Mivel a hipofizist kaudalisan a
toroknyereg (sella turcica), egy csontos képlet hatarolja, agressziv novekedés
(hypopituarismus) esetén a lebeny novekedése rosztralis iranyban a latoideg (chiasma
opticum), lateralisan a barlangos vénas 6blok (sinus cavernosus), dorzalisan pedig az agy
parenchimaja felé torténhet. A daganat az agy kiilonb6z6 teriileteire nyomast fejthet ki, a

kompresszios tiinetek lataszavar, szédiilés, fejfajas lehetnek. (Levy, 2004)

Agressziv tumorok estén hormondlis elvaltozasok is megfigyelhetdek, mely az
adenomék csoportositasanak alapjat képezheti. Igy beszélhetiink prolaktin, novekedési
hormon, adrenokortikotrép hormon, pajzsmirigy-serkentd hormon, illetve folliculus-
stimulalé vagy luteinizald6 hormontermelé adenomakrdl. A nodvekedési hormon
tultermelése akromegalidt vagy gigantizmust okoz, adrenokortikotrop adenOoma estén
Cushing kor vagy Nelson szindroma jelentkezik. A prolaktinoma tipikus tiinetei az tn.
galaktorrheo-amenorrhea (a tejelvalasztas €s menstruacios ciklus hianya), libido hiany,

fogamzasképtelenség és erekcidos problémak (Levy, 2004). A gonadotropinomak és a

NFPA
NFPA {Null-cell) TSH
(Gonadotroph) 5-10% 1-2% PRL

GH

20%

3. abra: Hipofizis aden6mak szazalékos
megoszlasa (Palma & Larizza, 2014)

pajzsmirigy-serkenté hormont termeld tirotropinomak eléfordulasa viszonylag ritka,
elhanyagolhat6 klinikai tiinetekkel. Eldbbieken til a megbetegedések viszonylag nagy

részében (25-30%) fordul elé klinikailag nem funkcionalo, csondes adenoma (non-
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functioning pituitary adenomas=NFPA), amely a null sejtek rendellenes osztodasat jelenti.
A hipofizis-adenomak szazalékos megoszlasat a 3-as szamu abran lathatjuk (Palma és

Larizza, 2014).

Meéret alapjan mikro- és makroadenomakat kiilonithetiink el. A mikroadenomak 1
cm-es atmérénél kisebbek, a toroknyereg altal hatarolt teriileten beliil talalhatoak. A
makroadenomak 1 cm atmérdnél nagyobbak ¢€s til is ndhetnek a toroknyereg teriiletén. Ez
utobbiak gyodgyitasa problémasabb ¢és altalaban kombinalt kezelést igényel (Greenspan és
Gardner, 2001).

A betegség kialakulasa ritkan hipotalamuszbol szarmazo releasing-hormonokra
vezethetd vissza (mint GHRH, majd GH taltermelés esetén akromegélia), azonban az
esetek tobbségében maga a hipofizis, nem pedig a hipotalamusz abnormalis mitkédése

okozza (Mustafa és McGregor, 2013).

Az adenomak altalaban sporadikus megjelenésiiek, csak ritkan fordulnak el6
familiaris, 6rokletes tumorszindroma részeként (Tichomirowa és mtsai., 2009; Butz, 2011;
Donangelo és Melmed, 2012). Ez utobbira példa a MENT1 (1-es tipust multiplex endokrin

neoplazia), a Carney-komplex és a FIPA (familiaris izolalt hipofizis adenoma).

A nem-funkcional6é hipofizis-adenomak a makroadenomak 50 %-at teszik ki
(Camara Gomez, 2014). Bizonyos esetekben, bar hormonalis klinikai tlineteket nem
okoznak, immunhisztokémiai vizsgalatokkal mégis kimutathaté hormontermelés. Ilyenkor
funkcionald, csondes adenomardl beszéliink. Leggyakrabban csdndes gonadotrop, csondes
kortikotrop vagy csondes szomatotrép adenoma fordul eld, csondes prolaktinoma és
tirotropinoma ritkan figyelhetd meg. A Golgi apparatus nem megfeleld mikodése miatt a
csondes adenomak esetében szekretalt granulumok kisebbek, mint ami a klinikailag aktiv
adenomakra jellemz6. Ez a hormonalis klinikai tiinetek hianyanak egyik oka lehet (Cooper
¢s Melmed, 2012).

Jelenleg nem all rendelkezésre hatékony gyogyszeres kezelés az NFPA-k
gyogyitasara (Miao és mtsai., 2012). Agressziv makroadenoma esetén, ha kompresszios
tiinetek jelentkeznek, a miitéti beavatkozas a legjobb megoldas. Amennyiben erre nincs
mod, radioterapids kezelés (RT) javasolt (Camara Goémez, 2014). Természetesen a
megfeleld eljarast a tumor mérete, novekedése, a beteg kora, esetleges lataszavarok

jelentkezése és az endokrin funkciok figyelembevételével hatarozzak meg.
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3.3. A human DLK1-MEGS3 lékusz

\A DLK1-MEG3 16kusz a human 14-es kromoszéman (14032.2) talalhato.
Osszesen tobb, mint 80 apai 4gon imprintal6do, proteinkddold gént és anyai agon
imprintalodo6, proteint nem kodold gént tartalmaz. Az apai agon imprintalodd, protein
kodolo gének tobbek kozott: a DLK1 (delta-like homolog 1), az RTL1 (retrotransposon-
like 1) és a DIO3 (iodothyronine deiodinase type Ill). Az anyai agon imprintalod6 gének a
szabalyozasban jatszanak szerepet. Nagy méretli, RNS-t kodolo gének tartoznak ide, mint a
MEG3, MEG8 vagy az antiszensz RTL1 (RTL1as), illetve kis RNS-ek, példaul snoRNS-
ek, piRNS-ek és miRNS-ek (Cheunsuchon és mtsai.,, 2011; Lehner és mtsai., 2014).

Kimutattak, hogy a DLKI1-MEG3 l6kusz szignifikdnsan alulexpresszalt kettes
tipusi cukorbetegek hasnyalmirigyének szigetsejtjeiben (Kameswaran és mtsai., 2014),
illetve NFA-s betegeknél (Cheunsuchon és mtsai., 2011). Elébbiek alapjan feltételezhetd,

hogy tumor-szupresszor hatas.

A DLK1 (Delta-like 1 homolog) egy transzmembran proteint kodol. A protein egy
rovid intracelluldris szakaszbdl, transzmembran domain-bdl és egy extracellularis
szakaszbol all, amelyen hat epidermalis novekedési faktor és egy tumor nekrézis faktor a-
konvertal6 enzim (TACE, Tumor Necrosis Factor a-Converting Enzyme) proteaz-szenzitiv
target szekvencidja talalhatd. Klinikai adatok alapjan, illetve modellallatokkal végzett

kisérletek szerint a DLK1 fehérje szerepet jatszik a zsirsejtek érésében (adipogenezisben)

crer

rrrrrr

¢és mtsai., 2012).

A DLK1 protein a Notch jelatviteli ut ligandja (Sanchez-solana és mtsai., 2011;
Falix és mtsai., 2012). A Notch szignaltranszdukcios jelatviteli Ut szerepet jatszik a sejtek
differencidlodasi irdnyanak meghatarozasaban, a végsd differencialtsag kialakitdsdban és a
sejtburjanzasban (proliferacié) (Falix és mtsai., 2012). Nem megfeleld6 mikodése
kiilonboz6 fejlédési rendellenességeket, felnéttkorban megjelend betegségeket, illetve
rakot okoz (Kopan és Ilagan, 2009). A Notch receptorok transzmemran proteinek,
melyeknek emlésok esetében négy kiilonbozo variansa ismert (Kopan ¢€s Ilagan, 2009). A
ligand receptorhoz vald kotédésekor kiilonb6z6 proteolitikus folyamatok jatszodnak le,

melyek kovetkeztében a receptor intracellularis régidja (NICD, Notch intracellular domain)
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levalik a sejtmembranrdl €s a sejtmagba jut. A sejtmagban transzkripcids komplexet képez
egy DNS koté fehérjével (SU(H), Supressor of Hairless) és egy nuklearis effektorral
(MAM, Mastermind). A komplex aktivalja a célszekvenciak atirasat, melyek
differenciacios, proliferacios és apoptotikus (programozott sejthaldllal kapcsolatos)
eseményeket szabalyoznak. Ezt a mechanizmust nevezziik a Notch kanonikus jelatviteli

utjanak (Guruharsha és mtsai., 2015).

A DIO3 (deiodinase, iodothyronine, type I11) gén egy enzimet kodol, mely a tiroid
hormonok inaktivacidjaban jatszik szerepet (Croteau és mtsai., 1995; Hernandez ¢és mtsai.,
2002; Dong és mtsai., 2013; Heijlen és mtsai., 2014). A gerincesek korében haromféle
deiodindz enzimet irtak le. Mind a tiriod rendszer, mind a deiodinaz enzimek aminosav
szekvenciaja erdsen konzervalt (Croteau és mtsai., 1995; Heijlen és mtsai., 2013). A
pajzsmirigy hormonok kozé tartozik a tiroxin (T4) és a trijod-thyronin (T3). A tiroxin a
tirocitakban termelddik, mig az aktivabb forma, a trijod-thyronin megtalalhato szinte az
Osszes periférias szovetben. Termelését a DIOII enzim végzi, mely a T4 hormon kiilsé
gylrijérél egy jodatom eltavolitasaval aktivabb, T3 format hoz létre. A DIOIII enzim
képes mind a tiroxin, mind a trijod-thyronin belsé gylriijérdl egy jodatomot eltavolitani,
ezzel bioldgiailag inaktiv hormont létrehozni. A DIOI enzim kettés funkcioja, mind
aktivaciora, mind inaktivacidra képes. Mindharom deiodindz enzim membranprotein, a
thioredoxin szupercsaladba tartoznak, melyek egy ritka aminosavat, szelenociszteint

tartalmaznak az aktiv centrumukban (Heijlen és mtsai., 2014; Guo és mtsai., 2015).

Emldsoknél DIO3 expresszio figyelhetd meg a placentaban és egyéb embrionalis
szovetekben, mely a tiroid hormonok névekedésben betoltott szerepét tiikrozi (Huang és
mtsai., 2016). Ezen kiviil feln6tt korban a pajzsmirigy hormonok a sejtek energia
felhasznalasat, sziv funkciokat, oszmoregulacios folyamatokat szabalyoznak (Guo és
mtsai., 2015). DIO3 expresszi6 figyelheté meg az egész kozponti idegrendszer teriiletén
(Helen és mtsai., 1999; Verloop és mtsai., 2014).
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3.4. Zebradanio, mint modellallat

4. abra: Zebradanio (Danio rerio) embrid, larva és
kifejlett allat

A human betegségekkel kapcsolatos kutatdsok soran a modelldllatok hasznalata
kiemelt jelentdségli. Bar bizonyos vizsgalatokra sejt- vagy szovettenyészetek is jol
hasznalhatoak, mégsem alkalmasak komplex folyamatok modellezésére. A leggyakrabban
alkalmazott tobbsejtli gerinctelen modellallatok a fonalférgek (Caenorhabditis elegans,
Xiphinema vuittenezi), az ugrovillasok (Folsomia candida), az agascsapt rakok (Daphnia
magna, Daphina pulex) és az ecetmuslica (Drosophila melanogaster), mig a gerincesek
kozil hazi egeret (Mus musculus), a vandorpatkanyt (Rattus norvegicus), valamint a

tengerimalacot (Cavia porcellus) emlithetjiik.

A megfeleld modellallat kivalasztasanal fontos figyelembe venni, hogy az éllat
konnyen és gyorsan szaporithatd, egyszerien tarthato legyen. Legjobb az olyan
organizmusok hasznalata, amelyekr6l mar sok ismerettel rendelkeziink, igy gyorsabba

valik a tervezés és 0sszehasonlitd elemzésekre is lehetdségiink nyilik.

Napjainkban egyre elterjedtebb a zebradanio (Danio rerio), mint laborallat
hasznalata. A pontyfélék (Cyprinidae) csaladjaba tartozo faj eredeti hazaja Azsia, de mara
az egész vilagon elterjedt és kedvelt diszhal. Az oldalan 6t horizontalis, sotéten pigmentalt
csik fut végig. Edesvizi, a 18-24 °C-0s, novényzettel disan benétt, lasst folyasi vagy
allovizeket kedveli. 5-20 egyedbdl allo rajokban él, élettartama 3,5-5,5 év. Taplalékigényét

tekintve igénytelen, mindenevd. Egész évben parosodik, az ikrakat az aljzatra rakja,
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utdédgondozas nincs (Spence ¢és mtsai., 2006; Lawrence, 2007). Konnyen tarthato,
kisméretii csapathal, rovid (koriilbeliil 3 honapos) generacios idovel. A megtermékenyités
testen kiviili, a ndstények altal lerakott ikrakat a vizben termékenyitik meg a himek. A
megtermékenyités (zigota allapot) utdn az embridk nagyjabol 72 ora alatt alakulnak at
korai larvava, mely soran kialakulnak a legfontosabb szervek. A 72 6ras embriok mar az
Osszes létfontossagu szervvel rendelkeznek, képesek lebegbképességiiket az tszoholyaggal

szabalyozni, valamint teljesen kiegyenesedtek (Kimmel és mtsai., 1995).

Laborallatként vald széleskorli alkalmazasa mar az 1980-as években elkezdddott.
Azota rengeteg irodalmi adat sziiletett, mely barki szaméra elérhetd egy internetes
adatbazisban (ZFIN, The Zebrafish Model Organism Database). A teljes genomi
szekvenciaja ismert, mely nagymértékii hasonldésdgot mutat a huméan genommal. A humén
gének 70 %-ara fellelheté zebradanioban ortolog (Howe és mtsai., 2013). Az embriok
attetszo ikrahéjban fejlodnek, igy fejlodésbioldgiai vizsgalatokra kitiinden alkalmas. Az
utébbi idében egyre gyakrabban alkalmazzdk toxikologiai és gyogyszerkisérleti
vizsgalatokhoz, valamint daganatbioldgiai kutatdsokhoz (Berghmans és mitsai., 2005;
Stoletov ¢és Klemke, 2008; Yen ¢és mtsai., 2014). 2000 ota korilbeliil 50 olyan cikk
sziiletett, amelyben zebradanidt alkalmaztak daganatos modellként, mivel tiinetei a human
daganatokhoz hasonloak és a szignaltranszdukcids utvonalak is nagyrészt egyezdek

(Feitsma és Cuppen, 2008).
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3.5. Zebradanié (Danio rerio) hipotalamo-hipofizealis rendszere

A neuroendokrin szabalyzds kozponti eleme zebradanidban, a tobbi gerinces
allathoz hasonloan, a hipotalamo-hipofizealis rendszer. A hipotalamusz nagysejtes
allomanyaban, a nucleus praeopticusban termel6d6 hormonok kozvetlen axonalis
transzport utjan jutnak el a neurohipofizis pars nervosajaba. Itt tarolonak és sziikség esetén
bekeriilnek a keringési rendszerbe. Csontos halak esetén oxitocin-szer(i isotocin, valamint
arginin vazotocin termelddik, mely antidiuretikus hatasa mellett halakban a vérnyomast is

szabalyozza (Oliveira €s Gongalves, 2008; Dr. Perry és mtsai., 2010; Dr. Zboray, 2010).

A hipotalamusz kissejtes neuroszekrécios magvaban (nucleus lateralis tuberis)
releasing és inhibiting hormonok termelddnek. Ezen sejtek nyalvanyai halak estében
kiilonleges modon, kozvetleniil érik el az adenohipofizis sejtjeit. (Mas gerincesekben a
hipofizis portalis keringési rendszerén keresztiil jutnak el a célsejtekhez.) Az
adenohipofizist eliilsd €s hatulso lebenyre oszthatjuk, melyekben peptid jellegi hormonok
termelddnek. Az eliilsé lebeny hormonjai a human hormonokhoz hasonldéan a novekedési
hormon (GH), az adrenokortikotrop hormon (ACTH), a gonadotrop hormonok (Gthl és
Gthll) és a halprolaktin vagy paralaktin (Helfman és mtsai., 2009; Farrel, 2011).

Megjegyzendd, hogy csontos halakndl a periférids endokrin szervek altalaban nem
tomoriilnek 6nalld szervekbe (Polldk, 2011). Nem figyelheté meg mellékvese, mint
kompakt szerv, igy az ACTH a hasonl6 funkci6ja, de szétszortan elhelyezkedd interrenalis
sejtek hormontermelését szabalyozza. A gonadotrop hormonok koziil csontos halakban
(mas gerinces csoportoktodl eltéréen) az FSH a tiisz6érésen kiviil az ovulaciot is kivaltja. A
paralaktin, az emlds tejelvalasztast serket6 prolaktin hormonnal kémiailag megegyez6
molekula, azonban halaknal a viz- és ionhaztartas szabalyzasaban, az ivadékgondozasi
0szton serkentésében jatszik szerepet (Dr. Zboray, 2010). A paralaktin jelentdségét
mutatja, hogy az embriondlis fejlddés sordn az adenohipofizis hormonok koziil elsdként,
mar 24 oraval a fertilizacié utan termelddik (Herzog és mtsai., 2003). Ennek feltételezett
oka, hogy a zebraddni6 édesvizi hal 1évén hipoozmotikus kozegben él, igy a viz- és

ionhaztartas szabalyzasa mar korai embri6 stadiumtdl 1étfontossagl szamara.

A hatulsé lebenyben melanocita serkentd hormon (MSH) termelddik, melynek
funkcidja a pigmentsejtek stimulaldsa. Hatdsara a melaninszemcsék diszpergalodnak, igy

az allat szine s6tétebb lesz (Dr. Zboray, 2010)
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3.6. A dlk1-dio3 gének zebradanioban

A dlkl gén (NC_007128.6) zebradanioban is megtalalhat6, azonban itt a 17-es
kromoszoman. 6t exont tartalmaz és egyetlen transzkripttel rendelkezik, azaz az alternativ
szpldjszing soran egyetlen varidns keletkezik rola. Pontos szekvencidja ismert, azonban
funkcidjara vonatkozdan kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Bizonyos szerzok szerint a

vérerek fejlodését gatolja a NOTCH jelatviteli uton keresztiil (Rodriguez €s mtsai., 2012).

Zebradanioban megtaldlhato mindharom deiodinaz enzimet kédolo gén. A dio3 két
valtozata ismert, dio3a (NC_007128.6) és dio3b (NC_007131.6) paralog gének, melyek a
sugarasuszoju halak (Actinopterygii) korai evoltacidja soran bekdvetkezett genom
duplikéacié miatt alakulhattak ki (Howe és mtsai., 2013; Heijlen és mtsai., 2014). Mind a
kettd egy aktiv szeleno-enzimet kodol, mely a tiroid hormonok inaktivacidjaban jatszik
szerepet, azonban felépitésiik eltérd (Heijlen és mtsai., 2013, 2014; Guo és mtsai., 2015). A
zebradanioban talalhaté dio3b génben gerincesekben egyediilallo moédon egy nagy méretii
intron €kelddik be az enzim aktiv centrumat kodold rész és a nyitott leolvasasi keret kozé

(Guo és mtsai., 2015). Mindkét gén egyetlen transzkripttel rendelkezik.

Az elséként leirt dio3a génre vonatkozdan tobb informacioval rendelkeziink, dio3a
MRNS figyelheté meg a zebradanid embriok eléveséjében (pronephros) 12, 24 és 48 oraval
fertilizacido utdn, valamint kis mértékben a kozépagyban 24 6rads embridoknal (Dong és
mtsai., 2013). Ezen kiviil megemelkedett expressziot tapasztaltak sériilések utan és
feltételezik, hogy a dio3 gén a regeneracioban is szerepet jatszhat, eml6s6khoz hasonloan

(Kester €s mtsai., 2009; Bouzaffoura és mtsai., 2010).

A dio3a a 17-es kromoszoman, mig a dio3b a 20-as kromoszoman helyezkedik el.
A kodolt aminosav szekvenciakat vizsgalva a human DIO3 génnel 60 %-o0s, mig a két

paralog kozott 77 %-os egyezést talaltak (Heijlen és mtsai., 2014).
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3.7. Génexpresszio

Génnek azt a DNS szakaszt nevezziik, mely egy géntermék (polipeptid vagy RNS)
szintéziséhez sziikséges informaciot hordozza. A génekrdl atirodhatnak MRNS-ek
(messenger RNS) vagy egyéb funkcionalis RNS-ek, mint rRNS (riboszomalis RNS), tRNS
(transzfer RNS), illetve a szabalyozasban szerepet jatszo kis RNS-ek (SNRNS, snoRNS,
miRNS, siRNS). Sziikebb értelemben a gén csak a struktargént jelenti, tagabb értelemben
azonban ide tartoznak a szabalyoz6 szekvenciak, illetve az atir6do, de le nem forditodo

szakaszok is (Brown, 2010).

Az €16 szervezetek minden egyes sejtje tartalmazza azt a DNS allomanyt, ami a
sziikséges fehérje- és RNS molekulakat kodolja. A differencialt sejtekkel, szovetekkel
rendelkezd allatok esetében azonban kiilonb6zo génkifejez6dési mintazatokat taldlunk
(Csokonya ¢és Hoffmann, 2000). A génkifejez0dés szabalyzdsa tobb szinten is
megvalosulhat a DNS, mRNS, fehérje utvonal barmely lépésénél. Egyik fajtija a
transzkripcids szabalyzas, mely sordn szabalyozo6 szekvencidk segitségével az RNS atiras

regulacioja torténik.

Az atirds irdnya az egész éldvilagban 5'-3' iranyu. A struktirgéntdl altaldban
upstream (5' iranyban) talaljuk a DNS-en a promoter régiot. A promoteren a f6 konszenzus
szekvencidk a TATA-box és a GC-box. A szabalyozo szekvencidk bérhol, akar a
struktirgéntdl tavolabb 1s elhelyezkedhetnek. Szabdlyoz6 transzkripcios faktorok
kotddhetnek hozzajuk, melyek a génkifejezodést befolyasoljak. A serkentd szekvenciakat
enhanszereknek, a gatld szekvencidkat pedig silencereknek nevezziik. A promoter régid
szintén szabalyoz6 szerepet tolt be, ugynevezett altalanos transzkripcios faktorok

kotddhetnek hozza (Szeberényi, 2011).

A transzkripcid az RNS szintézist jelenti, melynek soran eukariotakban soha nem
érett mRNS, hanem egy primer transzkriptum, pre-mRNS képzdédik. A pre-mRNS ezutan
egy érési folyamaton esik at. 7-metil-GTP-sapka és poli-A-farok szintetizalodik ra, mely az
mRNS védelmét szolgalja és a sejtmagbdl vald kijutasat segiti. Ezen kiviil az érés soran
intronkihasitas (szpldjszing) torténik, igy az érett RNS intronokat nem, csak exonokat

tartalmaz.

A génexpresszid szabalyzasanak masik szintje, amikor az RNS érése szelektiven

torténik (alternativ szplajszing). Az alternativ érési folyamat kovetkeztében egy génrdl
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tobbféle, alternativ fehérjeforma alakulhat ki, melyek kiilonbozd sejttipusokban mas-mas
funkciot lathatnak el. Ugyanakkor az alternativ szplajszing nem csak a differencialdédott
sejtek fehérje termelésére van hatassal, hanem a sejtek sorsanak determindlésara is

(Csokonya és Hoffmann, 2000).

A transzkripci6 minden esetben a DNS szensz szalarol torténik, igy a képz6do
mRNS annak komplementere, megfelel az intronmentes antiszensz szalnak. Reverz
transzkripcid soran, az univerzalis kod ellenében, RNS-r6l DNS iras torténik. Ilyenkor
egyszali cDNS-t kapunk, mely eukariotakban a szplajszing miatt intronokat nem

tartalmaz, igy megegyezik a DNS intronmentes szensz szalaval.

A génkifejez6dés egy specialis esete a genetikai bevésédés (imprintalodas). Az
epigenetikus szabdlyzas egy forméja ez, amely sordn az utdodban csak anyai vagy apai allél
fejezédik ki, mig a masik sziilotél szarmazo allél csendes marad. A jelenség hatterében
feltételezhetéen metilaciés mintazatok allnak. A legtobb imprintalodé human és egér gén
valamilyen Osszefiiggésben all a novekedés szabalyzasaval (Moore és Haig, 1991;
Tilghman, 1999; Preece és Moore, 2000) és koriilbeliill 80 %-uk nem 6nalléan, hanem
egy¢b imprintalodo génnekkel kapcsoltan fordul el (Reik és Walter, 2001). Becslések
szerint ezidaig 100-200 imprintalodo gént irtak le (Barlow és Bartolomei, 2014).
Imprintalodd gének estében megfigyelték antiszensz RNS transzkriptek képzddését,
melyek az antiszensz szalrol irodnak at. Feltételezik, hogy a metilaciés mintazatok mellett,
ezeknek is az imprintalodas kialakitasaban lehet szerepiik (Preece és Moore, 2000).
Erdekességként megemlithetjilk, hogy az antiszensz transzkriptek jelenlegi tudasunk
szerint minden esetben imprintalodva, mégpedig az apai allélrél képzédnek (Reik és
Walter, 2001).

A daganatbioldgia molekularis vonatkozdsdban beszélhetiink onkogénekrdl és
tumor-szupresszor génekrél. Az onkogének a daganatok kialakulasat serkentik, a tumor-
szupresszor gének pedig gatoljak. Az onkogének tekintetében megkiilonboztetiink virus
onkogéneket és cellularis onkogéneket. Az elsd esetben a virus transzformald génje
integralodik a sejt genomjaba és daganatos sejtburjanzast idéz eld. A masodik esetben a
betegség kialakuldsat valamilyen mutacid okozza, mely soran olyan, mddosult gén

keletkezik, melynek terméke allandosult sejtproliferaciot okoz (Szeberényi, 2011).
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3.8. In situ hibridizacios technika

A hibridizacios technikak a Watson és Crick-féle bazisparosodasi elven alapulnak.
A komplementer szakaszok kotddése lehetdvé teszi kiillonbozd nukleinsav szekvencidk
detektalasat. Altalanosan hasznalt hibridizacios technika a southern blot, a northern blot, a

DNS microarray €s az in situ hibridizacio.

A southern blot és a northern blot soran a DNS-t vagy RNS-t gélelektroforézissel
elvalasztjak, majd nitrocelluldz membranra helyezik, ahol a nukleinsavak megtartjak az
elektroforézis soran felvett mintdzatukat. Ezutan egyszali DNS probaval inkubaljak, amely

radioaktivitas vagy enzim reakcid révén teszi lathatova a hibrideket (Brown, 2010).

Az in situ hibridizacié specifikus nukleotid szekvencidk lokalizacigjat ¢&s
detektalasat jelenti kiilonbozd szovet vagy sejt preparatumokban. Nagy elénye, hogy
szOvetek, metszetek, de akar teljes embridk vizsgalatat is lehetévé teszi, igy a
génexpresszid térbeli és idébeli valtozasa, a szovetek, sejtek egymashoz vald viszonya is

elemezhetd, a sejtek roncsoldsa nélkiil.

Beszélhetiink DNS probarol vagy RNS probarol. Antiszensz RNS probaval
lathatéva teheté az mRNS vagy mas, nem kdédold RNS szakaszok jelenléte, ez esetben
figyelni kell arra, hogy a probat exonokra tervezziik. Megkiilonboztetiink fluoreszcens
(FISH) és kromogén (CISH) in situ hibridizaciot, mindkettére nagy érzékenységii
protokollt dolgoztak ki napjainkra.

Mind fluoreszcens, mind kromogén prdoba gyartasa soran az elsé feladat egy
specifikus DNS vagy RNS szakasz kivéalasztdsa a rendelkezésre all6 irodalmi adatok és
adatbazisok felhasznalasaval (pl. National Center for Biotechnology Information). Ezutan
kijelolnek egy megfeleld hosszusagu szakaszt, amire primert terveznek. A primerek olyan
rovid oligonukleotid szekvenciak, amelyek kijelolik a DNS-en az atiras kezdetét. Ezt
koveti a proba gyartdsa, amelynek soran a kivélasztott szakaszra a bazisparosodas
szabdlyai szerint illeszkedd, komplementer szakaszt gyartanak. Megfeleld fixalas és a
szovetek, sejtek permeabilissa tétele utan a mintat a probaval hibridizaltatjak. A hibridek
jelenlétében fluoreszcens vagy szinreakcio torténik, ami lathatova teszi a kivant nukleotid

szekvenciat.
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Fluoreszcens proba esetén, hibridizaciokor a probahoz fluoroforral konjugélt
antitest kotodik, ami fluoreszcens mikroszkép alatt megfigyelhetd. A technika lehetdvé
teszi akar DNS, RNS és fehérje szimultan megfigyelését sejt szinten (Celis, 2006).
Kiilonb6z6 FISH tipusokat kiilonboztetiink meg: a QuantiGene ViewRNA proba mRNS,
incRns és microRNS kimutatasara szolgal formalinban fixalt és paraffinba agyazott
szovetek, friss vagy fagyasztott mintdk esetén. A Stellaris RNS préba mRNS vagy mas
hosszit RNS szakaszok detektaldsara alkalmas vékony metszeteken. A Fiber FISH egy
alternativ technika, mely sordn az interfazisos kromoszomak egy egyenes vonalban

jelennek meg (Levsky és Singer, 2003).

A kromofor ISH a fluoreszcens ISH egy alternativ modja. Eldnyt jelent, hogy az
eredmény fénymikroszkop alatt is megfigyelhetd, szemben a rendkiviil draga fluoreszcens
mikroszkoppal. A probahoz kotott antitesthez riporter enzim kapcsolodik. Ha a
célszekvencia és a proba hibridizal, a megfelelé szubsztrat jelenléltében a riporter enzim
szinreakcioval jaro atalakulast katalizal. Az enzim biotin vagy digoxigenin lehet, melyek a

probahoz koétve, dUTP konjugatumként vannak jelen (Roulston és Bartlett, 2004).

Colorimetric Fluorimetric
I Y Mouse anti-DIG primary Y Rabbit anti-FITC primary

\,/ Anti-mouse secondary Y Anti-rabbit secondary
A\ & e

W w

U\ mRNA probe Y DIG-UTP 'Y Fluorescein-UTP ’ Alkaline phosphatase

@ Horseradish peroxidase /\ A NBT +BCIP 7Y W Alexa Fluor tyramide

5. abra: a CISH és FISH sematikus rajza (Rozier és mtsai., 2014)
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4. Anyag és modszertan

4.1. Kisérleti helyszin és allatok

Vizsgalatainkat a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag- és Kornyezettudomanyi
Karanak Halgazdalkodasi Tanszékén végeztik el zebradaniokon (Danio rerio,
laboratoriumi  AB vonal). Kisérleteink soran szem el6tt tartottuk az OECD (The
Organisation for Economic Co-operation and Development) 3R (Replacement, Reduction,

crer

szdmanak csokkentésére és az allati szenvedés minimalizalasara irdnyul.

A kisérleti allatokat Techniplast ZebTech tipusu recirkulacids zebrahal tartd
rendszerben tartjak, ivaronként és méret szerint szétvdlasztva. A berendezés allando
kémhatast (pH 7%2), vezetoképességet (300-1000 uS), nyomast (0,1-0,3 bar) és
hémérsékletet (25+2 °C) tart fenn, napi 14 6ras megvilagitassal. A kifejlett egyedek harom
literes polikarbonat medencékben keriilnek elhelyezésre, harminc-negyvenesével. Az
allatokat naponta kétszer etetik teljes értékii haltappal (zebrafish basic food, Special Diet

Services), valamint hetente kétszer €16 sorak larvakkal (Artemia nauplii).

A tejes és ikras egyedeket az ivast megel6z0 napon egy milanyag raccsal
elvalasztott szaporitd edénybe helyeztiik ivaronként kiilon-kiilon. A tejesek és ikrasok
aranya az edényekben 2:1 volt. Masnap, a racs eltdvolitdsa utdn megtortént az ivas. Ezutan
az embridkat 100 mm 4atmérdji Petri csészékbe helyeztik ¢&s rogzitettik a
megtermékenyités datumat, pontos iddpontjat. A larvakat az RNS mintakhoz 5 napos korig
neveltiik, majd 20-25 larvat helyeztiink cs6vekbe és 100ul Trizol reagensben -80 °C-on
taroltuk a tovabbi munkékig. Az in situ hibridizacidhoz pedig szintén 5 napos larvéakat

hasznaltunk, de fixalasuk 4%-os PFA (paraformaldechid) oldatban tortént.
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4.2. In silico moédszerek

Vizsgalatainkhoz olyan tumor szupresszor génekt kerestlink, ami hormonalisan
inaktiv adenoma kialakulasaban szerepet jatszanak. Az irodalmi adatok alapjan a human
DLK1-MEG3 16kuszt valasztottuk. Zebradanidban megvizsgaltuk az ezen a lokuszon
talalhato legfontosabb 14 human mMIRNS-t és 6 gént, tovabba a 5-6s kromoszoman
talalhaté onkogén PTTGl-et (pituitary tumortransforming gene 1). Az in silico
vizsgalatokhoz tobb software-t és online programot is hasznaltunk. Els6 1épésként az
ensembl.org oldalon talalhaté human szekvencidkat hasonlitottuk Ossze zebradanio
szekvenciadkkal. Ezutan a blasztolast kiterjesztettiik a zfin.org oldalon talalhaté zebradanid

génekre, valamint a miRNAminer ¢s miRBase mikroRNS adatbankokra.

A keresést és Osszehasonlitast forditott titvonalon is elvégeztiik és lefuttattuk a
MAFFT (Katoh ¢s mtsai., 2002) és Jalview (Waterhouse és mtsai., 2009) programokon,
majd kiterjesztettiik ortolog keresésre is (http://cegg.unige.ch/mirortho;
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/MapMi; http://www.ensembl.org; http://zfin.org).

A pttg, a dio3 a és b, valamint a dlkl megtalalhatd zebradanidban is. A tovabbi
munkakat a dlk1 és a dio3 génekkel végeztik.

A dIk1 gén zebradanioban a 17-es kromoszéman helyezkedik el, egy transzkripttel
rendelkezik, tehat az alternativ szplajszing soran egy varians keletkezik és ot exont
tartalmaz. Az exonok hossza:

e 1l-esexon: 64 bp
e 2-esexon: 64 bp
e 3-asexon: 131 bp
e 4-esexon: 133 bp
e 5-0s exon: 577 bp

A pontos szekvenciat letoltottiik a Sequencher programba (Campbell és mitsai.,
2014), majd primert terveztiink a Primer Premier program 5-6s verzidjaval (Lalitha, 2004).
A primer tervezésnél 18-25 bp hosszusagh primert és koriilbeliil 500 bp hosszusaga
terméket szerettliink volna kapni. Két exon kozott atfedd primert kerestiink, hogy ezzel is
csokkentsiik annak esélyét, hogy a primer rossz helyre kotddjon be (false priming). Mivel
eukaridtdkban az mRNS érése sordn az intronok kivagodnak, igy két exon kozotti atfedd

primer a genomi DNS-re nem tud bekotédni. Az elébbiek figyelembe vételével a primer
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tervezéshez a négyes €s az 6tds exont valasztottuk, melyekre két primert is terveztiink. A

primerek pontos szekvencidja:

Primer neve Szekvencia
F 5-TCCGTG TTC ATC GCA GCC-3'
dlk1l
R 5-CAT CGC CCGCCATTC AC-3'
F 5'-GCC GCA CGG AGG AGA CAC-3'
dlk1
R 5'-ATC GCC CGC CAT TCA CAC-3'

6. abra: dlIk1 primerek szekvenciaja
Az els6 primer par 17 és 18 bazispar hossziusagu €s roluk 324 bazispar hosszusagu
termék keletkezik. Cross dimer, azaz két egymashoz kotddé forward és reverz primer
keletkezésének energidja 4,3 kcal/mol. A mésodik primer par 18-18 bazispar hosszusagu
forward és reverz primerekbdl all és roluk 231 bazispar hosszasagh termék keletkezik. Itt
hiba lehet6ségként a primer rossz helyre kotddését (false priming) emlithetjiik, de ehhez

8,8 kcal/mol energia sziikséges, igy €z nem valdszinti.

A dio3b gén két exonnal rendelkezik, melyek a gén két végén, egy intronnal
elvalasztva helyezkednek el. Az exonok hossza:
e 1l-esexon: 2208 bp
e 2-esexon: 512 bp

A dio3 génre tervezett primerek pontos szekvenciai:

Primer neve Szekvencia
F 5'-CCG-CTG-CCT-GGA-GGA-CC-3'
dio3b
R 5-TCT-CGA-CGC-ACC-ATT-GAA-ACT-T-3'

7. abra: dio3b génre tervezett primerek szekvencidja

A primerek hossza 17 és 22 bazispar, melyekrdl 431 bazispar hosszusag termék

keletkezik. Cross dimer keletkezhet, de ehhez 6,8 kcal/mol energia sziikséges.
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4.3. Proba gyartasa
4.3.1. RNS izolalas

A proba gyartdsa soran eldszor RNS-t izolaltunk vad tipusu, AB vonalu
zebradaniokbol. A mintakat 100 pl Trizol reagensben taroltuk homogenizalds utdn (VWR
international — Pellet mixer) -80 °C-on az izolalas megkezdéséig. A homogenizatumhoz
tovabbi 300 ul Trizolt és 100 ul kloroformot adtunk, majd 5 percig inkubaltuk, dsszeraztuk
és 10 percig centrifugaltuk 4 °C-on, 12500 rpm fordulatszamon. Uj Eppendorf csébe 100
ul kloroformot mértiink és erre pipettaztuk a mintank feliiliszojat. Ujbol centrifugaltuk 10
percig 4 °C-on ¢és 12500 rpm fordulatszamon. A feliiluszot ezutan 500 pl fagyos
izopropanolra pipettaztuk és -20 °C-on tartottuk egy éjszakan keresztiil, hogy az RNS
Kicsapodjon. Masnap 15 percig centrifugaltuk 4 °C-on, 12500 rpm fordulatszamon. A
csapadékot Ovatosan eltavolitottuk és a mintat 500 pl 75 %-o0s etanollal atmostuk, hogy
eltavolitsuk a mintaban maradt folyékony reagenseket. Ujbol centrifugaltuk 10 percig 4
°C-on és 12500 rpm fordulatszamon. A feliiliisz6 eltdvolitdsa utdn a mintdkat [dmpa alatt
szaritottuk, majd amikor teljesen szarazak voltak 20 pul MQ vizzel szuszpendaltuk ¢és -80

°C-on taroltuk.

4.3.2. DN4az kezelés

A DNaz kezelés soran az esetlegesen a mintaban maradt genomi DNS fragmenteket
tavolitottuk el. 10 pul RNS-hez 0,5 pl DNaz enzimet (Fermentas 2U/ pul) és 2 pl DNaz
puffert mértiink, majd MQ vizzel 20 pl végtérfogatra egészitettiik ki. Ezutan 30 percig
inkubaltuk 37 °C-on, hogy az enzim aktivitdsahoz sziikséges homérséekletet biztositsuk.
Végiil koncentraciét mértiink Implen tipusti nanofotométerrel a tovabbi szamitasokhoz. Az
eredményeket ng/pl-ben kaptuk és ugy szamitottunk, hogy minden mintaban 100 ng RNS
legyen. A mintakat MQ vizzel higitottuk 10 ul végtérfogatra.

4.3.3. cDNS iras

Reverz transzkripcid sordn a célunk az mRNS kiegészitése komplementer cDNS

molekulava. Molekularis munkakhoz alkalmas, mert kevésbé sériilékeny, mint az RNS.

Az RNS-t tartalmazé 10 pl-es oldathoz 0,2 ul (200 U/ pl ) reverz transzkriptaz
enzimet (Thermo maxima), 4 ul 5x RT puffer oldatot, 1 ul dNTP-t (0,5 mM final), 1 pl
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(100 pmol) random primert mértiink, majd MQ vizzel 20 ul végtérfogatra higitottuk. A
PCR reakciohoz ESCO Swift PCR-késziiléket hasznaltunk az alabbi program szerint:

e 10 perc 25 °C-on
e 30 perc 50 °C-on
e 5perc 85 °C-on

4.3.4. PCR optimalizalas

A cDNS-ekkel PCR reakciot végeztiink az altalunk tervezett primerekkel és efla
haztartdsi génnel. Az optimalizalds soran az enzimmikodés szamara legmegfelelobb
hémérséklet és a megfeleld mennyiségek beallitasa volt a cél. Az efla génnel a CDNS-ek

mindségét ellendriztiik. Az efl a primer szekvenciait a 8-as tablazat tartalmazza.

Primer neve Szekvencia
F 5-TGT GGA GAG CTT CTC TAC-3'
efl a
R 5'- TGA GGA AAT CCACTT GG-3'

8. abra: efl a primer szekvenciaja

Az optimalis protokoll 12,5 pl-es végtérfogatra a kovetkezd volt:

Osszetevo Menniység (ul)
Taq puffer (10x) 1,25

MgClI2 (25 mM) 0,5

dNTP (2,5 mM) 1

Forward primer (6,6 mM) 0,5

Reverz primer (6,6 mM) 0,5

|

Taq polimeraz enzim (40x)

MQ 6,75

9. abra: PCR optimalizalas protokollja
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A master mix-hez 1-1 pl cDNS-t adtunk, majd PCR reakciot végeztiink Applied

Biosystems ProFlex System-Life tipusu, 3 kamras PCR-géppel az alabbi program szerint:

Ciklusszam Idétartam Homérséklet
1x 10 perc 95 °C
15 masodperc 95 °C
45 x 20 masodperc 60 °C
20 masodperc 72°C
1x 5 perc 72 °C

10. abra: PCR optimalizalas programja

Végiil a mintakat 1,5 %-os agar6z gélen futtattuk.

4.3.5. Kivagas 2élbdl, tisztitas

A PCR optimalizalas soran megfeleldnek talalt primert az optimalis aranyokkal, de
nagyobb (25 pl-es) végtérfogattal, harom kiilonbdz6 ¢cDNS-el felsokszoroztuk az eldbbi
program szerint. Ezutan 1,5 %-os agar6z gélen futtattuk az egész mintat egy nagyobb
zsebben (poolozas). Gélelektroforézis utan a mintat a gélbdl kivagtuk UV lampa alatt és
NucleoSpin Clean-up kittel megtisztitottuk a NucleoSpin protokoll szerint. Ezutan

koncentraciot mértiink Implen nanofotométerrel a tovabbi szamitdsokhoz.

4.3.6. Vektorba ligalas

Vektorként a pPGEM-T Easy mesterséges plazmidot hasznaltuk. Ez egy linearizalt
plazmid, melyet Promega EcoR V restrikcios enzimmel hasitanak. Mindkét végen ragados
véget hoznak létre egy 3' timidin hozzaadasaval. A talnytlo 3'-T végek segitik az inzert
beépiilését ¢s megakadalyozzak a plazmid recirkularizaciojat. A vektor T7 és SP6 RNS
polimeraz promotert tartalmaz, az inzert kivagasara tobbek kozott EcoR I, BstZ 1 és Not |

restrikcids enzim hasznalhato.
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11. abra: pGEM-T Easy vektor

A gélbdl tisztitott PCR termékiinket az alabbi protokoll szerint ligaltuk a pGEM-T
Easy vektorba:

Osszetevé Menniység (ul)

rapid ligald puffer (2x) 5

pGEM-t Easy vektor 1

PCR termék 0,2
T4 DNS ligaz 1
MQ 2,8

12. abra: vektorba ligalas

A mixet egy oOran keresztiil szobahOmérsékleten, majd egy éjszakan at -4 °-on
inkubaltuk. A szamitashoz hasznalt képlet, melyet a megfeleld vektor-inzert arannyal kell

szorozni:
(50 ng vektor x 0,5 kb inzert)/3 kb vektor = inzert (ng)

A képlet alapjan a dlkl gén esetében a mix-hez 0,10 ul PCR terméket adzunk. A

késébbiekben a jobb eredmények érdekében megduplaztuk az inzert mennyiségét.

A dio3b gén esetében 431 bp hosszisagu termék és 31,5 ng/ pl-es koncentracio

mellett 0,7 ul PCR terméket adtunk a mixhez.
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4.3.7. Transzformalas kompetens sejtbe, taptalaj készitése

A tovabbi munkakhoz folyékony és szilard amplicilines, illetve szilard IPTG, XGal

amplicilines taptalajt készitettiink.

Kompetens sejtként One Shot TOP 10 Escherichia coli-t hasznaltunk, amelybe
hésokkal juttattuk be a vektorunkat. 50 ul TOP 10-hez 10 ul ligalt terméket mértiink, majd
30 percig jégen tartottuk. Ezutdn 45 masodpercre 42 °C-os vizflirdébe, majd 2 percre ismét
jégre helyeztiik dket. Végiil 300 ul folyékony taptalajban, 37 °C-on rézattuk ket egy oran

at.

4.3.8. Kék-fehér szelekcid, kolénia PCR

A vektort tartalmaz6 kompetens sejtiinket IPTG, XGal taptalajra szélesztettiik. A

modszer célja, hogy az inzertet tartalmazo vektorokat kimutassuk.

Az E.coli-ban talalhato lac operon egyik strukturalis génje a LacZ. Csak laktoz
jelenlétében aktiv, ilyenkor B-galaktoziddz enzim irodik at rola, mely a laktozt gliikkozra és
galaktozra bontja. A molekularis technika lényege, hogy IPTG (izopropil-8-D-tio-
galactopiranozid), mint mesterséges indukaloszer jelenlétében a LacZ gén aktiv lesz, laktoz
hianyaban is. A taptalajhoz XGal-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galakto —piranozid), a
B-galaktozidaz enzim kromogén szubsztratjat adjuk, igy aktiv enzim jelenlétében kék
szinreakcid jelenik meg. Ha az inzert beépiilt a plazmidba, akkor elrontja annak LacZ

génjét, igy enzimaktivitds nem figyelhetd meg, a telepek fehér szinliek maradnak.

A szelektiv taptalajra szélesztett sejtjeinket egy ¢éjszakan keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk, masnap a fehér szinii telepekkel folytattuk a munkat. Ezeket folyékony, illetve
szilard amplicilines taptalajra szélesztettiik, valamint kolonia PCR-t végeztiink az alabbi

protokoll szerint:

Osszetevo Menniység (ul)
Taq puffer (10x) 2,5

MgCI2 (25mM) 2

dNTP 2,5 (mM) 2
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Forward primer (6,6 mM) 0,6
Reverz primer (6,6 mM) 0,6
Taq polimeraz enzim (40x) 1

MQ 16,3

13. abra: kolonia PCR

A PCR-hez hasznalt program:

Ciklusszam Idétartam Hoémérséklet

1x 2 perc 94 °C

1 perc 94 °C

3 X 2 perc 53°C

9 perc 72 °C

20 masodperc 94 °C

35 X 30 masodperc 55°C

9 perc 72 °C

1x 5 perc 72 °C

14. abra: kolonia PCR

A mintékat ezutan 1,5 %-os agar6z gélen futtattuk és dlk1 gén esetén 450 bazispar
hosszusagnal, dio3b gén esetén pedig 557 bazisparnal vartunk rekombinans terméket.
Miutdn meggy6zddtiink rdla, hogy az inzertet tartalmazo vektorunk beépiilt a kompetens
sejtbe, a folyékony taptalajbol Geneaid plazmid tisztito kittel (High-Speed Plasmid Mini
Kit) tisztitottuk a megfeleld plazmidokat a protokoll szerint. Végiil koncentraciot mértiink

nanofotométerrel.
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4.3.9. Az iranvultsag ellenOrzése, plazmid linearizalas

Az iranyultsag ellendrzéséhez a folyékony taptalajbdl tisztitott plazmidokat dlkl
gén esetén Pstl restrikciés endonukleazzal, dio3b gén estén pedig Rsal és Pstl restrikcios
endonukleazzal emésztettiik. A restrikcios enzimek a SnapGene programmal (Korf, 2004)
készitett szimulaciok alapjan keriiltek kivalasztasra. A pGEM-T Easy plazmidba (3015 bp)
mindkét irdnyban beépiilhet az inzert, igy restrikciés emésztés utan, a keletkezd termék
hosszabol kovetkeztethetiink a beépiilés iranyara. 1-1 pl plazmidhoz, 0,5 ul enzimet és 0,5
ul puffert, valamint 3 pul MQ vizet mértiink. 37 °C-on inkubaltuk egy oran at, majd
gélelektroforézist végeztiink. DIkl gén esetében, T7 irdnyultsaglh inzerttel a keletkezd
termékek vart hossza 3178 bp és 100 bp, mig SP6-o0s beépiilési iranyban 2946 bp és 370
bp. Dio3b gén esetén T7 iranyultsagnal 1802 bp és 1231 bp-nal vartunk fragmentet, mig
SP6-0s beépiilési iranynal 1802 és 1328 bazisparnal.

% agarose % agarose
MW: GeneRuler™ DNA Ladder Mix A MW: GeneRuler™ DNA Ladder Mix =
4 1: dio3 sp6.dna | 4 1: SP6 ként épdilt be dlk1a.dna
Pstl + Rsal Pstl
1. 1802 bp 1. 2946 bp
2. 1328 bp 2. 370bp
3. 191bp 2 3. 24 bp
4 48 bp 4 2: T7 ként beéplilve.dna |
5 27 bp PstI 3
6. 27bp 1. 3216 bp
7. 24bp 1 2. 100 bp
4 2: dio3t7.dna 3. 24bp
Pstl + Rsal 3:
1. 1802 bp a
2. 1231 bp :
3. 284bp 5:
4. 52 bp 5:
5. 27bp L > 2
A 27 hn A
vove: [ & o= ] hove: ) ()

15. abra: emésztés szimulalasa SnapGene programmal dio3 (bal) és
dlk1 (jobb) génre
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A plazmid linearizalashoz a dlk1 génnél Rsal restrikcios enzimet, a dio3 génnél
pedig Scal restrikcios enzimet hasznaltunk, melyek nem vagnak bele az inzertbe. Ezutan a
mintakat NucleoSpin PCR clean-up kittel tisztitottuk és 1 %-os agaréz gélen futtattuk.
Végiil koncentraciot mértiink nanofotométerrel és tigy végeztiik el a szamitasokat, hogy a

proba jeldlése soran minden mintdban 1 ng/ul DNS templat legyen.

4.3.10. A prdba jelolése

A tisztitott és linearizalt DNS plazmidokbol digoxigenin-uridin-5-trifoszfattal jelolt
antiszensz RNS probakat és szensz kontroll probakat hoztunk 1étre DIG RNA Labeling kit

segitségével, az aladbbi protokoll szerint:

Osszetevo Menniység (ul)

DNS templat 13

NTP labeling mix (10 x)

N

transzkripcids puffer (10 x) 2
protektor RN4z inhibitor 1

RNS polimeraz 2

16. abra: DIG RNS jeldlés
Ezutan két oran at inkubaltuk 37 °C-on, majd 2 ul RNaz mentes DNaz I-et
hozzaadva 37 °C-on 15 percig, hogy a reakcid lejatszédasa utan eltavolitsuk a fennmarado
DNS fragmenteket. Végiil 2 ul EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) segitségével leallitottuk

a reakciot.

SP6-0s beépiilési iranynal SP6, T7 beépiilési iranynal T7 RNS polimerazt
hasznaltunk, valamint kontroll csoportként, szensz proba esetén az iranyultsaggal ellentétes

RNS polimerazt alkalmaztunk.
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4.4, In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciot egy 2008-as Nature koézleményben megjelent protokoll
szerint végeztiik (Thisse és Thisse, 2008).

4.4.1. Az embridk fixalasa

Vizsgéalatainkat 5 napos embriokon végeztik el. A fixalasuk 4%-0s
paraformaldehid oldatban tortént 4 °C-on egy éjszakan at. Masnap tortént a pigmentacio
eltavolitdsa hidrogén-peroxid kezeléssel. Erre azért van sziikség, mert a kromogén
szubsztrat konnyen megfesti a pigmentsejteket is, igy a tényleges génexpresszid
nehezebben figyelhetdé meg. A kezelés soran az embridkat 3 %-0S hidrogén-peroxid
kalium-hidroxid elegyben inkubaltuk 30-60 percig. Ezutan 1x-es foszfatpufferes sdoldattal
eltavolitottuk a felesleges hidrogén-peroxidos oldatot. Az embridkat dehidrataltuk 5-5
percen keresztiil 25, 50, 75 majd 100 %-0s metanolban, amelyhez oldoszerként PBS-t
hasznaltunk. A larvak ennél a 1épésnél 100% metanol oldatban -20 °C-on néhany honapig
eltarolhatok.

4.4.2. Az embridok permeabilissa tétele és hibridizacid

Az embriokat rehidrataltuk 5-5 percen keresztiil 75, 50, majd 25 %-o0s etanollal,
végiil négyszer dtmostuk PBS-el. A permedbilissa tétel proteinaz K-val tortént 30 percen
keresztiil. Az emésztési reakcid célja, hogy a proba konnyebben atjusson a membranokon.
A reakcidt paraformaldehiddel allitottuk le 20 perc utan, a tulemésztddés elkeriilése végett.
A mintékat ezutan blokkol6 pufferrel atmostuk, hogy noveljiik a vizsgalat érzékenységét és

csokkentsiik a zajt.

Az embriokat el6kezeltik egy hibridizaciés mix segitségével, majd a
digoxigeninnel jelolt probat tartalmazo hibridizaciés mixben inkubaltuk ket egy éjszakan

at 70 °C-on.

4.4.3. Az embriok mosdsa és alkalikus foszfatdzzal konjugalt digoxigenin antitest

hozzaadasa

A hibridizaciés mixb6l és NaCl-0s, triszodium citratos oldatbol elegyet készitlink
75, 50, 25 %-o0s aranyban. A mintakat leszallo oldatsorban atmossuk, végiil tiszta NaCl-0s,

triszodium citratos oldattal kétszer. Ezutan ismét blokkol6 pufferben inkubaltuk dket, majd
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egy ¢éjszakan at alkalikus foszfatazzal konjugalt digoxigenin antitesttel (Roche, Anti-
Dioxygenin-AP) kezeltiik 4 °C-on.

4.4.4, Mosas és festés

Az embridkat blokkold pufferrel mostuk at, hogy a felesleges digoxigenin
antitesteket eltavolitsuk. Ezt kovette a festés, amelyhez nitroblue-tetrazoliumot (NBT), és
5-bromo-4-kloro-3-indol foszfatazt (BCIP) hasznaltunk alkalikus tris pufferben oldva (2-
amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol). Az NBT/BCIP detektalas célja, hogy a digoxigenin
antitesthez kotott alkalikus foszfataz aktivitasat jeloljiik. Az NBT és a BCIP a kromogén
szubsztrat, melyekbdl az enzim jelenlétében kékes-lilds szinli termék keletkezik. A
modszer nagy érzékenységli és pontos detektalast tesz lehetévé (Jékely €s Arendt, 2007).
Az eljaras soran fontos, hogy a festéshez hasznalt oldatot sotétben kell tartani. A reakciot
rendszeres 1d6kozonként ellendrizni kell, majd kell6 mértékii festddés elérése esetén

leallitani EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) tartalmu Stop oldat segitségével.

4.4.5. Mikroszképos detektalas

A mikroszkopos detektalashoz Leica M205 FA tipusi szereomikroszkopot
hasznaltunk. A késziilék teljesen automatizalt, rendelkezik FusionOptics™ ¢és
TripleBeam® path fluoreszcens technoldgiaval. A maximalis nagyitasi lehetdség. 2560x.
Maximalis felbontasa 1050 vonalpar/mm. A targy mezd 59 mm, munka tavolsag 61,5 mm.
Rendelkezik motorizalt fokusszal, zoom-mal, négyféle sziirdvel fluoreszcens mintdkhoz,

teljes apokromatikus korrekciéval, irisz diapharm-mal.
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5. Eredmények

5.1. In silico analizis

(NC_000005.10)

transforming gene

(NC_007125,6)

Human Név Transzkript | Elhelyezkedés Zebradanio Transzkript Elhelyezkedés
DLK1 : dlkl
(NG_016863.2) delta-like 1 5 14kr. (NC_007128.6) 1 17kr.
RTL1 .
(NG_045001.1) retrotransposon-like 1 1 14kr. - - -
dio3b
- 1 20kr.
DIO3 deiodinase, 1 1akr (NC_007131.6)
(NC_000014,9) | iodothyronine, type Il ' dio3a 1 17kr.
(NC_007128.6)
MEG3
(NG_016853.1) matrenally expressed 3 27 14kr. - - -
MEGS - - -
(NG_045000.2) matrenally expressed 8 7 14kr. - - -
SNORD113-1
small nucleoral RNS
(NR_003229.1) L Lkr. ] ] ]
PTTG1 Pituitary tumor- 7 Skr. pttgl 4 14Kr.

17. abra: Adenoma kialakulasaban szerepet jatszé gének 6sszehasonlitisa human és zebradanié vonalon




5.2. A préba gyartasa

5.2.1. PCR optimalizélas

A dIK1 génre tervezett két primerrel és efla haztartasi gén primerrel, 3-3 cDNS-sel PCR
optimalizalast végeztiink. A homérsékleteket és az 0sszetevok mennyiségét ugy allitottuk
be, hogy a reakcioé lejatszodasahoz a legmegfelelébb legyen. A dlk1 primerekre primer
tervezd program alapjan a legmegfelelobb hémérséklet: 61,7 °C és 62 °C, valamint 60,6 °C
¢és 60,8 °C a forward és reverz primerekre. A protokoll soran 60 °C —0s hémérsékletet
allitottunk be, az elsé primerrel 324 bazipar, a masodik primerrel pedig 231 bazispar
hosszusadgu terméket vartunk. Az efl a haztartdsi gént kontrollként hasznaltuk. Az
elektroforézis soran az elsd primer adta a legerdsebb fragmentet koriilbeliil 300 bazispar

hosszlisagnal, igy a tovabbi munkakat ezzel a primerrel végeztiik.

18. abra: PCR optimalizalas dlk1 és efl a primerekkel (a
csillaggal jeloltek)

A dio3b gén esetében 431 bazispar hosszusagnal vartunk terméket. A primer
tervezo szoftver alapjan a legmegfelelébb hémérséklet a forward és a reverz primerre: 61,6

°C ¢s 62,2°C. A PCR reakciok soran megfigyeltiik, hogy altermék nem keletkezett.

19. abra: PCR
optimalizalas dio3-ra
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5.2.2. Kolonia PCR

Kolonia PCR-rel ellendriztik, hogy a kompetens sejtiink tartalmazza-e a
rekombinans plazmidot. A pGEM-T Easy vektor klonozé helyei (T7 és SP6) 126 bazispar
hosszusaghak, a probank pedig a dlk1 esetében 324 bazispar. igy a megfelelé fragmenteket
450 bazisparnal kaptuk, ezekbdl a mintakbol tisztitottunk plazmidot folyékony taptalajbol

a proba készitéséhez.

SLALLLLLLLELLLTEEL

20. abra: Kolonia PCR dlk1-re pGEM-T Easy plazmiddal

A dio3b génre tervezett primerek terméke 431 bazispar hosszusagu, igy a kolonia
PCR soran azokbdl a mintdkbol végeztik el a tisztitdst, ahol a klonozo helyekkel

megnovelt, 557 bazispar hossziisagl terméket kaptuk.

21. abra: Kolonia PCR dio3-ra pGEM-T Easy plazmiddal
(a csillaggal jeloltek)
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5.2.3. Az iranvultsag ellendrzése

DIkl génre az inzert beépiilésének iranyat Pstl-el torténd restrikcidos emésztéssel
ellendriztiik. T7 iranyultsagl inzerttel a keletkezd termékek vart hossza 3200 bp és 100 bp.
SP6-o0s beépiilési iranyban 2946 bp és 370 bp-nal vartunk fragmentet. Az agar6z gélen vald
futtatas utan jol latszik, hogy a hatodik és a hetedik zsebbe toltott minta SP6, a tobbi T7

iranyultsagu.

22. abra: dIk1: iranyultsag ellenérzése Pstl-el

Dio3b gén esetén T7 iranyultsagnal 2100 bp és 1300 bp-nal vartunk fragmentet,

23. abra: dio3: iranyultsag ellenérzése Rsal-el
és Pstl-el (a csillaggal jeloltek)
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5.2.4. Plazmid linearizalas

A plazmid linearizalashoz a dlk1 génre Rsa | restrikcios enzimet hasznaltunk, ami
csak egy helyen hasit és nem vag bele az inzertiinkbe. A gélelektroforézis soran
meggy0zddtiink rola, hogy mindegyik plazmidot sikeriilt linearissd tenni, ezt jelzik a

fragmentek koriilbeliil 3000 bp hosszusagnal.

\

N e e e e e e P

24. abra: DIkl plazmid linearizalas Rsa 1-el

A dio3b gén esetében Scal restrikcids endonukledzzal végeztik el a linearizalast,

igy 3500 bp hosszusagn fragmenteket kaptunk. Altermék nem keletkezett.

25. abra: Plazmid linearizalas
Scal-el dio3-ra
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5.3.  In situ hibridizacié

5.3.1. dikl

A mikroszkdpos detektalast 5 napos larvadkon végeztiik el Leica M205 FA tipusu

szereomikroszkoppal. Megfigyelhetd, hogy az egész agy teriilete festédott, beleértve az

agyalapi mirigyet is. A kiilsd pigmentacio festddése a hidrogén-peroxid kezelés ellenére

bizonyos egyedeknél lathat6. A fokusz allitasaval jol elkiilonithet6 a tényleges expresszios

mintazattol, mely a mélyebb rétegekben fejezddik ki.

1: hipofizis

2: pigmentacid

3: chorda dorsalis

. . Lt
26. abra: 5 napos larva ventralis nézetb6l, 120x-0s
nagyitas

Ventralis  iranybol  jol
lathaté a chorda dorsalis és az
attol rosztralisan elhelyezkedd
parakordalis  porcszovet. Az
agyalapi mirigy ebben a fejlodési
stadiumban (120 hpf=hours post
fertilization) a  porcszovettol
rosztralis iranyban, a
szemkezdemények kaudalis
oldalan, a test kozépsikjaban

helyezkedik el.

A medialis metszet a

Hypothalamus Parachordal

Pituitary ~ cartilage

Trabecul

aberular | (anterior hypophysis)
Tectum

Ceratohyal

(2nd VA) cmoﬁnchlals

Pericardial cavity

ZFIN adatbézisbol szarmazik
és egy 5 napos embrio feji
régidjat mutatja. Az agyalapi
mirigy mar 24 oraval a
kialakul

(Chapman ¢és mtsai., 2005).

fertilizaci6  utan

ebben a fejlédési stadiumban

mar kompakt szerv.

27. abra: The Zebrafish Model Organism Database
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28. abra: dlk1 gén kifejezodése: A. 38x-os nagyitas; B. 20x-os nagyitas; C. 130x-os nagyitas;
D. szensz kontroll, 38x-os nagyitas

Erételjes szinreakcio jelent meg az egész feji régioban, beleértve az agyalapi
mirigyet is, mely nagyfoku génexpressziot feltételez az egész teriileten. A szinreakcio az
Osszes megvizsgalt egyeden jol lathaté volt. A test mas részein egyik egyednél sem
figyeltink meg szinreakciot, igy valoszinlisithetjiilk, hogy a dlkl ebben a fejlddési
stadiumban csak az agy teriiletén expresszalodik. A negativ kontrollként hasznalt szensz

probaval egyetlen egyed sem festodott.
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5.3.2. dio3

500 pm

33. abra: dio3 in situ hibridizacio larvakon; A: antiszensz proba, 55x nagyitas, B:antiszensz
proba, 78x nagyitas, C:szensz kontroll, S5x nagyitas (piros nyilak jelolik a génkifejezodés
helyét)

A dio3 gén 5 napos zebradanio larvakon mind a feji régioban, mind a gerinceveld
tertiletén expresszalodott. A kontrollként hasznalt szensz proba estén szintén
megfigyeltiink elszinezddést. Az imprintalodo 16kuszokon gyakran eléfordul, hogy a DNS
komplementer szalarol antiszensz gének irodnak at, melyeknek az imprintalodas
kialakitasaban lehet szerepiik (Hernandez és mtsai., 2002; Werner, 2005). A dio3 génr6l
antiszensz transzkript irodik at human vonatkozasban (NC_000014.9), illetve egér
(NC_000078.6) és patkany (NC_005105.4) vonalon (Hernandez és mtsai., 2002). Jelenlegi
ismereteink szerint zebradanioban még nem detektaltdk dio3 antiszensz transzkript
jelenlétét, de feltételezhetjiik, hogy ebben az esetben is hasonlo jelenség jatszodik le, ezért

kaptunk pozitiv eredményt a kontrollnak szant szensz probara.
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6. Kovetkeztetések

Munkankkal szeretnénk olyan hipofizis adenoma modell alapjait megteremteni, ami
a késébbiekben alkalmas lehet az agyalapimirigy-daganatok kezelésére szant készitmények
és egyéb terapias eljarasok tesztelésére. ElsOsorban tumor-szupresszor gének
csendesitésével szeretnénk ezt megvalositani (Wilkinson és Wiedenheft, 2014). Olyan
klinikai adatokbdl ismert géneket valasztottunk ki, amelyek zebraddnidban is
megtalalhatéak ¢és feltételezhetéen a human vonalon megfigyeltekkel hasonlo funkcidval

birnak.

Vizsgélataink sordn a humdén klinikailag nem funkciondl6 adenomara jellemzd
tumor-szupresszor gének in situ hibridizacios vizsgalatat végeztiik el 5 napos larvakon. A
mikroszkopos detektalas soran azt talaltuk, hogy ebben a fejlodési stadiumban a dlkl az
egész feji régidban expresszalddik. Human vonatkozasban, a DLK1 gén szerepet jatszik az
embriondlis pluripotens idegi Ossejtek differencidloddsaban (Surmacz és mtsai., 2012).
Eredményeink tiikrében feltételezhetjiik, hogy zebradanidban is hasonlo regulator funkciot
tolt be. Az 5 napos larva stddiumban még nem minden agyi régi6 kiilontl el markansan és
javaban zajlanak az 1idegsejt differencidlodasok. Ezzel magyardzhatd az in situ
hibridizacios képeken lathato teljes agyi régid elszinezddése. A test mas részein nem
tapasztaltunk szinreakciot, igy valosziniisithetjiik, hogy a dlkl gén ebben a fejlodési

stadiumban csak az agy teriiletén expresszalodik.

A dio3b 5 napos zebradanid larvaknal a feji régioban, valamint a gerincvelGben
fejezodik ki. A dio3 génhez kontrollnak hasznalt szensz proba is pozitiv reakciot adott. A
DIO3 gén esetében korabban mar detektaltak az ellentétes szalrol atirodd antiszensz RNS
transzkript jelenlétét human (NC_000014.9), egér (NC_000078.6), illetve patkany
(NC_005105.4) vonalon, azonban jelenlegi tudasunk szerint zebradanidban még nem
(Hernandez és mtsai., 2002, 2004). Az altalunk negativ kontrollnak hasznalt szensz proba

festodése feltételezhetden antiszensz RNS transzkript jelenlétét jelzi.

Tovabbi terveink kozt szerepel a génkifejez6dés vizsgalata felndtt hal agyon,
valamint mas tumor-szupresszorok esetében. A pozitiv eredmények fiiggvényében ezen

gének csendesitését kivanjuk elvégezni.
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