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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Krt4 Keratin 4 fehérje

ITGAl1l Integrin alfa-11 fehérje

GFP Green Fluorescent Protein

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein

LR L (left) és R (right) utal arra, hogy két fragment jobb ¢és bal vége

kapcsolodik 6ssze
Q rendszer  Neurospora crassa ga géncsoportjanak nevébdl szarmazik

QUAS Upstream Activation Sequence (Q system)



1. BEVEZETES

A géntechnologia egy rendkiviill gyors léptékben fejlodé tudomanyteriilet, mely
kivételes lehetOséget biztosit a kutatdlaborok szdmara tobbek kozott a kiillonbdzd bioldgiai
folyamatok megismerésére, génfunkciok feltérképezésére, betegségek modellezésére vagy
uj kezelési modszerek kidolgozasara. Mindezek megvaldsulasaban igen fontos szerepet
jatszanak a transzgenikus allatok, koziilik is kiemelve a zebradaniot, melyet kivételes
tulajdonsagai szinte valamennyi kutatasi teriilet szamara alkalmassa tesznek modellallatnak.

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

A transzgén altalaban harom alap génszakaszbol tevédik Ossze: az expresszio helyét
¢s igy a szoOvet- vagy szervspecifitast szabdlyozo promoter régiobol, a fehérjét kodolod
génszakaszbol, illetve a terminalis génszakaszbol [1]. A transzgén célgenomba torténd
példaul a binaris expresszios rendszerek (pl: QUAS-QF2, GAL4-UAS, LexA-LexAop) [7]
vagy a transzpozonok (pl: SleepingBeauty, Tol2, PiggyBac) [8], melyeknek a
hatékonysagat, a specificitasat, illetve az allati szervezetre kifejtett, esetleges toxikus hatasat
1s szamos tényez0 befolyasolja. Ezen paraméterek felmérése és ismerete 1étfontosagu mind

allatjoléti kérdések, mind pedig az adott kutatas eredményessége szempontjabol.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A zebradanié, mint modellallat

A zebradanio (Danio rerio) napjaink legnépszeribb modellallatai kozé tartozik.
Eredetileg Kelet-Indiaban 6shonos, tropusi, édesvizi hal, melynek tudomanyos felhasznalasa
a szamtalan el6ny0s, biologiai tulajdonsaga révén rendkiviil széleskorti. Egy alkalommal
tobb szaz ikrat is leivhat, melyek gyorsan, az anyaallaton kiviil fejlddnek. Az embridk €s a
larvak attetszoek, igy a teljes embriogenezis, organogenezis, jol nyomonkdvethetd, valamint
az utdodok manipulacidja invaziv beavatkozasok nélkiil is elvégezhet. Tovabba, mivel a
human gének legalabb 70%-nak megtalalhatd az ortoldg génparja zebradanidban, kivaldan
alkalmas kiilonb6z6 human betegségek modellezésére [9, 10]. Kivételes a szdveti
regeneracios képessége, tobbek kozott a farokuszd, a sziv, a kozponti idegrendszer, a vese,

A teljes genomja ismert, ami a tobbi, kdzponti idegrendszerrel rendelkezé éllathoz
képest konnyen manipulalhatd. Emiatt szamos génmodositott zebrahal vonalat alkalmaznak
kiilonbozd kutatasi teriileteken. Kisérletiinkben az AB (vad tipus) mellett hasznalt atlatszo
Casper (1. abra) halak is olyan mutacio révén jottek 1étre, melynek kovetkeztében a felndtt
halak pigmentacids mintazatdt meghatarozo haromféle pigmentsejt koziil a melanophor és
az iridophor sejtek hianyoznak. Ennek koszonhetden a teljes sziv (s6t a kamrai kontrakciok
1s), a bélrendszer, a m4j, az epehdlyag, bizonyos mérteékben az agy, illetve ndstény
allatokban az ikrak is egyszeriien vizsgalhatok sztereomikroszkoppal. Ez a fenotipus csak
homozigota formaban fordul eld, igy AB és Casper halak keresztezésébdl szarmazé utdédok

AB fenotipussal rendelkeznek [12].

> -3
> . s
- . l\\
e . 1:*'
e |
- —

L dbra Melanophor és iridophor
pigmentsejtekkel nem rendelkezé Casper halak a
Semmelweis Egyetem dllathdzdaban (sajat foto).



Mindezeken feliil kis mérete, viszonylag egyszeri tartastechnoldgiaja, szaporasaga is
hozzajarul ahhoz, hogy szdmos tudomanyteriilet, tobbek kozott a fejlodésbioldgia, a
toxikologia, a farmakoldgia, a tumorbioldgia, a genetika, vagy a viselkedésbioldgia is nagy

szamban alkalmazza laborallatként [13].

2.2. Zebradanioé transzgenezis

A laboratoriumi kutatdsokhoz eldszeretettel alkalmaznak kiilonbozé transzgenikus
halvonalakat. Zebradanio transzgenezis soran a cél a halak genomjanak a manipulacioja, oly
modon, hogy a transzgén a csiravonalba integralodjon, tehat az utdédgeneracidban is tovabb
0roklodjon, ne csendesedjen el a nemzedékek elérehaladtaval. Mindemellett fontos tényezo,
hogy a plazmidok expresszidja erds legyen, de minél kevésbé mutasson mozaikossagot,
valamint a lehetd legkisebb mértékben legyen toxikus a halakra [14].

A kisérlet soran kétféle hattérrel rendelkezd plazmidot injektaltunk egysejtes allapotu
ikrdkba. A plazmidok extrakromoszomalis elhelyezkedésti, kettds szalu, cirkuldris DNS-
molekulak, melyek a transzgenezis soran leggyakrabban alkalmazott vektorok.
Baktériumokban 6nalld6 replikaciora képesek, melyhez a replikdcid6 kezddpontjat
meghatérozo replikacids origoval rendelkeznek. Altalaban tartalmaznak egy vagy tobb
antibiotikum rezisztencia gént, melyeknek szerepe az atirandd plazmidot tartalmazo
baktériumok szelektiv felszaporitasaban van antibiotikum tartalmu taptalajon [15, 16].

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

A DNS transzpozonok transzpozdz enzimet kodolnak, mely, mint egy restrikcios
enzim kivagja, majd egy ligaz enzimhez hasonldan beilleszti a transzpozont a genomba [18].
A kodold génszakasz eldtt taldlhatd promoéter régid szabdlyozza az adott génszakasz
transzkripcidjat. Ebben a tanulmanyban szovetspecifikusan expresszalodo, Krt4, ITGA11-
cfos, illetve ubiqutin promoterrel rendelkezé plazmidokat injektaltunk [19]. A Keratin 4
fehérje atirasat szabalyozo Krt4 promoter (2., 6. abra) a feliiletes epithelialis sejtrétegben
eredményez expressziot [20]. Az ITGA11 promoter (3., 7. abra) az alfa és béta lancbol allo
integrin alfa-11 fehérje kifejez6dését befolyasolja, mely mesenchymalis sejtekben fordul

elo, elsésorban fibroblastokban, a simaizomszdvet, a harantcsikolt izomszovet, valamint a



szivizomszovet sejtjeiben [21]. Ubiqutin promoterrel (4., 8. abra) egy altalanos, minden
szovetben jelen levd expressziot érhetiink el kdszonhetden annak, hogy az ubiquitin fehérje
valamennyi sejtben megtalalhatd. Azonban, ahogy Mosimann és mtsai [22] is kimutattak, az
ubiquitin promoter altalanos, de nem homogén expressziot eredményez. Kiilonbséget
igazoltak a kiillonb6z6é szovetek, mint példaul az agy, vese, retina, vér, sejtjeiben mért

expresszios szintekben.

2.3. Fluoreszcens fehérjék

Tol2 rendszerben EGFP (enhanced green fluorescent protein), mig QF2 rendszerben
citoplazmaban expresszaloddo zo6ld mNeonGreent, illetve sejtmagi, vords mKate
fluoreszcens fehérjét kodold génszakaszt kapcsoltunk a promoter régidhoz. Ezaltal
fluoreszcens mikroszkoppal tudjuk vizsgalni a promoéterek kifejez6dését [23, 24].

A fluoreszcens fehérjék nagy szerepet jatszanak transzgenezis soran a gének, illetve
azok expressziojanak a vizsgalataban. Heppert és mtsai [25] in vivo kisérletben hasonlitottak
Ossze fluoreszcens fehérjék, tobbek kozott az mNeonGreen, mKate, és GFP fehérjék
tulajdonsagait. A fényintezitas és fotostabiltds szempontjabol a GFP-t és mNeonGreen-t
hasonlonak talaltdk, mig a vords fluoreszcens fehérjék koziil az mKate bizonyult a

legjobbnak a vizsgalt paraméterek alapjan.

2.4. Tol2 rendszer

A Tol2 transzpozon elemeit a japan medaka hal (Oryzias latipes) genomjabol
azonositottak. A kisérletben bemutatott konstruktok oOsszeallitasanak alapjaul a multisite
Gateway technoldgia szolgalt, mely konnyti €s hatékony mddon teszi lehetdveé egyszerre
tobb DNS fragment beépitését [26]. A konstruktok a transzkripcié helyét meghatarozo
szovetspecifikus promoter régioval és zold, citoplazmaban kifejez6d6 EGFP fluoreszcens
fehérjét kodold génszakasszal rendelkeznek. Vektorjuk Tol2 transzpozont tartalmazo
plazmidtorzs, melyhez a mikroinjekcid sordn exogén transzpozaz mRNS kertilt hozzaadasra
[27].

Az egysejtes stddiumban levo embrid injektalasat kovetden a transzpozdz mRNS-rdl
transzlacid soran transzpozaz enzim képzddik, mely katalizalja a Tol2 transzpozon konstrukt
kivagasat a plazmid DNS-b6l, valamint a beillesztését a célgenomba. A késdbbiekben a

transzpozaz fokozatos lebomlasaval megsziinik az aktivitasuk [28].



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



2.5. QUAS - QF2 rendszer

A QF rendszer egy binaris expresszios rendszer, mely hatékonyan képes iranyitani a
transzgén expresszidt. Két 6 komponense a QF, transzkripcionalis aktivator fehérje, illetve
a QUAS promoter.

Funkcioja a Neurospora crassa gomba qa géncsoportjanak miikodési elvén alapszik.
A qa csportba 7 gén tartozik, melyekbdl 2 a szabalyoz6 gén: QA-1F a transzkripcionalis
aktivator és a QA-1S a represszor gén. Magas kininsavszint esetén a kininsav kotodik a QA-
1S-hez, igy a QA-1F akitvalhatja a ga géneket, melyek igy alternativ szénforrast
biztosithatnak alacsony gliik6z szint mellett a gombanak. Kevés kininsav jelenléte esetén a
QA-1F nem tudja aktivalni a qa géneket. A QA-1S, QA-1F, valamint a QA-1F kotohely,
kinyerve a Neurospora Crassabol, felel meg a QS, QF, illetve a QUAS-nek a QF rendszerben
[29].

A QF2 rendszer (5. 4bra) a QF rendszer egyik valtozata, mely nem tartalmazza annak
kozéps6 géntartomanyat. A qa gének miikkddése alapjan az altalunk vizsgélt halaknal a
kovetkezOképpen miikodott a QF2 rendszer. Az expresszio 1étrejottéhez a szovetspecifikus
promdter mogott elhelyezkedd QF2 transzkripcionalis aktivatort és szivspecifikus GFP
markerfehérjét tartalmazo6 Tol2 transzpozon alapti LR plazmidot transzpozaz enzim mRNS
jelenléte mellett injektaltuk a QUAS promotert, valamint a vizsgalandd fehérjét kodolo
génszakaszt (esetiinkben mNeonGreen-t, és mKate fluoreszcens fehérjéket kodold gének)
tartalmazdé halvonal egyedének ikrajaba. Ennek kovetkeztében a megfeleld szovetekben
kifejez6dé QF2 kotddni tudott a QUAS promoter QF2 specifikus kotdhelyeihez aktivalva

ezzel a transzkripciot, €s a kddolt gének kifejezddését [30].

%

—»/

5. d@bra A QUAS-QF?2 rendszer miikédése. A QUAS promoterhez
kotott  transzgen, csak aktiv promoterrel rendelkez6 QF?2
transzkripciondlis aktivator jelenlétében tud expresszalodni.

Expresszi6

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

Drosophila fajokban.



A QF rendszer egyik nagy eldnye a magas szintli expresszio €s az erds transzkripcios
aktivacio mellett, hogy a QF fehérjébdl hianyoznak azok a CpG nukleotidok, amelyek a
CpG-medialt metilacioért feleldsek, és ezaltal a gének elcsendesitéséért. Bar a QUAS
kotéhelyenként tartalmaz 2 CpG nukleotidot, ezek nem Iétfontossagu helyeken talalhatok,
ezért a QF rendszerre a generaciok elérehaladtaval a gének elcsendesedése nem jellemzo.
Burgess ¢és mtsai [32] kisérletet végeztek a QF rendszerrel, illetve azok variansaival: QF2-
vel, mely mar nem tartalmazza a QF kozépsO génszakaszat, a gyengitett QF2-vel, mely
annyiban kiilonbozik a QF2-t6l, hogy a C-terminuson az utols6 két aminosavat négy lizinre
cserélték. Tovabba, l1étrehoztdk a QFGal4 transzkripcionalis aktivatort, a QF és egy masik
bindris expresszios rendszerbdl (UAS/Gal4 rendszer) szdrmaz6 transzkripcionalis aktivator
fuziojaval, illetve lecsokkentették a QUAS CpG nukleotid tartalmat a rendszer
optimalizalasa céljabol. A QFGal4 esetén nem talaltak szignifikans kiilonbséget toxicitas
tekintetében a nem injektalt zebrahalakhoz képest, viszont szignifikdns kiilonbséget
mutattak ki, mind a QF, mind a QF2 rendszer kapcsan. Azt is megéallapitottak, hogy a
toxicitas mértéke korrelalt a transzkripcionalis aktivitas erésségével [32].

Az erds toxicitds okanak felderitésére Riabinina és mtsai [7] synaptobrevin promoter
mellett hasonlitottak G6ssze olyan rendszereket, amelyekbdl teljesen vagy részlegesen
kivontdk a QF fehérje kozépsd géntartomanyat. Kisérlete soran csak a teljes kozépso

génszakaszt tartalmazo, QF rendszer bizonyult rendkiviil toxikusnak.
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2.5.1. A Kisérlet soran hasznalt plazmidok QF2 rendszerben

polyA signal
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- cmic2 promoter
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10074 bp
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pBS MCS T7-T3
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Tol2 exon4 136-482 T T ampR

6. dbra Epithelialis sejtekben expresszdlodo plazmid térképe QF2 rendszerben,
feltiintetve a replikacios origot (ori), az Ampicillin rezisztencia gént kodolo szakaszt
és a cmcl2 promoter altal szabdlyozott EGFP markerfehérjét kodolo génszakaszt
(sajat illusztracio).
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1. abra Elsosorban fibroblastokban, illetve az izomszovet sejtjeiben expresszalodo,
integrin alfa-71 fehérjét kédolo promoterrel rendelkezé plazmid térképe (sajat
illusztrdcio).
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8. dbra Altaldnosan expresszalédé Tol2 transzpozon alapii LR plazmid térképe OF2
rendszerben (sajdt illusztracio).
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3. CELKITUZESEK

Jelen Kkisérlet célja a QUAS-QF2, valamint a Tol2 rendszerek toxicitasanak és
expresszids tulajdonsagainak a felmérése, valamint osszevetése. Ennek érdekében olyan
transzgenikus halvonalakat hoztunk létre, melyek esetében az eltéré szoveti specificitassal
rendelkezd promotereknek koszonhetden, dsszehasonlithatjuk a kiilonbozé szovetekben
létrehozott génexpresszid mértékét, specificitdsat, mozaikossagat.

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

A génkifejezddés, illetve a toxicitds mértékének vizsgalatival pedig szeretnénk

felmérni a QF2, illetve a Tol2 rendszerek alkalmazasanak eldnyeit, valamint korlatait.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A toxicitas vizsgalata

A kisérlet soran 1-2 éves AB és Casper halak keresztezésébdl szarmazo, egysejtes
stadiumban levd ikrak injektalasaval hoztunk létre transzgenikus halvonalakat.

QF2 rendszerben kettd, a Krt4, valamint az ITGA1l promoterek segitségével
szovetspecifikusan, az epithelialis, illetve a mesenchymalis sejtekben expresszalodo
plazmid, illetve egy, ubiquitin promotert tartalmazd, valamennyi szdvetben kifejez6do
plazmid hatésa kertil bemutatésra.

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

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

kifejezetten a plazmidok toxikussdganak mértékét jelzé kontrollként szolgalt.

4.1.1. Plazmidok elokészitése

Az injektalashoz 10,85ng/ul koncentracioju plazmid DNS-t valamint transzpozaz
RNS-t tartalmazo injektalé mixet készitettiink. Annak érdekében, hogy az injektalaskor a
KCI (Reanal Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid 1000g) oldatba mértiik 6ssze. Az

injektalo folyadékokat az injektalas elott készitettiik el, €s injektalasig jégen taroltuk.

4.1.2. lvatas és az ikrak begyiijtése

Az ivatashoz az injektalast megel6z6 nap minden ivatokadba (9. abra) 2 ndstény és 2
him halat helyeztiink, elszeparadlva egymastol az ellentétes nemiieket. Mivel az ikrak
mennyiségét ¢s mindségét rendkiviil sok tényezd befolyasolja, ezért ligyeltiink arra, hogy a

legéletképesebb, egy héten beliil nem ivott halakat valogassuk dssze, figyelmet forditva az
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¢letkorok heterogenitasara is. A feln6tt egyedek ikrafalok, ezért az ivatokadak ki voltak
egészitve egy belsd, racsos fali, milanyag tartdllyal is, ami meggatolta, hogy a halak

hozzaférjenek az ikrakhoz [33, 34].

9. dabra AB (vad tipusu) ndstények (bal oldalon) és Casper
(pigmenthianyos mutacio) himek (jobb oldalon) az ivatas elotti

napon ivatokadban a Semmelweis Egyetem allathazaban.

Masnap reggel az egy tankba valogatott ndstényeket és himeket 6sszeengedtiik, majd
atlagosan 10-20 perccel az ivast kdvetden egy szlird segitségével az ikrakat metilénkéket
tartalmaz6 E3 mediummal (KCI - Reanal Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid
1000g, NaCl — Reanal Laborvegyszer:24640-0-01-38-Natrium-klorid 1000g, MgSOas -
20342-0-27-38-Magnézium-szulfat, vizmentes 1000g, CaCl. x 2H.O - Sigma
Aldrich:C7902-1kg-calcium chloride dihydrate, 1 kg) feltoltott Petri-csészékbe gytijtottik.

4.1.3. Injektalas

A frissen begytijtott ikrakat, egysejtes stadiumban (2. abra) mikroinjektor (Nanoject
I11, Drummond) (11. abra) segitségével injektaltuk a plazmiddal és transzpozaz enzimet
kodoldo mRNS-sel. Az injektalashoz a szurasi csatornat és az injektald folyadék sejtbe valod
bejuttatasat a mikroinjektorhoz csatlakoztatott iivegkapillarissal végeztiik, melyet az
elokészités soran olajjal (Bondex Szilikontechnika: Rubosil 0-100 Metil Szilikonolaj,
100ml), illetve az elékészitett injektald folyadékkal toltottiink fel levegbmentesen.

Az ikrakat agardzt tartalmazo injektalo lemezre (Biocenter/Lonza:50004 — SeaKem
LE Agarose 5009) helyeztiik, és milanyag pipetta segitségével szabalyos sorokba rendeztiik.
Az injektalas soran 2,3 nl injektal6 folyadékot jutattunk a chorionon, valamint a szikanyagon
keresztiil a sejtbe 70 nL/sec sebességgel, ligyelve arra, hogy minden embriot csak egyszer

szarjunk meg, illetve minél kisebb mértékii mechanikai sériilést okozzunk [35].
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Miutan minden ikrat injektaltunk, a lemezrdl Petri-csészébe mostuk le dket.

10. dbra Egysejtes dllapotban levé zebrahal 11. dbra Az injektalashoz elokészitett

ikra, ahol lathaté a chorion, a szikhdlyag és az Nanoject 11l mikroinjektor az agardz
injektalando sejt (sajat foto). tartalmu  lemezen elhelyezett zebrahal
ikrakkal (sajat foto).

4.1.4. Inkubacié és marker vizsgalat

A terméketlen, illetve az injektalast kovetden kozvetlentil elpusztult ikrakat
eltavolitottuk. A tobbit felcimkézett Petri-csészékben 5 napra 28 °C-os inkubatorba
helyeztiik. Az injektalast kovetd nap a Petri-csészékbdl az elpusztult egyedeket levalogattuk.
A 3. napon a larvakat Olympus MVX10 Macro Zoom fluoreszcens mikroszkop alatt, zold
fényben vizsgaltuk. 5 napos korukban azok az egyedek kertiltek le az allathazba tovabbi
monitorozasra, amelyeknél megfigyelheté volt a plazmidtdrzsben kodolt marker. QF2
rendszerben egy szivspecifikus GFP, mig Tol2 rendszer esetén az adott promoter altal

meghatarozott, szovetspecifikus EGFP fehérje jelenlétét kerestiik (12-13. abra).
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12.  dbra  Marker jelenlétének 13. dabra Szivspecifikus GFP markert hordozé 4
vizsgdlata Olympus MVXI0 napos larvik 488nm  hulldmhosszii ~ fényben
fluoreszcens mikroszkdp alatt (sajat fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgalva (sajat foto).

fotd).

4.1.5. Monitorozas

Az allathazban halvonalaknak, valamint ¢életkoruknak megfeleléen elkiilonitett, 1,8
literes tartalyokba keriiltek. Kornyezetiik, a vilagos (14 ora) és sotét orak (10 ora) szdma, a
hémérséklet (26,5-28 °C), a viz oldott ion tartalma (konduktancia: 500-550 mS), a viz pH-
ja (6,8-7,5) szabalyozott és allandd volt a kisérlet folyaman. A Keringtetd rendszer
folyamatosan szlirte €s oxigenizalta a tartalyok vizét.

A tankokat atlagosan 3-5 naponta ellendriztiik, feljegyeztiik az elhullott egyedek,
illetve az életben levok szamat. A tilélés monitorozasat az allathazba levalogatott 5 napos
zebrahalakon kezdtiik meg. Ennek oka az volt, hogy kisz{irjiik a kisérletbdl azokat, az ikrak
kezdeti fejlodési szakaszat befolyasold tényezoket (pl: rossz mindségli vagy terméketlen
ikrak), amelyek eltorzitottak volna az injektalas statisztikai eredményeit. A tulélési adatok
gyljtését az allatok 45 napos kordig végeztiik. Ekkorra mar jelentésebb elhullds nem volt

tapasztalhato.

4.1.6. Statisztikai elemzés
A halak 40 napos monitorozasa soran nyert adatok alapjan végeztiik el a kumulativ

hazard valoszinliségek szadmitasat a kontroll csoportokra, illetve minden transzgenikus
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halvonalra vonatkozoan. Az adataink a 3-5 napos megfigyelési iddszakoknak megfelelden,
id6intervallumonként tartalmazzak az elpusztult egyedek szamat.

A zebrahalak tulélését a halandosagi tabla moddszerével elemeztiik, mely soran
meghataroztuk az adott iddintervallumban elpusztult halak aranyat (q), az adott
iddintervallumban a kockazatnak kitett halak koziil a talélt egyedek aranyat (p), valamint a
tulélési valosziniiséget (S = az intervallumokban talélt egyedek aranyanak szorzata)[36].

Tovéabba, minden csoporthoz talélési gorbét rendeltiink, ahol az id6 fliggvényében
abrazoltuk a tulélés valoszinliségét. A statisztikai szignifikancia kimutatasadra Peto-

Wilcoxon tesztet alkalmaztunk.

4.2. Az expresszio vizsgalata spinning-disk konfokalis mikroszképpal

Az expresszid mértékének vizsgdlata soran a promoterek altal meghatarozott sejtek
citoplazmajaban expresszalodo, zold mNeonGreen, EGFP, valamint a megfeleld sejtek
sejtmagjaban kifejez0dd, vorés mKate fehérjék jelenlétét vizsgaltuk 3 napos, injektalt
larvakban [25].

Az injektalds folyamata és az inkubécid a toxicitdas mértékét meghatarozo
vizsgélatoknal leirt modon zajlottak.

A QF2 rendszerben az ubiquitin, Krt4 és ITGA1l promotereket tartalmazo
plazmidokat AB, valamint olyan transzgenikus hal keresztezésébdl szarmazo ikrakba
injektaltuk, amely hordozza a QUAS promoterrel rendelkez6 mNeonGreen, illetve mKate
fehérjéket.

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

Az injektéalast és a 3 napos inkubaciot kovetden az expressziot mutatod 1larvak koziil
kivalasztottunk 2-3 egyedet. A felvételek elkészitése eldtt a larvakat 0,2 mg/ml Tricaine-t
(Sigma — Aldrich: E10521-50G-Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate, 50g) tartalmazo
E3 hal embriomédiumba altattuk el. Ezt kdvetéen tivegfenekii kamraba, E3 medium (KCI -
Reanal  Laborvegyszer:18050-0-01-38-Kalium-klorid ~ 1000g, NaCl - Reanal
Laborvegyszer:24640-0-01-38-Natrium-klorid ~ 1000g, MgSOs - 20342-0-27-38-
Magnézium-szulfat, vizmentes 1000g, CaClz x 2H20 — Sigma Aldrich:C7902-1kg-calcium
chloride dihydrate, 1 kg) alapu 1%-os alacsony olvadasponta agardzba (Zellbio: A-204-100
— Low Melt Agarose) agyaztuk a halakat (14.abra).
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14. abra 1%-o0s agarozba agyazott 3 napos zebrahal larvaik
(sajat foto).

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

5.1. A toxicitas vizsgalata soran kapott eredmények

A toxicitas vizsgalata sordn a QF2 rendszerben injektélt plazmidok hatasat az aldbbi
halandosagi tablak, illetve talélési gorbék mutatjak. A statisztikai szignifikancia, valamint a
tulélési gorbék meghatarozasa soran is a Kontroll-2 csoporthoz viszonyitottuk a plazmiddal
injektalt transzgenikus vonalak és a Kontroll-1 csoport talélését is.

A halandésagi tabla alkalmazéasa sordn a teljes, 40 napos megfigyelési iddszakot
kisebb iddintervallumokra osztottuk, melyek soran feljegyeztiik az ¢16 (N) és az elpusztult
(D) egyedek szadmat. Ezekbdl az adatokbol szamitottuk ki az adott iddintervallumra
vonatkoz6 elhullasok (q), valamint talélések aranyat (p). Az intervallumok talélési
aranyainak szorzata, pedig megmutatja, hogy a kockazatnak kitett egyedek az
injektalastol/ivastdl szamitott 45 napos korukig, mekkora valésziniiséggel maradtak ¢letben
[36].

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

5.1.1. Kontroll csoportok eredményei

Az injektalas okozta mechanikai sériilés hatasanak felmérése céljabol hasonlitottuk
0ssze a kontroll csoportokat. A Kontroll-2 csoport egyedei 27,3 %-0s valoszintiséggel élték
meg a megfigyelési iddszak végét (1. tablazat). Kiugroan magas elhullassal jard 1doszak
nem volt tapasztalhatdo a 40 nap soran. Tovabba, a tablazat adatai szerint kozvetleniil az
injektalast kovetd elsd hét végén is tobb, mint 86%-0s volt a tilélési valdszinliség.

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

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

< _ j 95% 95%
t N D g=dn p=(1-q) S(1) SE Kla Kl

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

3-6. 21 1 0,048 0,952 0,909 0,061 0,797 1,000
7-8. 20 1 0,050 0,950 0,864 0,0/3 0,732 1,000
9-14. 19 3 0,158 0,842 0,727t 0,095 0,563 0,939
15-20. 16 1 0,063 0,938 0,682 0,107 0,513 0,907
21-24. 15 4 0,267 0,733 0,500 0,106 0,329 0,759
25-27. 11 1 0,091 0,909 0,455 0,105 0,288 0,718
28-29. 10 1 0,100 0,900 0,409 0,095 0,248 0,676
30-:34. 9 3 0,333 0,667 0,273 0,044 0,138 0,540
35-40. 6 0 0,000 1,000 0,273 0,061 - -

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

95%  95%

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

0-3. 51 6 0,118 0,882 0,882 0,045 0,798 0,975
4-7. 45 6 0,133 0,867 0,765 0,059 0,657 0,890
8-16. 39 3 0,077 0,923 0,706 0,064 0591 0,843
17-21. 36 9 0,250 0,750 0,529 0,070 0,409 0,686
22-24. 27 4 0,148 0,852 0,451 0,070 0,333 0,610
25-28. 23 9 0,391 0,609 0,275 0,063 0,176 0,429
29-35. 14 1 0,071 0,929 0,255 0,061 0,159 0,408

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

fligevényében.

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

hasznaltunk, mely kimutatta, hogy a két csoport kozt valoban nincs szignifikans eltérés

(p=0,8).

5.1.2. A toxicitas vizsgalatanak eredményei QF2 rendszerben

Az ITGAI11 promoter esetében Osszesen 20 GFP szivspecifikus markerfehérjét
expresszalo 4-5 napos egyedet tudtunk levalogatni monitorozésra (3. tablazat). Az injektalt
allatok az elsd hetet az allathazban kozel 60%-o0s valdszintiséggel éltek tal, mely a 10. nap
kornyékén 50%-ra csokkent. Ezt kdvetden viszont hirtelen jelentkezd, egy-két egyednél
tobbet érintd elhulldis mar nem volt tapasztalhato. A szadmitdsok alapjdn annak a
valoszinlisége, hogy ezzel a plazmiddal injektalt halak az injektalast kovetden 45 napot
tuléljenek 25%. Bar szignifikans kiillonbséget nem tudtunk kimutatni a Kontroll-2 csoport
tulélésével Osszevetve (p=0,08), a gorbék kozott egészen a 30. napig lathatunk nagyobb

eltérést (16. abra).
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3. tablazat ITGAIl-cfos promoterrel rendelkezo plazmiddal injektalt halakra vonatkozo tulélési
adatok (t = ido (napok), N = az életben levo halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, g = az
adott idéintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott iddintervallumban a tulélt egyedek
aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% Kl, =95% Konfidencia-intervallum

felsé hatdra, 95% KIy=95% Konfidencia-intervallum felsé hatdara [36])

”igﬁsll t N D g=D/N p=1-q S(t) SE géflyao 9}52(?
0-7. 20 8 0,400 0,600 0,600 0,110 0,420 0,858
8-10. 12 2 0,167 0,833 0,500 0,112 0,323 0,775

11-13. 10 1 0,100 0,900 0,450 0,111 0,277 0,731
14-20. 9 2 0,222 0,778 0,350 0,107 0,193 0,636
21-28. 7 1 0,143 0,857 0,300 0,103 0,154 0,586
29-39. 6 1 0,167 0,833 0,250 0,097 0,117 0,534
40.- 5 0 0,000 1,000 0,250 - - -
ITGA11-cTos
E’ Lj = R
2 S 7 ‘—’
s M
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16. abra ITGA1l-cfos promotert tartalmazo

plazmiddal injektalt halak ¢és a Kontroll-2

csoport talélési gorbéje a tulélési valoszinliség

¢s az 1d6 fliggvényeben.

Az epithelialis sejtekben kifejez6dd plazmid hatadsanak vizsgalata soran az elsd két
napban tapasztaltunk nagyobb aradnyu elhullast (6 egyed) (4. tablazat). A monitorozas 7-10.
napjan az allatok kozel 60%-a volt még ¢letben. A talélési gorbén megtigyelhetd, hogy
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hozzéavetdlegesen a 30. nap kornyékéig mutattak alacsonyabb tulélési valosziniiséget a
plazmiddal injektalt halak a kontroll csoportnal (17. abra). A szamitott értékek alapjan
31,8%-o0s valdsziniiséggel ¢€lték meg a masfél honapos kort ezek a halak. A Kontroll-2
csoporthoz viszonyitva szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (p=0,3).

4. tablazat A tablazat a Krt4 promotert tartalmazo plazmiddal injektalt halak tulélési adatait
tartalmazza. (t = id6 (napok), N = az életben levd halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, q

= az adott iddintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott iddintervallumban a tulélt
egyedek aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% K. =95% Konfidencia-

intervallum felsé hatdra, 95% KI;=95% Konfidencia-intervallum felsé hatara [36])

Krt4 t N D ¢g=D/N p=1-q S(t) SE gécly: 9&‘:/:;
0-2. 22 6 0,273 0,727 0,727 0,095 0,563 0,939
3-6. 16 1 0,063 0,938 0,682 0,099 0,513 0,907

7-10. 15 2 0,133 0,867 0,591 0,105 0,417 0,837
11-14. 13 1 0,077 0,923 0,545 0,106 0,372 0,799
15-20. 12 3 0,250 0,750 0,409 0,105 0,248 0,676
21-31. 9 1 0,111 0,889 0,364 0,103 0,209 0,632
32-34. 8 1 0,125 0,875 0,318 0,099 0,173 0,587
35-40. 7 O 0,000 1,000 0,318 - - -

Krt4
o e
BEN [
oI 1|o zlo 3|o 4|o
Napok
17. 4bra A Krt4 promotert tartalmazo

plazmiddal injektalt halak és a Kontroll-2

csoport tulélési gorbéje.
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A QF2 rendszerben ubiquitin promoterrel rendelkezé plazmiddal injektalt halaknal
mar az elsé héten jelentdsebb elhullas volt megfigyelhetd, mint a tobbi transzgenikus
vonalnal (5. tablazat). Az els6 hét soran a halak kozel 60%-a elpusztult, mely a 10. nap
kornyékére mar 70% folotti értéket ért el. A Kontroll-2 csoporthoz viszonyitott jelentds
kiilonbség a talélési gorbén is megfigyelhetd (18. abra). Tovabba, Peto-Wilcoxon teszttel
szignifikans kiilonbséget is kimutattunk (p=0,0009).

5. tablazat QF?2 rendszerben dltalanos expressziot kivalto, ubiquitin (Ubigrz) prométer tartalmu
plazmiddal injektalt halak tulélési adatai. (t = idd (napok), N = az életben levé halak szama, D = az
elpusztult egyedek szama, q = az adott iddintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott
idéintervallumban a tulélt egyedek aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95%

Kla =95% Konfidencia-intervallum felsé hatdara, 95% KIr =95% Konfidencia-intervallum felsé
hatdara [36])

95% 95%

Ubior t N D ¢=D/N p=lq S() SE . |

0-4. 28 8 0,286 0,714 0,714 0,085 0,565 0,903
5-7. 20 8 0,400 0,600 0,429 0,094 0,279 0,657
8-10. 12 4 0,333 0,667 0,286 0,085 0,159 0,513
11-14. 8 1 0,125 0,875 0,250 0,082 0,132 0,475

15-19. 7 1 0,143 0,857 0,214 0,078 0,105 0,436
20-25. 6 1 0,167 0,833 0,179 0,072 0,081 0,395
26-32. 5 1 0,200 0,800 0,143 0,066 0,058 0,354
33-39. 4 1 0,250 0,750 0,107 0,059 0,039 0,312
40.- 3 0 0,000 1,000 0,107 - - -
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18. dbra Ubiquitin promoterrel rendelkezé

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

A Tol2 rendszerben alkalmazott ubiquitin promoéteres plazmidok kisebb aranyu

elhullast okoztak, mint a QF2 rendszerben bemutatott parja. A Tol2 esetében az elsé héten
az allatok tobb, mint 60%-a tulélt (6. tablazat). Annak a valoszinlisége, hogy ezek a halak
talélik a 40 napos monitorozasi idészakot 18,2%. Ez ugyan alacsonyabb szazalék, mint amit
a tobbi csoportnal tapasztaltunk, de még mindig magasabb, mint QF2 rendszerben, illetve a
Kontroll-2 csoporthoz viszonyitva sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,1) (19.

abra).
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19. dabra Ubiquitin promoterrel rendelkezo
plazmiddal injektalt halak tulélési gorbéje
viszonyitva a Kontroll-2 csoporthoz.
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6. Tablazat Ubiquitin promotert tartalmazo plazmid hatdsa zebrahalak tulélésére Tol2 rendszerben.
(t = ido (napok), N = az életben levé halak szama, D = az elpusztult egyedek szama, q = az adott
idéintervallumban elpusztult egyedek aranya, p = az adott iddintervallumban a tulélt egyedek
aranya, S(t) = tulélési valosziniiség, SE = standard hiba, 95% Kla =95% Konfidencia-intervallum
felsé hatdra, 95% KI;=95% Konfidencia-intervallum felsé hatara [36])

95% 95%
Kla Kl¢

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

UbiTtoL2 t N D qg=D/N p=1-q S(t) SE

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

[EEN
N
-
©
a1
N

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

5.2. Az expresszié mértékének vizsgalata soran kapott eredmények F0 generaciéban
A spinning-disk konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek soran megfigyelhetjiik,
hogy a QF2 rendszerben hasznalt mNeonGreen, valamint mKate fluoreszcens fehérjék,
illetve a Tol2 rendszerben alkalmazott EGFP, mely szovetekben, milyen expresszios
szinteket ér el, mennyire okoz mozaikos expressziot, illetve tesztelhetjilk a promodterek

szovetspecifikussagat is.

5.2.1. ITGAll-cfos prométerrel rendelkezé plazmid expressziés felvételei QF2
rendszerben
A felvételeken megfigyelhetd az erds, bar mozaikos expresszio elsdsorban a fibroblast
sejtekben (21. abra), azonban lathatd, hogy az izomsejtekben, és az idegsejtekben is (20.
abra) megjelenik az expresszi6. Mivel ezek injektalt, FO nemzedékbe tartozé halak, igy az
injektalas velejardja némi foku aspecifitas, mely azonban az F1 hordoz6 nemzedékben mar
nem lesz jelen. Az mKate fluoreszcens fehérje a sejtmagvakban, mig az mNeonGreen a

citoplazmaban expresszalddott a fehérjékhez kapcsolt targetszekvencidknak koszonhetden.
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20. abra 1TGAll-cfos promoterrel és QF2 transzkripcionadlis aktivatort tartalmazo
plazmiddal injektalt, és QUAS promotert, valamint mNeonGreen-t és mKate-t kodolo
geénszakaszt hordozo 3 napos larva (balrdl jobbra haladva: fej, torzs, farokiiszo).

21. dbra 3 napos larvarol spinning-disk konfokdlis mikroszkoppal késziilt felvételek,
melyeken a zéld mNeonGreen (citoplazmaban), illetve a voros mKate (sejtmagban)
expressziojat lathatjuk fibroblast sejtekben.
5.2.2. ITGAll-cfos prométerrel rendelkezé plazmidok expresszios felvételei Tol2
rendszerben
Bar az ITGA11-cfos prométer szabalyozo funkcidja miatt elsésorban fibroblastokban
¢és 1izomsejtekben kellene az EGFP z6ld fluoreszcens fehérjének megjelenni, itt epithelialis
sejtekben is latunk expressziot (22. abra). A farokuszo esetében is az epithelialis sejtekben

torténd, mozaikos expresszio volt a jellemzo (23.abra).
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22. dabra ITGAll-cfos promotert tartalmazo plazmiddal injektdlt haromnapos larvarol
késziilt spinning-disk konfokalis mikroszkopos felvétel (balrol jobbra: fej, torzs, farokiiszo).

23. dabra 1ITGAll-cfos promoter mellett epithelialis
sejtekben expresszalodo EGFP fluoreszcens fehérje
zebradanio larvdaban.

5.2.3. Krt4 prométerrel rendelkez6 plazmid expressziéja QF2 rendszerben
Mindhéarom felvételen egy erds expressziot detektalhatunk az epithelialis sejtekben
(24-25.4abra). Bar a Keratin 4 fehérje elsdsorban a feliiletes epithelialis sejtrétegben fordul

el6, ebben az esetben latunk expressziot néhany fibroblast-, izom- és idegsejtben is.
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24. abra Szovetspecifikusan elsésorban epithelialis sejtekben expresszalodo mNeonGreen,
valamint mKate fluoreszcens fehérjék 3 napos larvaban.

25. dbra 3 napos ldarva farokiszojarol késziilt spinning-disk konfokdlis mikroszképos
felvételek, melyeken voros, sejtmagi mKate-t, valamint citoplazmaban  kifejez6dé
mNeonGreen-t lathatunk epithelialis sejtekben.

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

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

5.2.5. Ubiquitin promodterrel rendelkezé plazmid esetén mért expresszi6 QF2
rendszerben
QF2 rendszerben az ubiquitin prométerrel a felvételeken is lathato erds és altalanos,
valamennyi sejtben jelen levd expressziot mértiink (27. abra). Az idegsejtek, azok axonjai,
a fibroblastok, az izomsejtek, illetve az epithelialis sejtek esetén is erdteljes expressziot

figyeltiink meg (28-29. abra).

21. abra 3 napos larvaban lathato altalanos mKate és mNeonGreen expresszio az ubiquitin

promoternek készonhetoen (balrol jobbra: fej, torzs, farokuiszo).
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28. dabra Ubiquitin promodter alkalmazasaval elért altalanos expresszio kiilonbozo
sejttipusokban. Bal oldali képen idegsejtekben, izomsejtekben, epithelialis sejtekben és
néhany fibroblastban is, mig a jobb oldali képen fibroblastokban és epithelialis sejtekben
lathato expresszio.

29. dbra Farokuszo kiilonbozé sejtjeiben mérhetd sejtmagi mKate és citoplazmaban

kifejezodo mNeonGreen expresszio ubiquitin promoter alkalmazasa mellett.
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5.2.6. Ubiquitin promoterrel rendelkezé plazmid esetén mért expresszio Tol2
rendszerben
Er6s, de mozaikos expresszidt eredményezett a Tol2 rendszer az ubiquitin promoter

hasznélata mellett (30. abra). Osszehasonlitva a QF2 rendszerben lathatdakkal, Tol2

rendszerben a farokaszoé sejtjeiben alig latni az EGFP expressziojat.

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

5.3. Expresszio mértékének bemutatasa az F1 generacioban
Az alabbi felvételek igazoltan hordozod F1 generacids halakrol késziiltek QF2
rendszerben, melyek bemutatjak, hogy az FO nemzedékben tapasztalt kisfokt aspecifitas, az

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

31. abra \'TGAll-es promoter alkalmzasa mellett mért expresszio FI1 nemzedékben. Az

mKate és mNeonGreen fluoreszcens fehérjék expresszioja elsésorban a fibroblast sejtekben.
Az F0 generacioban tapasztalt kisfoki aspecifitas itt mar nem mutathato ki.
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32. dbra Ubiquitin promoter alkalmazasa mellett lathato adltalanos expresszio FI
generdcioban spinning-disk konfokalis mikroszkopos felvételen. Aspecifitas és mozaikossag
nem figyelheté meg.

33. dbra Krt4 promoter altal az epithelialis sejtekben ldthato szovetspecifikus

geénkifejezodés. A sejtek citoplazmdajaban az mNeonGreen, mig a sejtmagban az mKate
fluoreszcens fehérjék expresszidja lathato spinning-disk konfokdlis mikroszkopos
felvételeken F1 generdcios halban.
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6. KOVETKEZTETESEK

A zebradaniok kutatasban betoltott szerepét sokoldalt, eredményes tudomanyos
felhasznalasuk, valamint az ehhez sziikséges szdmos biotechnoldgiai eszkoz és modszer
folyamatos fejlodése is alatamasztja.

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

Kisérletiinkben a QF2 és a Tol2 rendszerek hatékonysagat €s toxicitasat mértiik dssze,
melyekbdl az alabbi kovetkeztetéseket tudtuk levonni. Bar a talélési gorbék egyértelmiien
mutatjak az alacsonyabb tulélési valosziniiséget a QF2 rendszerben hasznalt plazmidok
injektalasa esetén, szignifikans kiilonbséget csak a valamennyi szovetben expresszalodo,
ubiquitin promoter alkalmazasa esetén tudtunk kimutatni (p=0,0009). Az a tény viszont,
hogy a tulélési gorbék kozott ilyen szintll eltérések vannak, felveti annak a lehetdségnek a
gondolatat, hogy egy nagyobb elemszdmmal megismételt és hosszabb ideig torténd
megfigyelés esetén tobb plazmidnal is kimutathaté lenne szignifikans kiilonbség,
megerdsitve ezzel azok toxikus hatdsat is. A Krt4 promoter esetén a kontroll csoporthoz
képest kimutatott magasabb talélési valdsziniiség pedig felhivja a figyelmet a halak talélését
befolyasolo egyéb tényezdkre is, melyek kis mértékben torzithatjak a kutatasok eredményeit.

Az expresszid6 mértékének Osszehasonlitasakor Osszességében a QF2 rendszer
bizonyult erésebb és szovetspecifikusabb expressziot kivaltoé rendszernek. A mozaikossag,
illetve az aspecifikus génkifejezddés itt is eléfordult, ami annak tulajdonithatd, hogy nem
tiszta vonalakbdl szarmazo F1 nemzedékii halakat, hanem FO nemzedékbdl szarmazo,
injektalt larvakat vizsgaltunk. Ahogy Burgess és mtsai [32] is megallapitottdk a
transzkripcionalis aktivitds erdssége valoban korrelalt a toxicitas mértékével.

Eredményeink fényében, mivel mind az expresszidt meghatarozd tényezok (pl: a
szovetspecifikussag, az expresszid erdssége, a mozaikossdg) mind a halak egészségét és
tulélését befolyasolod tényezok fontosak a sikeres transzgenezishez, érdemes mérlegelni,
hogy az adott kutatas igényli-e az erdsebb expressziot nyujto, de toxikusabb QUAS-QF2

rendszert, vagy a kevésbé toxikus Tol2 rendszer is tud-e megfeleld expressziot biztositani
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az adott kisérlet elvégzéséhez. Ennek figyelembevétele nemcsak allatjoléti szempontok

miatt fontos, de a kutatas kimenetelét is befolyasolhatja.
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7. OSSZEFOGLALAS

A zebradanio (Danio rerio) laborallatként valdé tudomanyos felhasznalasa rendkiviil
sz¢leskori. Jelen tanulmanyban vizsgalt, transzgenikus vonalakat tobbek kozott gyulladasos
folyamatok modellezésére alkalmazzak.

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

Munkdm soran AB (vad tipust) ¢és Casper (pigmenthidnyos mutacid) halak
keresztezésébdl szdrmazo, egysejtes stadiumban levd ikrak injektalasaval hoztam létre a
transzgenikus halvonalakat. Dolgozatomban harom QF2 és harom Tol2 rendszerben
injektalt plazmid hatasa keriil bemutatasra. Ezek koziil kett6 a Krt4 és ITGA11 promoterek
hasznalataval szovetspecifikusan, epithelialis, valamint mesenchymalis sejtekben fejezédik
ki, mig a harmadik rendszer egy ubiquitin promoter segitségével altalanosan, valamennyi
szovetben expresszalodik.

A toxicitds vizsgalata sordn a halak tulélését monitoroztuk, és talélési gorbén
abrazoltuk. Az ubiquitin promoétert kodold plazmidok sikeres injektalasat kovetden
valamennyi szovetben torténik expresszio, igy elsdsorban ezeknél volt varhato toxikussagot
jelzd szignitfikans kiilonbség, mely a QF2 rendszer esetén igazolddott is (p=0,0009). A tobbi
esetben nem tért el jelentdsen a transzgenikus allatok tulélése a Control csoportokhoz
viszonyitva.

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

Osszességében az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy amig a QF2 rendszer erésebb
expressziot, de jelentdsebb toxicitast is eredményezett, addig a Tol2 rendszer alacsonyabb
szintll expresszio mellett, kevésbé bizonyult toxikusnak. Az eredmények fényében érdemes
mérlegelni, hogy egy adott kutatasban varunk-e olyan prominens valtozast, vagy dolgozunk-
e olyan erds expresszidju szenzorral, amely kimutathat6é Tol2 rendszer alkalmazéasa mellett

is, vagy sziikségessé valik-e a joval toxikusabb QF2 rendszer haszndlata.
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8. SUMMARY

The scientific use of zebrafish (Danio rerio) as a laboratory animal is exceptionally
extensive. The transgenic lines examined in this study are used, among others, to model
inflammatory processes.

The aim of the experiment was to demonstrate the extent of toxicity and expression of

QF2 and Tol2 systems used in transgenesis.

In my work | generated transgenic zebrafish lines by injecting one-cell stage embryos
from crosses between AB (wild type) and Casper (transparent mutant) fish. In my thesis the
effects of three plasmids are presented in QF2 and Tol2 mediated transgenesis. Two of them,
using the Krt4 and ITGAL1l promoters, are expressed tissue-specifically in epithelial and
mesenchymal cells, while the third system is expressed in all tissues using an ubiquitin
promoter.

To test toxicity, fish survival was monitored and plotted on a survival curve. Since the
plasmids encoding the ubiquitin promoter are expressed in all tissues following successful
injection, a significant difference indicating toxicity was expected for these and was
confirmed for the QF2 system. In the other cases, the survival of transgenic animals did not
differ significantly compared to the Control groups.

The level of expression was imaged with a spinning-disc confocal microscope. The
images showed that the expression of the QF2 system is more prominent compared to the
Tol2 system.

Overall, the QF2 system generated stronger expression but also more significant
toxicity, compared to the Tol2 system, which caused lower levels of expression and was
found to be less toxic. In the light of the results, it is worth considering whether in a given
study we should expect such a prominent change, or whether we should work with a sensor
with strong expression that can be detected using the Tol2 system, or whether the use of the

much more toxic QF2 system is necessary.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

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

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

Koszonettel tartozom Kaszds Diandnak a laboratériumban végzett munkdk és a
dolgozatom irasa soran nyujtott potolhatatlan segitségéért és tamogatasaért, illetve Kiss
Klaudianak, Borbély Csillanak, Fazekas Laszlonak és Tamas Szimonettanak a munkdm
soran nyujtott segitségiikért.

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

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom a csalddomnak és a barataimnak a tiirelmet

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