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Osszefoglalo

A civilizaci6 fejlodésével egyre tobbféle vegyi anyag jut a kornyezetbe, amelyek koziil szamos
vegyiilet hatdsat még nem, vagy csak kevéssé ismerjiilk. Tobb nagy mennyiségben kijuto,
hormonhéztartdst megzavard anyag is talalhatd kozottiik, amelyek egy része kdros hatassal van a
pajzsmirigy mitkodésére (goitrogén). A hormonhatasii anyagok csoportja kémiai szempontbol
meglehetdsen diverz, ezért csupan a kémiai szerkezet alapjan elég nehéz megjosolni egy anyag
val6s hatdsait. A hormonhatas legjobb megkozelitéssel €él0 szervezetekben mutathatd ki. A
zebradanio (Danio rerio) napjainkban egyre népszeriibb modellallat a toxikologiai vizsgalatok
soran. Genetikai hattere és ¢élettani folyamatainak nagy része nagy hasonldésagot mutat mas
gerincesekével, az emlésokkel és az emberrel egyarant. A zebradanié embriok attetszéek, ezért a
fluorescens fehérjékkel létrehozott transzgenikus vonalak jol hasznédlhatok a toxikus anyagok
vizsgalataban, kiilondsen ha a fluoreszcens jel megjelenése hormonhatéassal indukélhato.
Munkénk sordn pajzsmirigy zavaré hormonhatasi anyagok kimutatsara alkalmas zebradanio
vonalak kialakitasat tliztiik ki célul. A pajzsmirigy vagy annak szabalyozéasadban fontos szerepet
betoltd, specifikus expressziot mutatd gének koziil a natrium-jodid szimporter (slc5a5) és a
tireoperoxidaz (tpo) géneket valasztottuk a transzgenikus vonalak kialakitasahoz, mivel azok
promoter régidja pajzsmirigy zavard anyagokkal indukalhatd. A gének miikodését molekularis
modszerekkel validaltuk, majd promoter régidjukkal létrehoztuk a vonalak kialakitasahoz
sziikséges génkonstrukciokat. A génkonstrukciokat 1-2 sejtes zebradanié embridkba injektaltuk,
majd megkezdtiik a fluoreszcens fehérje kifejez6désének vizsgalatat kiillonbozd, pajzsmirigy
zavard anyagok hatdsara.

Kulcsszavak: zebradanié (Danio rerio), pajzsmirigy, goitrogén anyag, bioszenzor

Biosensor zebrafish for monitoring thyroid disruption
Abstract

As civilization advances, more and more chemicals are released to the environment. The effect of
some of these is unknown or scarecly known. Among the released chemicals some are produced
in large amounts and are able to interfere with the hormone system, so can disrupt thyroid
functions. The group of endocrine disrupting compounds is chemically highly diverse, so
hormonal effect can hardly be told on the basis of chemical structure. One of the best approaches
to study these effects is to use model organism-based tests. Zebrafish (Danio rerio) is currently
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more and more popular in toxicology. Its genetic background and physiological processes are
highly similar to those of other vertebrates, mammalians and humans. Moreover, zebrafish
embryos are transparent, so transgenic fish expressing fluorescent proteins are valuable tools in
toxicological studies, especially if the expression of the reporter is inducible by hormonal
substances.

The aim of the presented work is to establish zebrafish lines for the detection of thyroid
disruptive agents. From the thyroid specific genes important in thyroid functions or their
regulation, sodium-iodide symporter (slc5a5) and thyroid-peroxidase (tpo) were selected for the
development of the lines, as their promoter region is inducible by thyroid active substances. The
expression of these genes were validated by molecular methods, then gene cosntructs were built
with their promoter regions. Constructs were injected into 1-2 cell zebrafish embryos. Induction
of the fluorescent signal was started to be tested by thyroid disruptive chemicals.

Keywords: zebrafish: (Danio rerio), thyroid, goitrogen, biosensor

Irodalmi attekintés

A kornyezetbe keriild hormonhatdsu anyagok kémiai szempontbol nagy diverzitast
mutatnak, igy egy kornyezeti minta kémiai 6sszetétele alapjan nem lehet eldonteni, hogy az adott
kozeg hormonhatast-e. A hatés biztos megallapitasahoz bioldgiai alapon miikddé tesztrendszerek
sziikségesek. Az elmult évtizedben szamos hormonhatas vizsgalatara alkalmas in vitro és in vivo
tesztrendszert dolgoztak ki. Az in vivo tesztrendszerek koziil a bioszenzor zebradanio vonalak
kiemelked6 fontossadguak. Szerveik és azok miikodése valamint az egyes folyamatok élettani és
molekularis hattere nagy mértékii hasonlosdgot mutat az emldsokével és az emberével. A
zebradanio ezért amellett, hogy hatékony modell az 6kotoxikologiai vizsgéalatokban, segitségével
az egyes anyagok vagy mintdk emberben kialakuld esetleges hatdsai is megjosolhatok. A
zebradani6 embriok attetszdek, ezért a fluoreszcens fehérjékkel és hormonhatdsi anyagokra
érzékeny promoter régiokkal 1étrehozott vonalak hatékony bioszenzornak bizonyultak a
hormonbhatas vizsgalataban (Scholtz és mtsai, 2008).

A pajzsmirigy miitkodése klasszikus neuroendokrin szabalyozas alatt 4ll. A hipotalamusz
altal termelt tirotrop hormonok hatasara tiroid stimulald hormon (TSH) termelédik, amely a
funkcionalis egységeiben, a follikulusokban. A follikulusok a zebradanioban az eml6soktdl eltérd
modon nem egy jol koriilhatarolhatd szervben, hanem elszortan helyezkednek el a hasi oldalon,
azok szoveti felépitése azonban megegyezik a magasabbrendii gerincesekével. Az aktiv tiroid
hormonok (tiroxin: T4, trijédtrionin: T3) szintén a magasabbrendiiektdl eltér6 modon egy kozos
prekurzorbol, a tiroglobulinbdl (tg) jonnek létre. A hormonszintézis elsd 1épéseként a follikularis
sejtek jodot vesznek fel a natrium-jodid szimporteren (nis) és a natriumfiiggetlen klor-jod
transzporteren (pendrin) keresztiil. A bejutott jodot a tireoperoxidaz (tpo) oxidalja, majd két
jodozott tirozin 0sszekapcsolodasaval T3 és T4 jon létre.

Goitrogén anyagok kimutatasara Jin és munkatarsai a kozelmultban (2012) a pajzsmirigy
stimmulalé hormon B alegységével hoztak létre egy transzgenikus zebradanié vonalat (TSH
B:EGFP), amely hipofizisében zold fluoreszcens fehérje termelddik. A fluoreszcens jel
pajzsmirigymiikdodést megzavard anyagok hatasara fokozodik, azonban a vonal nem bizonyult
elegendden érzékenynek kornyezeti mintak vizsgalatara (Jin és mtsai, 2012).

Munkéank célja goitrogén anyagok kimutatdsdra alkalmas, érzékeny bioszenzor zebradanio
vonal(ak) 1étrehozasa volt, amelyhez a pajzsmirigymiik6dés vagy annak szabalyozasaban fontos
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szerepet betoltd, specifikus expressziot mutatd gének koziil a tiroglobulin (tg), a natrium-jodid
szimporter (slc5a5) és a tireoperoxidaz (tpo) géneket valasztottuk.

Anyag és modszer

Felhasznalt allatok
A kisérleteket zebradani6 (Danio rerio) halfaj vad tipusu vonalan végeztiik.

Embriok kezelése, génkifejezodés vizsgalatok

Az embriokat 0,01; 0,25; 0,5; 0,75 és 1mM metimazollal (MMI) valamint 0,01; 0,25; 0,5;
0,75 és 1 mM kalium-perklorattal (KCIO,) kezeltiik, 48-120 o6ras korig. Negativ kontrollként izo
vizet hasznaltunk, amelynek Osszetétele megegyezett a haltart6 rendszer vizével.

Kezelésenként harminc, harom fliggetlen kisérletb6l szarmazo embridobol trizol
modszerrel RNS-t izolaltunk, majd a létrehozott cDNS mintdkban kvantitativ valos idejii PCR
reakcioval vizsgaltuk a tg, az slc5a5 és a tpo gének kifejezddését, amelyet hazztartasi gén
kifejezodéséhez (gapdh) viszonyitottunk és az eredényeket a PCR reakciok hatékonysagaval
korrigéltuk. A vizsgélatokat Step-One Plus késziilékben végeztiik (Applied Biosystems).

A gének kifejezddésének helyét whole mount in situ hibridizacioval vizsgaltuk, Thysse és
Thysse (2008) zebradanié embriokra kidolgozott protokollja szerint. A tg esetén egy 914 bp, az
slc5a5 génnél egy 595 bp, a tpo esetén pedig egy730 bp hossziisagh probat hasznaltunk.

Transzgén konstrukciok létrehozasa, injektalasa, tranziens expresszios vizsgalatok

A génkonstrukciok 1étrehozasdhoz a tpo és az slc5a5 géneket valasztottuk, amelyek
donor vektorokba, majd a végsd, Tol2 karokat hordoz6 célvektorba klonoztuk. A célvektor
korabbi kisérletek eredményeként mar hordozta a fluoreszcens fehérjét kodold szakaszt
(mCherry). A létrehozott konstrukciokat transzpozaz mRNS-sel egyiitt mikroinjektalassal 1-2
sejtes zebradanidé embriok szikallomanyaba juttatuk. Az embriokat 1-10 napos (dpf: days post
fertilization) korig 1ImM KCIO,4 és MMI oldatokkal kezeltiik. A fluoreszcens jel megjelenését 4,
5, 6 és 10 napos korban vizsgaltuk mCherry sziir6 alkalmazasaval (LEICA MZ16FA).

Eredmények

A goitrogén anyagokra érzékeny bioszenzor vonal létrehozasahoz kivalasztott gének
kifejezddését a génkonstrukciok megtervezése eldtt két modszerrel ellendriztiik kontroll és a tpo
¢és a nis gének mitkddését gatld anyagok teratogén hatast kivaltdé koncentraciok ala esd oldataival
kezelt zebradanio larvakban. A funkcio gatlasat a szervezet az adott gén milkodésének
fokozasaval igyekszik kompenzalni. Mind a harom vizsgalt gén esetében koncentraciofiiggd
modon nott a génkifejezédés mértéke (1. abra), amelyek alapjan két gén, az slc5a5 és a tpo tlint
megfeleldnek a konstrukcio 1étrehozasahoz.
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1. dbra: A natrium-jodid szipmorter (slc5a5), a tireoperoxidaz (tpo) és a tiroglobulin gén
(tg) kifejez6désének vizsgalata kiilonb6z6 koncentracioju metimazol és kalium-
perklorat hatasara.
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Figure 1. Relative expression of the sodium-iodide symporter (slc5a5), thyreoperoxidase (tpo) and
thyroglobuline (tg) following methimazole and potassium perchlorate treatment.

A kivalasztott génjeldltek indukalhatosdga mellett a kifejezddés helyét is vizsgalnunk
kellett, hogy azt késébb Osszevethessiik a fluoreszcens jel kifejez6dési helyével a
génkonstrukciokkal injektalt halakban. A whole-mount in situ hibridizaciéo eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a harom vizsgalt gén kifejezddési teriilete atfed, és kifejezddésiik
indukalhato (2. abra).
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2. dbra: Az slc5a5, tpo és tg gének kifejezodése 5 napos kezeletlen (A) és ImM kalium-
perklorattal kezelt (B és C) zebradani6 embriokban.

tpo

tg
2 &
Figure 2. Expression pattern of slc5ab, tpo and tg in 5 dpf (days post fertilization) control (A) and 1mM
potassium-perchlorate treated (B and C) zebrafish embryos.

Az eredmények alapjan lathato volt, hogy a tg alapszintli kifejezodése joval erdsebb és
kevésbé indukélhat6, mint a maésik két gén, ezért kevésbé alkalmas a transzgenikus vonal
épitettiik. A konstrukcidkat vad tipust zebradanido embridkba injektaltuk, majd a transzgén
expresszidjat indukaltuk. A tpo esetében csak nagyon gyenge tranziens jelet figyeltiik meg, az
slcha5 esetén azonban meglehetdsen erds tranziens jelet kaptunk mindharom anyaggal végzett
indukciot kdvetden, azonos teriileten, a m4aj folott. Néhany 4 napos larvaban pajzsmirigy jellegi,
pontszerli expressziot is megfigyeltiink.

A maj folotti expressziot mutatod teriilet azonositdsa folyamatban van, de elképzelhetd, hogy a
szignal a késobbi fejlédési stadiumokban vagy generacidkban mar nem lesz megfigyelheto.
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