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1. BEVEZETES

Kornyezetiink, és ezen beliil folyo-, és allovizeink szennyezése napjainkban is
visszatérd ¢és megolddsra vard problémaja tarsadalmunknak, mely aktualitasat tovabb
fokozhatjak egyes katasztrofa helyzetek, mint példaul a Tiszan végigsdprd 2000. évi cian- és
nehézfém-szennyezés. A vizeinkben €10 halak szamara fokozott veszélyt jelent, hogy nem
csak a taplalékkal egyiitt halmozhatjak fel testiikben az idegen anyagokat, de kopoltytjukkal
és boriikkel allando, szoros kozelségben vannak a vizzel, és a vizben oldott anyagokkal.

A nehézfémek (mint példaul Cd**, As’™) szamos élettani folyamatot befolyasolhatnak
negativ irdnyban; kozvetleniil kérosithatjdk a sejt fehérjéit és az orokitdé anyagat, reaktiv
oxigén szabadgyokok és intermedierek (ROS) képzddését gerjeszthetik, amelyek fokozott
sejt-, €s szovetkarosodast idézhetnek eld. A kdrnyezet stresszhatdsaira adott gyors valaszadas
képessége, illetve az ennek soran aktivalodo gének és fehérjék rendszere altalanos jellemzdje
az ¢lolényeknek, és nagyfokl homoldgidt mutat a baktériumoktol kezdve az emldsokig.

Jelenlegi ismereteink szerint a nehézfémek altal indukalt valaszreakciok két f6 utvonal
koré csoportosulnak a sejtben. Az egyik utvonal részvevéi a nagymennyiségli fém-ion
megkotésére képes metallothioneinek (MT) és a MT-ek transzkripciojat elsdédlegesen
szabalyzd Metal-responsive transcription factor (MTF-1) faktor. A masik utvonal tagjai a
redukalt glutation (GSH) és azok az enzimek, melyek vagy a GSH-t hasznaljak koszubratként;
mint a glutation peroxiddzok (GPx) ¢s a glutation-S-transzferazok (GST), vagy a GSH
szintézisében vesznek részt; mint a y-glutamil-cisztein szintetaz (y-GCS) és a glutation
szintetaz (GSS). Az altalunk is vizsgalt MTF-1, GPx1 ¢és GPx4 csalad fehérjéi
kulcsfontossagli tagjai ezen védekezd rendszereknek. Expresszids mintazatukrol és
szabalyzasukrol korlatozottak az irodalmi ismeretek, pedig vizsgalatuk hozzajarulhat a sejtek

antioxidans védekezd rendszerének alaposabb megismerés¢hez. Mivel kisérleteinket in vivo,



kifejlett allatokon végeztiikk, igy eredményeink valdszintileg jol kozelitik a valods
okoszisztémakban bekovetkezd valtozasokat.

Stresszmentes koriilmények kozott a MT-ek fontos szerepet jatszanak az esszencialis
fémionok (Zn*", Cu®") szallitasaban és raktarozasaban. JelentSségiik fokozott, ha toxikus
nehézfémek (Cd**, As®*, Pb*") jutnak a szervezetbe. A MT-ek denaturalodas nélkiil képesek a
fémionok megkotésére. A MT-ek expresszidja elsddlegesen transzkripciondlis tton
szabalyozodik, a folyamat egyik kulcsszerepldje az MTF-1 faktor. Az elmult két évtized soran
az MTF-1-et konstitutivan expresszalodd fehérjeként konyvelték el, feltételezték, hogy
szabalyzasa kizardlag poszttranszlacios uton térténhet.

A GSH egy minddssze harom aminosavbol (y-Glu-Cys-Gly) allé antioxiddns hatast
molekula. Szabad -SH csoportja révén oxidativ stressz esetén konnyebben oxidalodik, mint a
sejt fehérjéi; nehézfém terhelés esetén fémionokat kothet. Emellett részt vesz az aszkorbinsav
¢s rajta keresztiil az E-vitamin regeneralasaban. Szerepet jatszik a H,O, ¢€s a lipidperoxidok
redukaldsaban, illetve a xenobiotikumok semlegesitésében.

A GPx enzimek az antioxiddns védelmi rendszer nélkiilozhetetlen elemei. Egyes
csalddok a membranok védelmét biztositjak, masok a citoszol és a sejtorganellumok oxidativ
karosodasa ellen hatnak. Képesek semlegesiteni a H,O,-t, egyes szerves lipidperoxidokat, €s a
koleszterol-észtereket, redukalt GSH-t haszndlva fel koszubsztratként. Emlésokben eddig
nyolc kiilonféle, a GPx csaladba tartozo fehérjét azonositottak; halakban elsdsorban a
klasszikus GPx1 és a membranokhoz kdzvetlentil kapcsolddni képes foszfolipid hidroperoxid

GPx (GPx4) csalad tagjait vizsgaltak.



2. CELKITUZES

Munkacsoportunk f6 célja minél tobb, a stressz-valaszaddsban résztvevd géncsalad
azonositasa halakban ¢és szerepiik vizsgdlata a kornyezeti stresszhatdsokkal szembeni
védekezésben. A dolgozatomban szerepld kisérletek kezdetén célul tiiztiik ki az MTF-1
transzkripcios faktort és a GPx-ok két legismertebb csaladjanak tagjait, a GPx1 ¢és GPx4
enzimeket kodolo gének azonositasat pontyban.

Terveztiik tovabba a gének expresszids mintdzatdnak vizsgalatat egyrészt kezeletlen
halak, masrészt nehézfém-kezeléseknek (Cd*", As’"), vagy hirtelen hémérséklet-valtozasnak
kitett allatok szerveiben. A stresszhatasokat kdvetden a génexpresszio-valtozasokat majban, a
méregtelenités egyik kdzponti szervében, illetve az agyban terveztiik kdvetni. Az agy magas
oxigén-tartalma miatt kiilonosen €rintett a szabadgyok-képzddéssel jard folyamatokban.

Kisérleteink harmadik részében a Cd**-kezelést kovetden kivantuk vizsgalni a sejtek
karosodasat jelz0 paramétereket; a lipidperoxidaciot, a redukalt ¢és oxidalt GSH
mennyiségének, illetve az egy- és kétszali DNS-ek aranyanak valtozasat, valamint a GPx és a

glutation reduktaz (GR) enzimek aktivitasat.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok és kezelési koriilmények

Valamennyi, a dolgozatban leirt kisérletet ponttyal (Cyprinus carpio L.) végeztiik el.
A halakat a Tiszai Halgazdasag Fehértoi Telepérdl szereztiik be. A halakat a kezelések eldtt
jol levegdztetett kadakban 2-3 hétig akklimatizaltuk. A kezelésekhez a halakat 100 Il-es
akvariumokba helyeztiik at (mérettdl fliggden 2-3 hal/akvarium).

A kisérleti allatokat Cd(CH3COO),x2H,0-val és Na,HAsO4x7H,0O-val kezeltiik, a
fémionra normalizalt végkoncentraci® minden esetben 10 mg/l volt. A hidegsokk esetén a
halakat 7 °C-os homérséklet csokkenésnek tettiik ki. Mintavétel kozvetleniil a hidegsokk,
illetve 1 6rés recovery periddus utan tortént. A kezelések minden mintavételi pontjaban harom

vagy négy egyedet hasznaltuk fel a mérésekhez.

Alkalmazott modszerek
Nukleinsav preparalas (genomi DNS, mRNS, plazmid DNS)
In vitro DNS rekombinacios technikak: ligalas, transzformalas
Reverz transzkripcioval kapcsolt polimerdz lancreakciod
GSH/GSSG szint meghatarozas
Lipidperoxidacio mérése
GPx és GR aktivitas mérése
DNS szaltorés meghatarozasa fluorimetrias modszerrel

Filogenetikai analizis



4. EREDMENYEINK

Mivel az mtf-1, és a gpx gének esetében nem allt rendelkezésilinkre szekvencia
informacid pontybol, ezért elészor a GenBank-ban taldlhato hal és emlds fajok szekvenciai
alapjan olyan primereket tervezziink, melyek lehetové tették a vizsgdlni kivant gének
azonositasat, egy-egy hosszabb szakaszanak felamplifikaldsat. A szekvencia analizisek
eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy 1.) bar a szintén a pontyfélék csaladjaba tartozo
zebradanid esetében két gpx/ gént azonositottak, mas fajokhoz hasonléan pontyban csak egy
gpx1 gén taldlhato; 2.) tobb mas halfajhoz (zebradanio, aranyhal, lazac) hasonloan két gpx4
gén, gpx4a és gpx4b azonosithaté pontyban. Mindhdrom ponty gpx gén esetében a fehérjét
kodold régio tobb mint 95 %-at meghataroztuk. 3.) egy fajon beliil elséként azonositottunk két
kiillonbozd mif-1 gént (mtf-1.1 és mtf-1.2), illetve izolaltuk az mif-1.1 gén egy splice-variansat
(mtf-1.1a). Az MTF-1.1 ¢és az MTF-1.2 fehérje 98 %-os hasonlosagot mutat, kilenc
pozicioban talalhatd aminosav-csere; kizardlag a transzaktivacids doménekben. Emiatt
valoszintlisithetd, hogy a két ponty MTF-1 fehérje mas partnerekkel 1ép kdlcsonhatasba. A
ponty a Cyprinidae csaldd szdmos tagjahoz hasonloan tobb teljes illetve részleges genom- és
gén-duplikdcion esett at; egy természetes tetraploid faj. Az MTF-1.1a izoforma esetében az
alternativ splicing soran kialakult frame shift megvaltoztatja a fehérje C-terminalisanak
aminosav-sorrendjét. A DNS-kot6 domének azonosak az MTF-1.1 fehérjével, igy az izoforma
feltételezhetéen képes kotddni az MTF-1 faktor target génjeinek promoéteréhez, a
transzaktivacios domének hidnya miatt azonban az eredeti formajaban nem képes ellatni a
funkcidjat. Mindegyik azonositott ponty gén igen nagy hasonlosagot mutat a pontyfélék
csaladjdba tartozo tobbi fajbol (zebraddnid, aranyhal, amur) ismert gpx €s mif-1 gének

szekvenciaival. A fehérjékben megtalalhatoak az egyes fehérjecsaladokra jellemzd

crc



Kisérleteink tovabbi részében az azonositott szekvencidk alapjan ponty-specifikus
primereket terveztiink, melyek felhasznalasaval kovettiik a gének expresszidjat kezeletlen
halak 6t kiilonb6z6 szdvetében; majban, vesében, szivben, izomban és agyban, illetve harom
izolalt agyrégidban; a szagldlebenyben, a kdzépagyi régidoban és a kisagyban.

Mijban kiemelkedéen magas gpx4a expressziot mértik. A gpx4b esetében a
legmagasabb expresszidt a szaglolebenyben tapasztaltuk, mig a vesében ¢€s a kisagyban nem
volt kimutathatd. A gpx4 gének expresszidja korabban nem volt ismert halakban, emlésok
esetében pedig minden eddig ismert fajban csak egy gpx4 gént tudtak azonositani. A gpx/ gén
expresszidja majban, vesében és agyban ismert volt néhany halfajban, azonban a ponty gpx/
expresszidja lényeges eltérést mutat mas fajok eredményeihez képest. A ponty gpxl
legnagyobb mennyiségben a szivben expresszalddott, de vesében ¢€s a kozépagyi régioban is
magas szinteket mértiink. Mind az aranyhalban, mind a fehér busaban végzett kisérletek soran
esetében nem volt detektalhatd mennyiségben jelen.

Az mtf-1 gének korabbi vizsgélatai soran Northern-hibridizacioval nem mutattak ki
szovetspecifikus expressziot kezeletlen allatokban; sem halakban, sem emldsokben.
Kisérleteink sordan mindharom mit¢f-I mRNS-t az agyban tudtuk jelentds mennyiségben
detektalni. Majban a legalacsonyabb mtf-1.1 mRNS mennyiségeket mértiik, az mtf-1.1a szint
pedig a kimutathatdsagi hataron mozgott. Az mif-1.2 mRNS kizardlag az agyban volt jelen
kimutathatdé mennyiségben. Itt az mtf-1.1/mtf-1.2 ardnya kozel harom a kettéhoz volt. A
vizsgalt szovetekben az mtf-1.1 expresszio volt a meghatarozo.

A fémkezelések soran 10 mg/l Cd*'- illetve As* -kezelésnek tettiik ki a halakat 24-96
ora hosszan. Minden vizsgalt gén esetében 1d6- ¢és szovetspecifikus valtozasokat
tapasztaltunk. A Cd*'-kezelés hatasara majban a gpxI, gpxda és mif-1.1 gének expresszioja

mérsékelt moédon emelkedett; az mif-1.2, az mtf-1.1a ¢és a gpx4b mRNS-ek nem voltak



kimutathatdé mennyiségben jelen. Az agyrégiokban minden vizsgalt gén expresszidja a
kezelési id6t6] fiiggden killonbozé mértékii csdkkenést mutatott. Az As®-kezelés hatésara az
mtf-1 gének esetében bar kisebb mértékii, de hasonld tendenciaji valtozasokat lattunk
mindkét szovetben, a mtf-1.1a splice-varians kivételével. Az mtf-1.1a mRNS szintek a 48 6ras
As’ -kezelést kovetén erés novekedést mutattak méajban és agyban is. Az mtf-1 és a gpx4
gének transzkripciondlis szintll szabalyozasara korabban nem volt példa az irodalomban. A
gpx] expresszidjat Cd*-kezelést kovetSen egyediil aranyhal majban vizsgaltak, azonban
veliink ellentétben a gpx/ mRNS szintek nagymértékli csokkenését tapasztaltdk mar rovid
idejli kezelést kovetden is.

A fizikai stresszhatdsok koziil a hirtelen hdmérséklet-valtozas hatasait vizsgaltuk.
Egyrészt, mivel ismert, hogy az édesvizi halak ¢letében a természetben is nagy szerepet
jatszhat ez a stressz, masrészt mivel a hidegkezelés az oxidativ stresszhez hasonld hatast
gyakorol a sejtekre. 1 illetve 5 ordig tartd 7 °C-os hdmérséklet-csokkenésnek tettiik ki a
halakat, illetve ezt kovetden egy 1 oOras idotartalomra visszahelyeztiik Oket az inkubacios
hémérsékletre, amivel hdsokkot valtottunk ki. Az 5 oras kezelések hatasara az mif-1 gének,
mig az 1 oOras kezelések hatasdra a gpx/ gén mutatott indukciot. A gpx4a gén esetében
csokkent mRNS szinteket detektaltunk. A kozvetleniil a hidegsokk utan, illetve a recovery
periddust kovetden vett mintdk kozott nem taldltunk kiilonbséget az mif-1, gpxI és gpx4a
gének vizsgalata sordan. A gpx4b gén expresszidja, mely a fémkezelések hatasdra minden
esetben csokkent, kozvetleniil a hidegsokkot kovetden majban 2,5-szeres indukcidot mutatott.

Jol ismert, hogy a Cd*"-kezelés tobbek kozott oxidativ stresszhatast valt ki a sejtekben.
Az oxidativ sejtkarosodas leggyakrabban vizsgalt paraméterei kozé tartoznak a
lipidperoxidacid és a DNS szaltorés mértékének meghatarozasa, illetve a redukalt és oxidalt
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kovetden a korai idépontban mindhdrom paraméter valtozasa sejtkarosodasra, mig a 48 6ras



kezelés utan a lipidperoxidacio és a glutation szintek valtozasai a véddrendszerek hatasos
aktivaciojara utaltak. Emellett mindkét, a GSH-homeosztazisban szerepet jatszo enzimcsalad,
a GPx-ok és a GR, esetében is aktivaciot mutattunk ki.

Munkank folytatasaként jelenleg is tobb olyan stresszgén azonositisat, ¢s
expresszidjanak vizsgalatat végezziik, melyek segitségével még részletesebb képet nyerhetiink

a halak in vivo valaszreakcioirol.
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