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ROVIDITESEK JEGYZEKE

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ARE: antioxidant responsive element

C/EBPa: Ccaat-enhancer-binding protein alpha

CAT: katalaz

DEPC: dietil-pirokarbonat

DTNB: 5,5-ditio-bis-nitrobenzoesav

EU: enzimegység

G6PD: glitk6z-6-foszfat dehidrogenaz

GPx: glutation peroxidéz

GR: glutation reduktaz

GRE: glucocorticoid responsive element

GSH: redukalt glutation

GSS: glutation szintetaz

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation-S-transzferaz

v-GCS: y-glutamil-cisztein szintetaz

HSP: hésokk fehérje

LP: lipidperoxidacio

MDA: malondialdehid

MRE: metal responsive element

MT: metallothionein

MTF-1: metal-responsive transcription factor

MTL: metal transcription inhibitor

NES: magi export szignal

NLS: magi lokalizécios szignél

OD: optikai denzitas

PIGF: placenta novekedési faktor

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygene species)
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction
Sec: szelenocisztein

SOD: szuperoxid dizmutdz

SP-1: signal protein-1

STAT: signal transducers and activators of transcription protein
SUMO: sumoilacios hely

WHO: Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization)
ZnTl: Zinc-transporter protein-1
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2. BEVEZETES és CELKITUZES

Kornyezetiink és ezen beliil folyo- és allovizeink szennyezése még napjainkban
is komoly kérdéseket vet fel. A vizi €él6lények koziil a halak szdmara fokozott veszelyt
jelent, hogy nem csak a téaplalékkal egyiitt halmozhatjak fel testiikben az idegen
anyagokat, de kopoltyujukkal és boriikkel allandd, szoros kozelségben vannak a vizzel,
¢s a vizben oldott anyagokkal. A kiils6 hdmérséklet hirtelen valtozasa, az ultraibolya
sugarzas, a viz mindsége €s a tapanyaghoz vald hozzaférés okozta stresszhatdsok
mellett a halak szdmara tovabbi kihivast jelentenek az emberi tevékenységekbdl
szarmazo szennyezOdések, mint példaul a hulladék, az olajszennyezés, a kemikalidk
vagy a nehézfémek fokozott megjelenése vizeinkben.

A nehézfémek szamos ¢lettani folyamatot befolyasolhatnak negativ iranyban.
Tobbek kozott az €16 szervezetbe jutva ionos kdlcsonhatasba léphetnek a fehérjékkel,
komplexet képezhetnek azok tiol- vagy amino-csoportjaival, amelyek ezaltal
aspecifikusan gatlodnak. Emellett a nehézfémek reaktiv oxigén szabadgydkok (ROS) és
peroxidok fokozott keletkezését katalizalhatjak, megvaltoztathatjdk a sejtekben a
redukalt/oxidalt glutationok aranyat (GSH/GSSG).

A kornyezet stresszhatasaira adott gyors valaszadas képessége altalanos
tulajdonsaga az ¢l6lényeknek. Ennek soran szamos védd és szabalyzo fehérje
expresszidja €és/vagy enzimaktivitasa valtozik a szervezetben egy komplex véddrendszer
keretein beliil, amely nagyfokt homologiat mutat a kiilonb6z6 fajok kozott. Nehézfém
terhelés esetén a fehérjék védelme érdekében a szervezetbe jutd fémionok egyrészét
szabad -SH csoporttal rendelkez6 molekuldk, metallothioneinek (MT) és redukalt
glutationok (GSH) kotik meg (Wimmer és mtsi., 2005). A valaszreakciok sordn, tobbek
kozott indukaldédnak a GSH homeosztazisdban szerepet jatszo enzimek; a glutation
szintetaz (GSS), a glutation peroxiddzok (GPx), a glutation reduktdz (GR), és a
glutation-S-transzferdz (GST). Illetve a felhalmozddd reaktiv oxigén szabadgyokoket
eliminalé enzimek; mint pl. a szuperoxid-dizmutaz (SOD), €s a kataldz (CAT) (Hart €s
mtsi., 2001).

Kutatocsoportunk szamos, a stresszvalaszadasban szerepet jatszé fehérjét illetve
az Oket kodolo géneket azonositott és karakterizalt pontyban, ebben a gazdasagilag is

nagy jelent6ségli halfajban.
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A dolgozatomban szerepld kisérletek egyrészében a sejtek  Zn®"
homeosztazisdnak szabalyzasaban kulcsszerepet jatszd metal-responsive transcription
factor-1 (mtf-1), masik részében az oxidativ stresszvalaszadasban nagy jelentdségli gpx
géncsalad tagjainak azonositasat €s expressziojanak vizsgalatat thztik ki célul,
kiilonb6zo stresszhatasokat kdvetden pontyban. A tervezett kisérletek rovid attekintését
az 1. tablazat mutatja.

A munkacsoportunkban végzett korabbi kisérletek nyoman tobbek kozott
ismertté¢ valt a ponty metallothioneineket és hdsokk fehérjéket kodoldo gének (Asp)
expresszidja majban, a méregtelenités egyik f6 szervében, illetve az agyban, melyre
magas oxigén tartalma miatt fokozott veszélyt jelentenek az oxidativ stresszhatasok. Az
mtf-1 és a gpx gének expressziojat ebben a két szervben terveztiik vizsgalni, €s emellett
szerettiik volna kiilon kovetni két kiilonb6z0 agyrégioban; a szagldlebenyben, €s a
kisagyban végbemend valtozasokat. A fémek koziil két erésen toxikus nehézfém, a Cd**
és az As’"; a fizikai stresszhatasok koziil pedig a hirtelen hémérséklet-valtozas

hatasanak vizsgalatat terveztiik kisérleteink soran.

A kadmium arzén hidegsokk
maj | agy | szaglolebeny | kisagy maj agy | maj | szagldlebeny | kisagy
mtf-1
B kadmium hidegsokk
maj szaglo6lebeny maj szaglolebeny
gpx

1. tablazat: Az mtf-1 (A) és a gpx (B) gének expresszidjanak vizsgalatahoz tervezett
kisérletek rovid attekintése.

A fels6 sorokban a tervezett kisérletek, a masodik sorokban a vizsgalni kivant szovet
tipusok felsorolasa lathato.
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A génexpresszios valtozasok kovetéséhez az RT-PCR modszerét kivantuk
alkalmazni, génspecifikus primerek felhaszndldsdval. Azonban mind az mitf-1 gént,
mind a gpx géneket eddig csak néhany halfajbol azonositottdk, pontybol nem alt
rendelkezésiinkre szekvencia informacio, igy elsd feladatunk a vizsgalni kivant gének
izolalasa volt pontybol.

Kisérleteink harmadik részében Cd*"-kezelést kovetSen kivantuk vizsgalni a
sejtek karosodasat jelz0 paramétereket, mint példaul a lipidperoxidaciot, a redukalt és
oxidalt GSH mennyiségének, illetve az egy- €s kétszala DNS-ek aranyanak valtozasat,

valamint a GPx és a GR enzimek aktivitasainak valtozasait.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A ponty

A ponty (Cyprinus carpio L.) a Cyprinidae csaladba tartoz6 Eurédzsidban
dshonos, melegviz kedveld halfaj. Mindenevd, elsGsorban az aljzatrol taplalkozik.
Magyarorszagon és Eurdpaban az elsOdleges haszonhalak kozé tartozik, az étkezési
haltermelés legjelentdsebb faja. Természetes vizeinkben is dominans, nemes hal.

A sugaras uszo0ju halak osztalydban a 25-100 millio évvel ezelott lezajlott teljes
genomduplikaciot kovetden, kb. 10-16 millio évvel ezelott bizonyos fajoknal, mint a
ponty €s az aranyhal is, egy Gjabb részleges genom duplikdcio zajlott le (Chrisman és
mtsi., 1990; Larhammar és Risinger, 1994; David és mtsi., 2003; Zhang és mtsi., 2008).
A Cyprinidae csaladra altaldban a 2n = 46-52 diploid kromoszéma szam a jellemzd,
azonban triploidok és tetraploidok kialakuldsa is megfigyelhetd kozottiik. A hazai ponty
egy természetes tetraploid faj; diploid kromoszémaszdma 2n = 102+2 (Chrisman ¢€s

mtsi., 1990).

3.2. A nehézfémek szerepe

A nehézfémek kozott vannak a szervezet szamdra esszencialis (mint példaul a
vas, a cink vagy a réz) és toxikus nehézfémek (mint példaul a kadmium, a higany, az
6lom vagy az arzén) is. Az utobbiak mar kis mennyiségben is jelentds sejt- és
szovetkarosodast okozhatnak, de akkor is mérgezéssel kell szamolnunk, ha az
esszencialis fémekbdl tul nagy mennyiség keriill a szervezetbe. Napjainkban a
kornyezetszennyezés novekedése miatt egyre tobb nehézfém jut a levegdbe, a vizekbe
¢s a talajba is. A szervezetbe bejutott toxikus nehézfémek felezési ideje ¢€s iiriilése
rendkiviil lassi folyamat; felhalmozddnak egyes szervekben, mint a majban, vesében,
agyban, valamint a hajban, a borben és a csontokban is.

Részletesebben szolnék a cinkrdl, mely a dolgozatomban szereplé MTF-1
transzkripcios faktor szerkezetének kialakitasaban nélkiilozhetetlen szerepet jatszo
esszencialis fém; illetve a kisérleteink soran hasznalt két toxikus nehézfémrol, a

kadmiumrol és az arzénro6l.
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3.2.1. A cink

A cink (Zn*") az egyik alapveté nyomelem, amely valamennyi é16 szervezetben
megtalalhat. Az emberben 2-4 g Zn®" raktarozodik, elsésorban az izmokban és a
csontokban. Jelenleg tobb mint 400 Zn*'-tartalmi fehérje ismert. A Zn®" egyrészt a
fehérjék nativ szerkezetének kialakitdsdban, masrészt enzimek esetében az aktiv
centrum milkddésében vehet részt. Fontos szerepe van a sejtosztddasban, a
sejtmegtjulasban, a Zn*'-tartalmii transzkripcids faktorok révén a génexpresszid
szabalyozasaban, ¢és a sejtmembran stabilizalodasaban. Hatékony a szabadgyokok
semlegesitésében, erdsiti az immunrendszert, nélkiilozhetetlen a normalis
cukoranyagcseréhez ¢és befolyasolja a sebgyogyuldast (Andrews, 2001). A
metallothioneinek, mivel —SH csoportjaik révén nagymennyiségli fémion gyors
megkotésére, tarolasara, szallitdsara és sziikség esetén leadasara képesek, kozponti
szerepet jatszanak a Zn’" homeosztazisaban, nemcsak normal kériilmények kozott, de
Zn* -hidny és Zn*-terhelés esetén is (Andrews, 1990). Az MTF-1 faktor
kozremitkodésével a Zn®" jelentdsen befolyasolja az MT-ek expressziojat is (Andrews,

2001).

3.2.2. A kadmium

A legnagyobb veszélyt jelenté nehézfémek egyike a kadmium (Cd*"), mely a
WHO (World Health Organization, 1992) és az IARC (International Agency for
Research on Cancer) besorolasa szerint az elsé nyolc karcinogén agens kozé tartozik.
Szerepet jatszhat a tiidS-, a here-, és a prosztatarak kialakulasaban. A Cd**-ot sok helyen
alkalmazzak az iparban; nikkel-kadmium akkumuldtorok gyartasanal, festék-, és
milanyag gyartds sordn, illetve a kohdszatban. A dohdny termesztése sordn a
szennyezett talajbol bekeriil a novénybe, igy jelentés mennyiségben fordul eld a
cigarettafiistben is. Egyes felmérések szerint a Fold Osszlakossdgdnak 7 %-anal
mutathat6 ki a szervezetben felhalmoz6dd Cd*'-ra visszavezethet vesekarosodas (Jarup
¢s mtsi., 1998).

A Cd*" akut hatasai a majat és a vazizmokat kérositjak. A kronikus expozicié a

légutak ¢és a vesék karosodasa mellett gatolhatja az immunrendszer mikdodését, €s

10
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karosithatja a csontozatot (Jarup és mtsi., 1998; Jarup, 2003). Rendkiviil hosszu, 15-20
¢ves felezési iddvel rendelkezik. Gyengén genotoxikus ¢€s apoptoétikus hatésu.
Sejtszinten a proliferizdcio ¢és a sejt differencidcid zavarat okozza; befolydsolja a
génexpressziot €s a szigndl transzdukciot, fokozza az oxidativ stressz mértékét. Bar nem
vesz részt a Fenton-tipust reakciokban €s nem kot kozvetleniil a DNS-hez (Waalkes ¢€s
Poirier, 1984), de csokkenti az antioxidans enzimek aktivitdsat (Waisberg €s mitsi.,
2003), indirekt hatasként fokozza a ROS (H,O,, O,°, ‘OH) képzOodését, a
lipidperoxidéciot és a DNS-karosodast (Waisberg €s mtsi., 2003), ugyanakkor gatolja a
DNS-t javité enzimek miikodését (McMurray €s Tainer, 2003).

3.2.3. Az arzén

Az arzén (As) eléforduldsa a kornyezetben elsdsorban a geologiai adottsagok
fiiggvénye. Egyes helyeken, mint Kina, Tajvan, Chile, Argentina, Békés megye,
veszélyes mennyiségben fordul eld az ivovizben és a vizi ¢l6lényekben inorganikus
illetve szerves vegyliletek formdjaban (WHO, 2001). A levegdben kiilondsen a varosok
¢s az ipari terliletek kozelében halmozdodik fel, bar belélegzés utjan adszorpcidja
kismértékli. Nagymennyiségben a bélrendszerbdl szivodik fel, majd a vérben
hemoglobinhoz kotddve szallitodik. Felhalmozoddsa a hajban és a kormokben
mutathato ki legkonnyebben. Akut terhel€s esetén gasztrointesztinalis tiineteket okoz, a
hosszl idejli expozicid ér- és idegrendszeri zavarokhoz, végsd soron halalhoz vezethet.
Emellett karcinogén tulajdonsagokkal is rendelkezik, noveli a tiid6-, a vese-, €és a
borrak, illetve mas borbetegségek kialakulasanak kockazatat.

A szervezetben egy oxidacios-redukcios 1épés soran arzenatbol (As’) redukalt
GSH felhasznalasaval egy toxikusabb formavé, arzenitté (As’") alakul 4t (Eller-Jessen
¢és Crivello, 1998). Ismereteink szerint a MT-ek és a redukalt GSH szabad —SH

csoportja is képes megkdtni az As* -t (Toyama és mtsi., 2002).

11
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3.2.4. Magyarorszagi természetes vizek nehézfém szennyezettsége

Magyarorszag természetes vizkészletének mindsége nagymértékben fligg a
vizgylijté teriileteken elhelyezkedd szomszédos orszagokétdl. A Duna és a Dréava
mentén fekvo orszdgok az elmult évtizedben korszerlsitették iparukat, ezért csokkent
szennyvizkibocsatdsuk. Mdasik nagy folyonk, a Tisza, vizgylijté terliletén taldlhato
orszagokban pedig visszaesett a nehézipari termelés, illetve gazdasdgi okokbol
megszintették a kiilondsen nagy szennyezéssel jard termelést, igy 6sszességében ott is
javult a helyzet. Elmondhatd, hogy a nehézfém (Cu, Zn, Ag, Hg, Pb, Cd)
szennyezettség mértéke a magyarorszagi vizekben a megengedett hatarérték-szint alatt
van, azonban nagyobb kornyezeti katasztrofak esetén az alap koncentraciok sokszorosai
is mérhetdek.

A hazai vizekben gyakran el6forduld szennyezddés az As, melynek forrdsa a
vizado rétegekben keresends. Az ANTSZ adatai szerint a szennyezédés leginkabb a
Dél-Alfoldi régiora jellemzO, egyes helyeken az Eurdpai Unids hatarérték Gtszorose
mutathat6 ki a vezetékes ivovizben. Az As és mas nehézfémek megbizhaté kimutatasa

nagymiiszer igényl, lassu, és kizardlag csak laboratériumban lehetséges.
y )

3.3. Az oxidativ stressz és az antioxidans védelmi rendszer

A reaktiv oxigén szabadgyokok és intermedierek minden €16, aerob szervezetben
megtalalhatok (Halliwell és Gutteridge, 1984). A szabadgyokdk jellemz6 tulajdonsaga,
hogy igen reaktivak, mivel parositatlan elektront tartalmaznak a kiilsd elektronhéjukon.
Szabadgyokok keletkezhetnek a szervezetben normal fiziologias koriilmények kozott,
bizonyos enzimek miikodése soran (Halliwell, 1991), amikor az elektron-
transzportlancbol felszabaduld elektronok a molekularis oxigénnel lépnek
kolcsonhatasba (Fridovich, 1989). Masrészt a szabadgyokdknek nélkiilozhetetlen
szerepe van a szignal transzdukcids jelatviteli utakban, az apoptdzisban és a
korokozokkal szembeni nem specifikus védelemben is (Kowalski és mtsi., 2005).
Azonban ha kiilsé, exogén tényezOk hatasara, mint példadul a nehézfém-terhelés, az
ionizadld-, UV-sugarzas vagy a magas homérséklet, a szabadgyokok szama

felszaporodik, olyan gyokos lancreakciokat indithatnak el a szervezetben, melyek a

12
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lipidek peroxidaciojat (Gutteridge és Halliwell, 1990), a DNS szélak torését (Cooke €s
mtsi., 2003), és/vagy a fehérjék oxidativ modosulasait okozhatjak (Berlett és Stadtman,
1997). A szervezet a megfeleld pro- ¢és antioxidans egyensuly kialakitasara ¢&s
fenntartasara torekszik. Oxidativ stresszhatdsrol akkor beszélhetiink, ha ez az egyensuly

felbomlik.

3.3.1. Legfontosabb szabadgyokok

A szuperoxid-anion (O;7) a leggyakrabban emlegetett ROS. Szamos fiziologias
folyamat soran kialakulhat, mikor a felszabadul6 elektronok molekularis oxigénnel
lépnek kolesonhatasba, példaul az elektron-transzportldnc mitkodése soran, a fagocitdk
aktivalodasakor, de kis mennyiségben az erek endothél rétege is termeli (Halliwell,
1991; Kowalski és mtsi.,, 2005). Kérosithatja a fehérvérsejteket, szamos enzimet
inaktivalhat, lipidperoxidaciot indukéalhat, és DNS lanctoréseket okozhat.
Enzimatikusan a SOD képes atalakitani hidrogén-peroxidda (H,0O,).

Ha a szuperoxid-anion egy masodik elektront is felvesz, peroxid-ion (HOy)
keletkezik beldle, mely fiziologias koriilmények kozott azonnal oxidalodik és H,O;-ot
képez. A H,0O, nem rendelkezik parositatlan elektronnal, de reaktivitdsa a
szabadgyokokéhez hasonlo. Karosithatja a DNS-t, és lipidperoxidaciot idézhet eld. A
sulyos sejt-, €s szovetkarosodasok miatt gyulladdsos folyamatok, sziv- €s €rrendszeri
betegségek kialakulasdhoz vezethet (Stocks €és Dormandy, 1972). Enzimatikusan a CAT
¢és a GPx-ok képesek semlegesiteni.

A hidroxil-gyok (‘OH) a legreaktivabb és legkarosabb oxigén szabadgyok. A
H,0, bomlasa soran keletkezik ionizald sugarzas hatdsara, szerves gyokokkel valo
reagalas, vagy a Fenton-reakcio sordn szabad kétértékii fémionok (Fe, Cu, Co, Ni, V)
jelenlétében. Lipidperoxidaciot, fehérje karosodast, DNS lanctorést €és a bazisok

moddosulasait is okozhatja.
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3.3.2. Az oxidativ stressz altal okozott karosodasok

A lipidek peroxidaciodja fiziologias koriilmények kozott lassu folyamat, mivel az
oxigén alapallapotban gyenge oxidaloszer. Azonban ha valamilyen kiilsé tényez6 (pl.
sugarzas) hatdsara a lipidekbdl hidrogén elvonassal lipid szabadgyok (R’) keletkezik,
konnyen reakcioba lépnek a molekularis oxigénnel. Lancreakciot indukalnak, mivel az
aktiv peroxi-gyok (ROO’) hidrogént von el egy szomszédos zsirsav oldallancrol.
Peroxidéaciora fOként a tobbszordsen telitetlen zsirsavlancok hajlamosak, azonban a
peroxidacié kisebb mértékben karositja a zsirsavak kornyezetében jelenlévd 0Osszes
biomolekulat; a fehérjéket, nukleinsavakat és a szénhidratokat is. A folyamat els6sorban
a membrdnokat ¢érinti, elvesztik fluiditasukat, integritasukat, ¢és megnd a
permeabilitasuk (Gutteridge ¢és Halliwell, 1990). A lancreakcid lezarasa lanctord
antioxidans molekulak (pl. GSH, E-vitamin) segitségével torténhet.

A fehérjék oxidativ karosodéasat gyakran a H,0O, indukélja. Jelenlétében
kialakulhatnak fehérje-fehérje keresztkotések, fragmentalodasok, reaktiv karbonil
szarmazekok, és oxidalodhatnak az aminosav oldallancok is (Berlett és Stadtman,
1997).

Hasonloan a fehérjékhez, a DNS kérosodas egyik jelentds forrasa a fokozott
ROS felhalmozddas. A szabad gyokok hatdsara szamos bazis-modifikacid torténhet,
mint példaul a timin-glikol, vagy a 8-oxoguanin kialakuldsa. Repair rendszerek
hidnyadban a lanc karosodasa fragmentalddashoz, bazisvesztéshez és szaltoréshez; a
DNS mutaciok szamanak novekedéséhez, végiil apoptozishoz vezethet (Cooke és mtsi.,

2003).
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1. abra: A reaktiv oxigén szabadgyokok képzodésének és az antioxidans védelmi
rendszer tagjainak osszefoglalo abraja.

Az abran az oxidativ stressz soran felszabaduld szabadgyokok, a szabadgyokok altal
indukalt lancreakciok ¢€s lehetséges sejtkarosodasok lathatoak. Emellett szerepelnek
még a sejt antioxidans enzimjei, az altaluk katalizalt reakcidok, valamint a fém- és
szabadgyok koté MT-ek (Konturek €s mtsi., 2007. évi cikke nyoman).

3.3.3. Az antioxidans védelmi rendszer

Az oxidativ stressz kivédésére a szervezetben haromszintli antioxidans védelmi
rendszer alakult ki. Az els6 szintet az antioxiddns enzimek (SOD, CAT, GST, GPx) és a
fémkoté fehérjek (MT-ek, ferritin) képviselik (McCord és Fridovich, 1969; Kono ¢és
Fridovich, 1982), amelyek vagy gyok-kioltdo reakciokat katalizdlnak, vagy dnmaguk
képesek a ROS semlegesitésére, igy a lancreakciok iniciaciojadnak, vagyis a tovabbi
szabadgyokok képzddésének megeldzésére.

A masodik védelmi vonalhoz olyan kis molekulastlyt antioxidansok tartoznak,

amelyek anélkiil képesek megszakitani a gyokds lancreakciokat, hogy 6nmaguk reaktiv
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gyokké alakulnanak. Zsiroldékony antioxidansok példaul az A- és E-vitamin, a
karotinoidok, vizoldékonyak a C-vitamin, a hugysav ¢s a GSH (Buettner, 1993).

A harmadik védelmi vonal feladata a mar karosodott makromolekulak
helyredllitdsa vagy eltavolitasa. Kozéjiik tartoznak a Hsp fehérjék, a lipazok, a

proteazok, a DNS-repair enzimek és a GR is.

3.4. Metal-responsive transcription factor

Az MTF-1 egy 80 kDa-os, 6 darab Zn-finger motivumot tartalmazé fehérje,
melyet a MT-ek promoterében tobb kopiaban megtalalhaté metal responsive element
(MRE) szekvencidkhoz ko6tddo fehérjeként azonositottak eldszor (Westin és Schaftner,
1988). Ismereteink szerint az MTF-1 nélkiilozhetetlen pozitiv regulatora a MT gének
alap ¢s fémindukalt expresszidjanak is (Heuchel és mtsi., 1994; Palmiter, 1994; Samson
¢s Gedamu, 1998; Andrews, 2001).

Fiziologids koriilmények kozott az MTF-1 a citoplazmaban talalhatd, Zn-szenzor
fehérje. Stresszhatasra (nehézfém-kezelés, hOmérsékleti stressz, oxidativ agensek, vagy
alacsony extracellularis pH) a sejtmagba transzlokalodik, ahol az MRE szekvencidkhoz
kapcsolodva mai ismereteink szerint 28, a stresszvalaszadasban szerepet jatszo gén
transzkripciojat fokozhatja (Andrews, 2001; Chung és mtsi., 2005). Legismertebb target
génjei koz¢ tartoznak specialis fémexport pumpdk génjei, mint a Zn-transzporter-1
(ZnT1) (Langmade és mtsi., 2000) és nagy affinitassal rendelkezd fémkotd fehérjék
génjei, mint a MT-ek. Az embriogenezisben jelentds a-fetoprotein (Mizjewski és mtsi.,
1997), a placenta-ndovekedési faktor (PIGF) (Green és mtsi., 2001); valamint a GSH
szintézis elsd 1épéseéért felelds y-glutamil-cisztein szintetaz is (y-GCS) (Gilines és mitsi.,
1998) (2. abra). Emellett az MTF-1-nek fontos szerepet tulajdonitanak a tumor
angiogenezisben, a drogrezisztencidban (Radtke és mtsi., 1993; Heuchel és mtsi., 1994);
¢s a vérnyomas szabalyozasaban is (Lichtlen és Schaftner, 2001). Az m¢f-1 null-mutans
egér embriok 14 naposan elpusztulnak majkarosodas kovetkeztében; elsdsorban a y-

GCS szintézis hidnya miatt (Lichtlen és Schaffner, 2001).
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2. abra: Az MTF-1 fehérje hat legismertebb target génje és azok szervezetben
betoltott szerepe (Lichtlen és Schaftner, 2001. évi cikke nyoman)

3.4.1. Az MTF-1 fehérjék szerkezete

Az MTF-1 fehérje szerkezete evolucidsan konzervalt, két jol elkiilonithetd
részbdl all. A fehérje N-terminélisa a DNS-k6t6 domén, amely 6 darab Cys;-His; tipusu
Zn-finger motivumot tartalmaz. A hat kiilonb6zd Zn-finger koziil négy (F1-F4)
specifikusan, nagy affinitassal kapcsolodik az MRE régid core szekvenciajahoz, a
masik két Zn-finger (F5, F6) pedig az MRE régio GC-gazdag szekvencidjahoz kotddik
(Chen és mtsi., 1999; Koizumi és mtsi., 1999) (3. abra).

A fehérje C-terminalis részén talalhatd a transzaktivacids domén, ami harom
szubdomént tartalmaz; a savas aminosavakban gazdag, a prolin-gazdag, és a
szerin/treonin-gazdag régiot. Ezek funkcidja kevésbé ismert, de az MTF-1 és a
transzkripciondlis apparatus kozotti kolesonhatasokban lehet szerepiik (Radtke és mtsi.,
1995). A transzaktivacidos doménjei nélkiil az MTF-1 fehérje bar képes transzlokalodni
a sejtmagba és rendelkezik DNS-kotd kapacitassal, de nem képes aktivalni a target
génjei expresszidjat.

Tovabbi jellemzd motivumok is azonosithatok az MTF-1 fehérjéken; tartalmaz
egy magi lokalizacios szignalt (NLS); és egy rovid, leucin-gazdag szekvenciat, a magi
export szignalt (NES) (Saydam és mtsi., 2001). Tovabba a C-terminalis részén egy
sumolizacios-hely (putative sumoylation motif) taldlhato, és egy ujabb, ciszteinben

gazdag szabalyzo hely (Cys-cluster) (3. dbra). In vivo kisérletek alapjan ez utdbbi
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kozrejatszhat a transzkripcio aktivacioban nehézfém-terhelés esetén (Saydam és mitsi.,

2001; Chen és mtsi., 2004).

DNS-ko6to
Zn-finger domének Transzaktivaciés domének
A N
N s N 7 N c

savas prolin-gazdag szerin/treonin-gazdag

| LT ITTTTF T | | ]
v \ /N

NLS NES SUMO Cys-gazdag régioé

3. abra: Az MTF-1 fehérjék sematikus szerkezete.

A sematikus abran szines téglalapok jelolik a DNS-kotésben és a target gének
transzaktivacidjaban szerepet jatszo DNS-kotd (sarga) és transzaktivacids domének
(vilagoskék) helyét a zebradanid mitf-1 szekvencidja alapjan bejelolve. Fekete illetve
szirke téglalapok mutatjak az mtf-1-re jellemzd motivumok (NLS, NES, sumolizicios
hely, Cys-gazdag régio) helyét (Balamurugan és mtsi., 2004. évi cikke nyoman).

3.4.2. Az MTF-1 fehérjék szerepe

Az MTE-1 fehérjék kdzponti szerepet jatszanak a sejtek Zn>-homeosztazisanak
fenntartasaban. Fiziologias koriilmények kozott, amikor a sejt szabad Zn*'-tartalma
alacsony, az apo-MTF-1 fehérjék 90%-a nem kot Zn*'-t, a citoplazmaban lokalizalodik,
és egy Zn” -érzékeny inhibitor (Metal transcription inhibitor, MTI) kapcsolodik hozza
(Saydam ¢és mtsi., 2001). Oxidativ stressz vagy nehézfémterhelés esetén a MT-ek altal
alapallapotban kotott Zn®* felszabadul, a sejt szabad Zn*'-tartalma megné, az MTF-1
Zn-finger doménjei telitddnek. Ezaltal kialakul az MTF-1 fehérje aktiv térszerkezete,
foszforilaloédik, majd a sejtmagba transzlokalodik, ahol a target génjei promoéterében
talalhat6 MRE szekvencidkhoz kotédve indukalja azok expressziojat (Smirnova €s

mtsi., 2000; Saydam és mtsi.,, 2001) (4. abra). Az Gjonnan szintetizalodd fém-export
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pumpék és MT-ek célja helyreallitani a sejt Zn*'-homeosztazisat (Giedroc és misi.,

2001).

3.4.3. Az mtf-1 gén szerkezete és expresszidja

Bar pontybol eddig nem volt ismert az mitf~/ gén, de magasabbrendl
gerincesekbdl és néhany halfajbol mar azonositottdk a fehérjét kodold gén teljes
szekvenciajat; halak koziil els6ként japan gdmbhalbol (Takifugu rubripes, Auf der Maur
¢s mtsi., 1999), majd szivarvanyos pisztrangbol (Oncorhynchus mykiss, Dalton és mtsi.,
2000) ¢és zebradaniobol (Danio rerio, Chen és mtsi., 2002).

Az mtf-1 genomialis DNS szekvenciat egyetlen hal esetében (japan gombhal)
azonositottdk eddig (Auf der Maur és mtsi., 1999). A kodold régio 11 exonon
fémindukci6 kozvetitéséért felelos MRE kotéhely (Auf der Maur és mtsi., 1999; 2000).

Kisérleteink kezdetén az mtf-1 gén expressziojardl csak kevés informacio allt a
rendelkezésiinkre. Kiilonbozd egér szovetekben ¢€s sejtvonalakban Northern
hibridizacidoval nem tudtak kiilonbséget kimutatni a mRNS mennyiségekben (Auf der
Maur ¢és mtsi., 2000). In vitro vizsgéalatok szerint az mtf-1 expresszidjat sem a nehézfém
(Zn*", Cd*), sem H,Or-kezelés nem befolyasolja szignifikansan (Otsuka és mtsi.,
2000). Illetve RT-PCR vizsgalatok soran zebradani6 embriok kiilonb6zd fejlodési
stadiumaiban sem taldltak szignifikdns expresszios kiilonbségeket a kiilonb6zo

szovetekben (Chen és mtsi., 2002).
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4. dbra: A MT és az MTF-1 fehérjék szerepe a sejtek Zn**-haztartasaban.

A MT-ek promoterrégidjanak fobb elemei, a glucocorticoid responsive element (GRE),
a metal responsive element (MRE) ¢€s az antioxidant responsive element (ARE). A
szintetizaloddo MT fehérjék Zn’'-et kétnek, ezt azonban konnyen atadjak mas Zn*'-
tartalmt fehérjéknek, illetve leadjak oxidativ stresszhelyzetben, vagy Cd*'-terhelés
esetén. A sejt szabad Zn’ -tartalma befolyasolja az MTF-1 fehérjék DNS-k6ts
aktivitdsat. Az MTF-1 fehérje a MT-ek expresszidjanak legfontosabb szabalyzo6 faktora
fiziologids €s stressz-indukalt koriilmények kozott is (Davis €s Cousins, 2000. évi cikke
nyoman).
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3.5. A glutation peroxidazok

3.5.1. A glutation

Cd*"-terhelés esetén az MTF-1/MT ttvonal mellett a szervezet masik nagy
védekezd rendszerének tagjai a GSH ¢€s a hozza kapcsolodo enzimek (Wimmer €s mtsi.,
2005). A GSH az egyik legfontosabb, minddssze harom aminosavbol (y-Glu-Cys-Gly)
allo, vizoldékony antioxiddns molekula. Redukalt formdja (GSH) egy szabad -SH
csoporttal rendelkezik, mely nehézfém terhelés esetén fémionokat kot, oxidativ stressz
esetén konnyebben oxidalodik, mint a sejt fehérjéi, igy a stresszhatdsok elleni védekezo
reakciok egyik fontos komponense. Maga is gyokfogé tulajdonsagn, de emellett részt
vesz az aszkorbinsav és rajta keresztlil az E-vitamin regeneralasaban, a GPx-ok
koszubsztratjaként a H,O, ¢és a lipid-peroxidok redukalasdban, illetve a GST

koszubsztratjaként a xenobiotikumok semlegesitésében.

glutamat
- glicin

] LGS
glutamat-ciszteinil-szinteta

) . GSS
glutation szintetaz Y
redukalt glutation
NADP<-. ¥ GSH—~ ~—H0,
\/ \/

glutation reduktaz (,R GPx glutation peroxidazok

cisztein

\
NADPH"/ \cssc‘/ SRIHO

oxidalt glutation

5. abra: A sejtek glutation homeosztazisaban részvevé enzimek és feladataik.

A GSH szintézisének elsd 1épése a Glu és a Cys kozti kotés kialakitdsa, amit a y-GCS
enzim veégez. A masodik 1épés a Gly hozzaépitése a dipeptidhez, a GSS enzim altal. A
GPx-ok a GSH-t koszubsztratként hasznaljak a H,O,, és egyes szerves peroxid
szarmazékok redukalasahoz, ami soran GSSG keletkezik. A GSSG redukalasat a GR
végzi, NADPH felhasznalasaval.

A GSH szintézise két 1épésben, két ATP felhasznalasaval, a y-GCS és a GSS
enzim segitségével torténik (5. abra). A y-GCS transzkripcidjat a MT-hez hasonldan,
elsdsorban az MTF-1 faktor szabalyozza (Giines és mtsi., 1998) (2. dbra). Az oxidalt
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GSSG felhalmozoddasa citotoxikus, redukalédsat, és igy 0jboli felhasznalhatdsagat a GR,
egy NADPH fliggd enzim biztositja (5. abra). A szervezet redox rendszerének
épségéhez, mind a GSS, mind a GR enzimekre sziikség van, hianyuk sulyos korképhez

vezet.

3.5.2. A glutation peroxidaz csalad

A GPx enzimek az antioxiddns védelmi rendszer nélkiilozhetetlen elemei. A
csalad egyes tagjai a membranok védelmét biztositjak, mdsok a citoszol és a
sejtorganellumok oxidativ karosodésa ellen hatnak. Jelentds szerepet téltenek be a ROS
karos hatasaival szembeni védekezésben, képesek a SOD miikodése soran keletkezd
H,0,-t vizz¢ alakitani, GSH oxidacioja mellett (Imai és Nakagawa, 2003) (1. és 5.
abra). A GPx enzimek egyarant megtalalhatok a sejtmagban, a mitokondriumokban és a
citoszolban is, ezzel szemben a hasonld funkciot betdltd6 CAT elsésorban a
peroxiszomakban fordul el (Floh¢é és mtsi., 1989).

Emlésokben eddig nyolc kiilonféle, a GPx csalddba tartozo fehérjét
azonositottak; elnevezésiik az ket kodold gének azonositasanak sorrendjében tortént. A
csalad elsd tagjat a klasszikus vagy cellularis GPx1-t, vorosvértestbdl azonositottak
(cGPx; Mills és mtsi., 1957). A gasztrointestinalis GPx2-nek (GSHPx-GI; Chu és mtsi.,
1993) specifikus aktivitdsa van a taplalékkal felvett szerves hidroperoxidokkal szemben.
Az extracellularis GPx3 (pGPx; Takahashi €s mtsi., 1990) egy glikoprotein, legnagyobb
mértékben a vesében szintetizalodik, de szerepét a vérben keringve tolti be. A
foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidaz, GPx4 (PhGPx; Ursini és mtsi., 1982) a
csalad egyetlen olyan tagja, mely kozvetleniil képes a membranokhoz kapcsolddni, €s
koszubsztratként redukalt tiolokat is felhasznal a GSH mellett. A mellékhere-specifikus
GPx5 (eGPx; Ghyselinck és mtsi., 1989) a csalad elsOként felfedezett olyan tagja,
melyben cisztein taldlhatd a szelenocisztein helyén. Az olfactory-specifikus GPx6
(OMP; Dear ¢s mtsi., 1991), a szaglolebeny epitéliumédban expresszalodik, és
érdekessége, hogy mig emberben szelenocisztein, ragesalokban cisztein talalhato az
aktiv centrumdban. Aktiv centrumédban szintén cisztein tartalmi a GPx7 (Utomo és
mtsi., 2004), melyet emlds mellrdk sejtekbdl izolaltak, és szubsztratjai a GPx4-hez

hasonléan foszfolipid hidroperoxidok, valamint a legujabban felfedezett GPx8 (Toppo
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¢s mtsi., 2008), amely bar a szerkezete alapjan a GPx-ok csaladjaba tartozik, de GSH
helyett thioredoxint hasznal elektron donorként.

Kutatasaink kezdetén pontyban egyetlen gpx gén sem volt ismert. Egyéb
halfajokban azonban mar azonositottak a csalad né¢hany tagjat: gpx/, gpx4 szekvencidk

tobb, gpx3 és gpx7 szekvencidk 1-1 halfajbol voltak ismertek.

GPx3

tetramer
GPx5

GPx6
GPx1
GPx2

cC C Cc cCc O cC
(@]

GPx4

GPx8 C
monomer

GPx7 C

6. abra: A glutation peroxidaz csalad filogenetikai torzsfajanak sematikus rajza.
Az utolso oszlopban jelolve, hogy az enzim aktiv centrumaban szelenocisztein (U) vagy
cisztein (C) talalhato (Toppo €s mtsi., 2008. évi cikke nyoman).

3.5.3. GPx1

A GPx1 felfedezése Mills (1957) nevehez fizédik, aki vordsvértestek oxidativ
hemolizisének vizsgalata sordn irta le ezt az enzimet. Az aktiv enzim négy alegységbdl
all, és minden alegység aktiv centrumaban egy szelenocisztein (Sec) aminosav talalhato
(Maiorino ¢€s mtsi., 1998). Széles szubsztrat-specifitassal rendelkezik; a SOD enzimek
miitkodése soran keletkezd6 H,O, mellett egyes szerves hidroperoxidokat is képes
alkoholla redukalni, kizar6lag redukalt GSH-t hasznalva koszubsztratként.

A GPx1 fehérje bizonyos régidinak szerkezete rendkiviil konzervalt. Ilyen az
enzim aktivitasaban kozponti szerepet betolté katalitikus tetrad: *Sec, *’Glu, '*Trp, és
6Asn és a tetramerizacioért felelés 136-152-es aminosavak kozotti régio. A Sec a
fehérjeszintézis soran épiill be, amit a mRNS 3’ nemkddold régidjaban kialakuld

masodlagos struktura, egy stem-loop tesz lehetévé (Imai €s mtsi., 1995).
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3.5.3.1. A gpxI gén szerkezete és expresszidja

Emlésokben a gpx/ gén egy kopidban talalhaté meg (Ho és Howard, 1992).
Promoéter régidjaban azonositottak egy TATA-boxot, egy CAAT-boxot, két signal
protein-1 (SP-1) kotohelyet €s patkany esetében egy AP-2 kotéhelyet is. A gpxl gén
kifejez6désében jelentds kiilonbségek mérhetdk az egyes szervek és szovetek kozott,
amit a szervezet valtozdé hormonszintje €s az életkor mellett a legnagyobb mértékben a
taplalék szelén tartalma befolyasol.

A szelénrdl csak 1957-ben bizonyosodott be, hogy esszencialis, nem-fémes
eleme a szervezetnek (Stapleton, 2000). A természetben négytéle oxidacids allapotban
fordul elé, a novények a talajbol felvéve szelendt formajaban ¢épitik be az
aminosavaikba. A 21. aminosav, a Sec, a ciszteinre jellemz6 -SH csoport helyett szelént
tartalmaz. A fehérjékbe a transzlacido soran épiil be, megfeleld koriilmények kozott.
Szamos fehérje aktiv centrumaban megtaldlhato: GPx-ok, szelenoprotein P és W,
thioredoxin reduktaz, szelenofoszfat szintetdz (Rotruck ¢és mtsi., 1973; Gu és mtsi.,
2000; Mostert és mtsi., 2000). Szelénhiannyal 6sszefliggésbe hozhatd betegségek: egyes
sziv €s érrendszeri problémak, a Down-szindroma, Alzheimer-kor, és az AIDS (Virtamo
¢s mtsi., 1985; Vinceti és mtsi., 2000).

A gpxl gén(ek) teljes kodold szekvencidjat publikaltak zebradaniobdl (Danio
rerio, Thisse és mtsi., 2003) és fehér busabol (Hypophthalmichthys molitrix, Li és mtsi.,
2007), emellett a GenBank-ban megtaldlhato tonhalbol (Thunnus maccoyii); €s amurbol
(Ctenopharyngodon idella). Ismert még a kodolo szekvencia 3’ régidja (376 nukleotid)
aranyhalbol (Carassius auratus, Choi és mtsi., 2007).

A gpxl gén expresszidjara vonatkoz6 informaciok azonban csak néhany fajbol
alltak rendelkezésiinkre; kezeletlen fehér busa szdveteit vizsgalva, majban mérték a
legmagasabb gpx/ mRNS szintet, de a zsirszOvetben, az izomban €s az agyban is
detektalhatdé mennyiségben volt jelen (Li és mtsi, 2007). Az aranyhalban, viszont
normal allapotban csak a majban és vesében mérhetd a gpx/ mRNS mennyisége,
agyban ¢€s a bélszovetben nem. A zebradanid esetében kétféle gpx/ mRNS-t izolaltak
embrionalis szovetekbdl (gpxla €s gpx1b), expresszidos mintazatuk azonban nem ismert

(Thisse és mtsi., 2003).
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3.5.4. GPx4

A GPx4-et eloszor 1982-ben azonositottdk Ursini €s munkatarsai (1982), mint
egy peroxidaciot gatlo fehérjét. Eltéréen a klasszikus GPx-oktol, amelyek tetramerek
(GPx1, 2, 3, 5, 6), a GPx4 egy monomer felépitésii enzim (Ursini €s mtsi., 1985), ami
nemcsak a H,O,-ot képes semlegesiteni, hanem egyes lipid-hidroperoxidokat is, mint
példaul a koleszterint €s a koleszterol-észtereket. Ezen kiviil a GPx4 az egyetlen olyan
GPx, amely kozvetleniil képes kapcsolodni a membranhoz, és csokkenteni a redukalt
foszfolipid hidroperoxidok szamat (Maiorino és mtsi., 1991). Ehhez koszubsztratként
nem csak GSH-t, hanem egyéb tiolokat is képes felhaszndlni. A GPx4 fehérje
elsddleges szerepet jatszik a spermiumok érésében €s a sejtek oxidativ stressz elleni
védelmében, a gpx4 nullmutins egérembridk az embrionalis fejlédés 7,5. napjan
elpusztulnak (Yant és mtsi., 2003).

A GPx4 enzimek hasonlosaga a tobbi GPx-hoz nagyon kicsi, emldsdknél
minddssze 30-40% aminosav szinten (Imai és mtsi.,, 1995), és elsGsorban az aktiv
centrum kialakitdsdban résztvevd aminosavakra: a katalitikus tetradra és a kornyezo
aminosavakra korlatozddik (Schuckelt és mtsi.,, 1991; Tosatto és mtsi., 2008). Mivel
monomer, a GPx4-bdl hidnyoznak a tetramerizacioért felelés aminosavak (136-152-es

aminosavak k&zotti régio).

3.5.4.1. A gpx4 gén szerkezete és expresszidja

Magasabb rendli gerincesekben a gpx4 gén egyetlen kopiaban talalhatdé meg a
genomban (Kelner és Montoya, 1998). A fehérjét kodolod szekvencia ragesalokban hét
exonbol épiil fel (Arai és mtsi., 1996). A vizsgalatok szerint patkdnyban az egyetlen
gpx4 gén tobb transzlacios start hellyel rendelkezik (Pushpa-Rekha és mtsi., 1995),
melyek differencidlt hasznédlata sordn harom kiilonb6z6 méretli fehérjetermék
keletkezik. Els6dlegesen a tesztiszben fordul el az a 197 aminosavbol allo 23 kDa-os
forma (L-PhGPx; mGPx4), amely az N-termindlis részén tartalmaz egy mitokondrialis
targeting szignalt (Arai és mtsi., 1996; 1999). Szomatikus sejtekben szinte kizardlag a
170 aminosavbol allo 20 kDa-os fehérje szintetizalodik (S-PhGPx; cGPx4), mely
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citoszolikus vagy membranhoz kotott formaban talalhatdé meg (Pushpa-Rekha és mtsi.,
1995). Patkény spermium sejtek sejtmagjabol izoldltak egy harmadik, 34 kDa-os GPx4
enzimet is (SnGPx), ami egy alternativ els6 exont tartalmaz6 mRNS-r6l szintetizalodhat
szovetfliggden, €s a spermiumok érésében jatszik szerepet (Pfeifer és mitsi., 2001;
Maiorino és mtsi., 2003).

A gpx4 gén promoter régiojaban, nem talalhatok sem a TATA-, sem a CAAT-
boxhoz hasonld szekvencidk. Az ismert fehérjekotd régiok koziil az Spl és a nuclear
factor-Y (NF-Y) szekvenciakat azonositottak rajta (Stoytcheva és Berry, 2009).

A gpx4 mRNS szoveti eloszlasat illetve az enzim aktivitasat eddig kizarolag
emlésokben vizsgaltak. Patkanyokban a gpx4 gén expresszidja jol detektalhatd a
vizsgalt szovetekben; vesében, szivben, izomban, méjban, agyban, tiidoben, Iépben ¢€s a
tesztiszben (Imai és mtsi., 1995). A legnagyobb gpx4 mRNS szinteket tesztiszben
meértek. A GPx4 nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a spermiumok érésében, igy a him
patkanyok reproduktiv képességében kialakitasaban (Roveri és mtsi., 1994).

Kisérleteink kezdetén a gpx4 gén(ek) szekvencidja egy halfajbol volt publikalva,
zebradaniobol (Danio rerio, Thisse ¢és mtsi., 2003). Emellett a GenBank-ban
megtalalhatoak a lazac (Salmo salar), a tonhal (Thunnus maccoyii), és az aranyhal
(Carassius auratus) gpx4 szekvenciai. Két halfajban, zebradanidban és aranyhalban, két
GPx4 fehérjét kodoldo gént azonositottak (gpx4a és gpx4b). A GPx4A ¢és GPx4B
fehérjék szekvenciaja 80 %-ban azonos egy fajon beliil, mig a kiilonb6z6 fajok kozott
az ortologok hasonldsaga tobb mint 90 %. Zebradanié embriokban a két gén mar
néhany napos korban szovetspecifikusan expresszalodik (Thisse és mtsi., 2003). Mig a
gpx4a elsésorban a szikzacskdban, a majban €s az Uszoéholyagban mutathatd ki az
embriokban, addig a gpx4b a maj mellett, a szemben ¢és az agy kiilonboz0 teriiletein

expresszalodik.
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4. ANYAGOK és MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok és kezelési koriilmények

Valamennyi, a dolgozatban leirt kisérletet ponttyal végeztiik el. A halakat a
Tiszai Halgazdasag Fehértoi Telepérdl szereztiik be. A halakat a kezelések eldtt 400 l-es
jol levegoztetett kadakban akklimatizaltuk, 2-3 hét iddtartamig 15-16 °C-on. A kadak
vizét hetente cseréltiik. A kezelésekhez a halakat 100 l-es akvariumokba helyeztiik at
(mérettdl fiiggden 2-3 hal/akvarium). A kezelések minden mintavételi pontjaban harom
vagy négy egyedet hasznaltuk fel a mérésekhez. Az izolalt szovetmintdkat azonnal

folyékony nitrogénbe helyeztiik és —80 °C-on taroltuk a felhasznalasig.

4.2. Alkalmazott fém- és hidegkezelések

A kezelésekhez hasznalt fémkoncentraciot f€émionra vonatkoztatva adjuk meg.
Ez mind a Cd*", mind az As’" esetében 10 mg/l végkoncentracidt jelent. A Cd*'-t
Cd(CH3CO0),x2H,0 (Fluka), az As’"-t Na,HAsO,x7H,O (Fluka) formaban
hasznaltuk, a mintavétel 0, 24, 48 és 96 Ora elteltével tortént.

A hirtelen hdmérsékletcsokkenés hatdsanak vizsgalata eldtt a halakat 15 °C-on
akklimatizaltuk. Ezutan 7 °C-os vizhOmérsékletli akvariumba helyeztiik at dket, 1 vagy
5 6ra idOtartamra. A mintavételek kozvetleniil a hidegsokk utan, illetve az azt kdvetd

akklimatizacios homérsékleten vald 1 6ras inkubacid elteltével torténtek.

4.3. RNS preparalas fagyasztott mintakbol

A fagyasztott vese, maj, és izom mintakbol ~100 mg-nyit, a sziv és agy mintakat
teljes egészében (teljes agy vagy izolalt szaglolebeny, kisagy, kozépagyi régido) RNazol
B oldatban (Tel-test, Inc. Texas) homogenizaltuk (2 perc, 1500 fordulat) ¢és a gyart6tol
szarmaz6 instrukciokat kovetve 6ssz-RNS-t preparaltunk. Réviden 6sszefoglalva, a
homogenizatumokat 2-3-szor extrahaltuk kloroformmal és centrifugdltuk (15 perc,
13500 rpm, 2 °C), majd a felsd, vizes fazisbol 0,75 térfogatnyi izopropanollal
precipitaltuk az RNS-t. A csapadékot centrifugédlassal gyljtottikk 6ssze (5 perc, 15000
rpm, 4 °C) és egy €jszakan at 75 %-os etil-alkoholban mostuk, majd DEPC-vel (dietil-
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pirokarbonat, Sigma) kezelt vizben oldottuk fel. Azért, hogy az enzimatikus
reakcidkhoz kelld tisztasagi RNS-t kapjunk, ujra precipitaltuk 1/20 térfogatnyi Na-
acetat ¢s 2,5 térfogatnyi 96 %-os etilalkohol hozzdadasaval. A csapadékot egy €jszakan
at 75 %-os etilalkohollal mostuk, majd felszuszpendaltuk 30-50 ul DEPC-vel kezelt
desztillalt vizben. A tisztitott RNS mintdkat 100 U RNaz mentes DNaz I-el (Roche)
kezeltiik rutinszertien (2 6ra, 37 °C).

Osszefliggést alkalmaztuk. Amennyiben az Ass0/Azso arany nagyobb volt 1.8-nél, akkor

a minta tisztasagat megfelelonek tekintettiik.

4.4. Northern hibridizacio

Northern hibridizacidhoz 20 pg total RNS-t valasztottunk el 1,2 %-o0s denaturaléd
agardz gélen (Sigma), 1 x MOPS pufferben (Sigma). Az elektroforetikus szeparalas
elott az RNS mintakat mintafelvivé pufferben (1 x MOPS, 6 % formaldehid, 50 %
formamid) 55 °C-on 15 percig denaturaltuk. A futtatds szobahOmérsékleten tortént, 5
V/em fesziiltségen. Az elvalasztast kovetden a gélt 10 x SSC oldattal (20 x SSC: 3 M
NaCl, 0,3 M trinatrium citrat, pH 7) kapillaris transzferrel vittilk at nylon membranra
(Amersham), egy ¢éjszakdn keresztiil. A transzfert kdvetdéen a filtert 2 x SSC-vel
oblitettiik, majd az RNS-t UV besugarzassal rogzitettiik a membranhoz (GS-Gene cross-
linker, Bio-Rad).

Hibridizalashoz a DNS probékat (izolalt DNS fragmentek) o->>P-dCTP-vel
radioaktivan jeloltik, random priming technikaval, High Prime DNA Labelling kit-et
(Roche) hasznidlva. A be nem ¢épiilt nukleotidokat Sephadex G-75 oszlop-
kromatografiaval tavolitottuk el.

A filterek elohibridizalasa 4-5 6ra hosszan, a hibridizalasuk 14-16 6ra hosszan
tortént 42 °C-on, 50 % formamid, 5 x Denhardt’s reagens, 5 x SSC, 100 pg/ml
denaturalt bakterialis DNS tartalmi oldatban. A denaturalt probabol 10° cpm/ml
végkoncentraciot hasznaltunk a hibridizalasokhoz. A nem specifikusan kotédott probat
68 °C-on 0,1 x SSC-t és 0,1 % SDS-t tartalmazo6 oldatban torténd mosassal tavolitottuk

el.

28



ANYAGOK és MODSZEREK

4.5. Reverz transzkripcié (RT)

A cDNS szintézis 5 pg total RNS-bdl kiindulva 20 pl végtérfogatban tortént. A
templat RNS-t 500 pmol random hexamer primer (Fermentas) jelenlétében 90 °C-on
denaturaltuk, majd 200 U M-MuLV reverz transzkriptaz (Fermentas), 20 pmol dNTP
keverék (Fermentas) €és 1 x RT reakci6 puffer (Fermentas) jelenlétében 10 percig 37 °C-
on, majd 45 percig 42 °C-on inkubaltuk. A reakciot 5 perces 65 °C-on torténd
inkubalassal allitottuk le, majd —20 °C-on taroltuk.

4.6. PCR amplifikacio

A PCR amplifikalasokhoz templatként a RT reakcid termékekbdl 1 pl-t
hasznaltunk fel reakcidnként. A reakcid elegy a kovetkezd komponenseket tartalmazta:
1 x PCR puffer/MgCl, (Fermentas), 1,25 U Dream Taq polimeraz (Fermentas), 250 uM
koncentracidban a négyféle ANTP (Fermentas) és 50 pmol a megfelelé primerekbdl. A
PCR amplifikalasokat egy PTC-200 Peltier Thermal Cyclerben (MJ Research) végeztiik
a kovetkezd programokkal.

Els6 1épés: 1 perc 95 °C-on, 2. lépés: (denaturalas) 30 masodperc 95 °C-on, 3.
1€pés: (anneling) 30 masodperc 55 °C-on, 4. 1épés: (szintézis) 50 masodperc 72 °C-on.
5. 1épés: a 2., 3., 4. Iépés ismétlése mif-1 gének esetében 31, gpx gének esetében 34
alkalommal.

A programokon beliil az anneling homérséklet és a ciklusok szama az adott
primer par fliggvénye volt, a szintézis reakcio idejét pedig az amplifikalt termék varhatod
hossza hatarozta meg. Minden primer parra meghataroztuk az amplifikalasi ciklusok
maximumat, amig a szintetizalodott termék mennyisége a ciklusok szdmaval ardnyosan

novekedett az altalunk hasznalt kisérleti koriilmények kozott.

4.7. Primerek

Az mtf-1 cDNS amplifikalasdhoz hasznalt primereket a japan gémbhal (Takifugu
rubripes, AJ131394), a zebradanid (Danio rerio, AF458116), az egér (Mus musculus,
AJ131393) ¢és az ember (Homo sapiens, X78710) mtf-1 szekvenciai alapjan terveztiik.
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NF: 5'atgggagagaatggccct 3'
NI1F: 5'atgctctttgaagacgagg 3'
CR:  5'ggtcttttttacaacagcc 3'
A ponty mitf-1.1 ¢és mitf-1.2 (Cyprinus carpio, EU541410 és DQ987534)

génspecifikus primereink a kovetkezok voltak.
3F:  5'acctgaaaacacatgttcgga 3'
7F.  5'gaggatgcgaatcattcget 3'
2R:  5'cctcagtgatttgagectca 3'
21R: 5'catatccactcageccccct 3'
23R: 5'agtgtctgctcagececeect 3'
A gpx4 cDNS-ek amplifikalasdhoz hasznalt primereinket a zebradanid (Danio
rerio, gpx4a NM 001007282 ¢és gpx4b NM 001030070), az aranyhal (Carassius
auratus, gpx4a EF116921 és gpx4b EF139090), a lazac (Salmo salar, gpx4b BT044014)

¢s a tonhal (Thunnus maccoyii, gpx4 EF452498) ismert gpx4 szekvenciai alapjan
terveztiik.
4AF4: 5'tactgaaaggcagtcatggce 3'
4BF4: 5'cagcaagagcttcgccagag 3'
41R: 5'agatcyttctccaccacgettg 3'
A ponty gpx4a (FJ656211) ¢és gpx4b (FJ656212) génspecifikus primereink a
kovetkezOk voltak.
4AF: 5'ggaaccaggaacaaattccc 3'
4F:  5' gtaaaaccccagtaaactac 3'
4BR2: 5' cttggatcgtccattggtce 3'
A gpxl cDNS-ek amplifikalasdhoz hasznalt primereinket a zebradanid (Danio
rerio, gpxla NM_001007281 ¢s gpxIb NM 001004634), az aranyhal (Carassius

auratus, gpxI EF139089), a tonhal (Thunnus maccoyii, gpx EF452497) ¢és az amur
(Ctenopharyngodon idella, gpx EU828796) ismert gpx1 szekvenciai alapjan terveztiik.
1F:  5'atkaagamgttttacgacct 3'
12R: S'tcagcatcaatgtcgctggt 3'

A ponty gpx1 (GQ376155) génspecifikus primereink a kdvetkezdk voltak:
SF:  5'tggcttcgagccaaattcca 3'
I11R: 5'tcaatgtcgctggtgaggaa 3'
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A PCR reakciokban az gpx €s az mtf-1 mRNS szinteket a ponty S-aktin mRNS
mennyiségére normalizaltuk. A [-aktin primereket az M24113 szekvencia alapjan
terveztiik. Ezzel a primer parral az amplifikalast 25 ciklus szdmban végeztiik.

P-aktin-3: 5' gcaagagaggtatcctgacce 3'
P-aktin-4: 5' ccctegtagatgggcacagt 3'

4.8. Gélelektroforézis, fragment izolalas

A PCR termékeket a fragment méretétdl fiiggden 0,7-1,8 %-os agardz gélen, 0,1
pg/ml ethidium bromid jelenlétében, TAE puffert hasznalva (40 mM Tris-acetat, 10
mM EDTA pH 7,5) frakcionaltuk. Klonozashoz, szekvendlashoz a DNS fragmenteket a
g€lbdl izolaltuk. A DNS-t tartalmazd gélszeleteket —20 ©°C-on fagyasztottuk,
mechanikailag roncsoltuk, majd egy 0,45 um porusméretii sziirt tartalmaz6 eppendorf
cs6ben (Ultrafree-MC Centrifugal Filter Unit, Millipore) centrifugaltuk. A vizes
oldatbol a DNS-t 1/20 térfogat Na-acetat ¢€s 2,5 térfogat hideg 96 %-os etilalkohollal
precipitaltuk, egy éjszakan at —20 °C-on. A centrifugalast kovetden a csapadékot 70 %o-
os etilalkohollal mostuk. A DNS-t steril desztillalt vizben oldottuk fel és a
koncentracidjat vagy az OD 1a260 = 50 pug/ml DNS 6sszefliggést hasznalva hatarozzuk

meg, vagy pedig agardz gélen ismert mennyiségli DNS-hez viszonyitva becsiiltiilk meg.

4.9. Ligalas, transzformalas, plazmid DNS preparalas

Az izolalt PCR termékeket pGEM-T Easy vektorba inzertaltuk. A ligalashoz és a
transzformalashoz a pGEM-T Easy kit-et (Promega) hasznaltuk fel. A ligalasi reakciod
egy ¢jszakan at 4 °C-on ment, az inzert:vektor arany 3:1 volt. A transzformaldshoz a
gyarto altal ajanlott receptet kovettiik.

A plazmid DNS-ek prepardlasdhoz a QIAGEN Plasmid Mini purification kit-et

hasznaltuk a gyart6 ajanldsa szerint.
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4.10. Géldokumentacio, denzitometralas

Az ethidium bromiddal festett géleket, ¢s az autoradiogramokat egy GDS 7500
tipusa gél dokumentacids rendszeren analizaltuk, a GelBase/GelBlot™ Pro Gel analysis

szoftvert hasznalva.

4.11. Filogenetikai analizis

A gpx csalad filogenetikai analizise soran a gerincesek jelenleg ismert gpx
szekvenciait hasonlitottuk 6ssze a MEGA 4 software csomag felhasznalasaval (Center
for Evolutionary Functional Genomics, Tempe, AZ USA). A bemutatott filogenetikai
fat a neighbor-joining méddszerrel készitettiik. A kdvetkezd szekvencidkat hasonlitottuk
ossze: Cyprinus carpio: gpxl (GQ376155), gpx4a (FJ656211) és gpx4b (FJ656212);
Danio rerio: gpxla (NM_001007281), gpxib (BC164446), gpx3 (NM_001137555)
gpx4a (BCO75964) ¢s gpx4b (BC095133); Carassius auratus: gpx1 (EF139089), gpx4a
(EF116921) ¢és gpx4b (EF139090); Channa maculata: gpx (EU604243); Anguilla

japonica: gpxl (FJ769219) és gpx4 (FJ769220); Ctenopharyngodon idella: gpx
(EU828796); Paralichthys olivaceus: gpx (EU095498); Oreochromis niloticus: gpx
(DQ355022); Sparus aurata: gpxl (DQ524992); Platichthys flesus: gpx (AJ292042);
Thunnus maccoyii gpx (EF452497) ¢s gpx4 (EF452498); Oplegnathus fasciatus gpx
(AY734530); Oncorhynchus mykiss gpx (AF281338) és 2. tipusu gpx (AY622862);
Hypophthalmichthys molitrix gpx (EU108012); Dentex dentex gpxIl (DQ414526);
Hypophthalmichthys nobilis gpx (EU108014); Salmo salar gpx4 (BT057643) gpx4b
(BT044014), gpx7 (BT057727); Perca flavescens gpx3 (FJ826525); Xenopus tropicalis
gpxl (NM_001015740), gpx3 (BC061262); Xenopus laevis gpx8a (BC084801) és
gpx8b (BCO70970); Gallus gallus gpx3 (NM_001163232), gpx4 (BC095133) és gpx7
(NM_001163245); Bos taurus gpx1 (AF236854), gpx3 (BC149266), gpx4 (AF090194),
gpx5 (DQO058076), gpx7 (NM_001101113) ¢és gpx8 (BC111287); Sus scrofa gpxl
(NM_214201), gpx2 (DQ898282), gpx3 (AY368622), gpx4 (NM_214407), gpx5
(AF124818) ¢és gpx6 (NM_001137607); Macaca fuscata gpx (AB105162), gpx2
(AB121003), gpx3 (AB121008) és gpx4 (AB121012); Rattus norvegicus gpxl
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(NM_030826), gpx2 (NM_183403), gpx3 (BC062227), gpx4 (NM_017165), gpx5
(NM_001105738), gpx6 (NM_147165), gpx7 (NM_001106673) ¢és gpx8
(NM_001106411); Mus musculus gpxI (NM_008160), gpx2 (NM_030677), gpx3
(NM_001083929), gpx4 (NM_001037741), gpx5 (NM_010343), gpx6 (NM_145451),
gpx7 (NM_024198) és gpx8 (NM_027127); Homo sapiens gpxl (NM_000581), gpx2
(NM_002083), gpx3 (NM_002084), gpx4 (NM_002085), gpx5 (NM_003996), gpx6
(AY324826), gpx7 (NM_001101113) és gpx8 (NM_001008397).

4.12. Fehérjék kvantitativ meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatdrozdsahoz a majmintainkbol 5-sz6rds higitasban
homogenizatumot készitettliink, majd 10 percig 10000 fordulat/perccel centrifugaltuk.
Mind a homogenizatumbol, mind a lecentrifugalt feliilasz6bol meghataroztuk a
fehérjetartalmat, Lowry és munkatarsai (1951) modszerét alkalmaztuk. Marha szérum
albuminnal készitett kalibracids gorbe alapjan a fotométer beépitett szoftvere

segitségével hataroztuk meg a fehérjetartalmat.

4.13. Glutation mérési modszerek

4.13.1. A GSH szint meghatarozasa

A lecentrifugdlt mintak feliillusz6jabdl hatdroztuk meg a GSH szintet Sedlak ¢€s
Lindsay (1968) modszerét alkalmazva, melynek soran Ellman-reagenssel nem
fehérjéhez kotott SH-csoport meghatarozast végeztink TCA-val fehérjementesitett
mintabol.

Sziikséges oldatok:

5% TCA

10 mM DTNB (metanolban oldva)
0,4 M TRIS pufter pH 8,9
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A homogenizatumot négyszeres mennyis€égii TCA-val kicsaptuk. 10 perc 10.000
fordulat/perccel torténd centrifugalas utan a feliiliszobol kivettiink 300 pl-t, majd ehhez
600 pl TRIS puffert adunk. A szinreakciot 30 ul DTNB (Fluka) hozzdadasaval inditjuk
el. 412 nm-en fotometralunk, és a koncentraciot az aldbbi képlet alapjan hatdroztuk
meg:

[GSH] =E x Vésszesxlo_3/ ex 1><\/vminta

E: extinkcid, & moldris extinkciés koefficiens (131000 M'em™), Visees: méréelegy

térfogata ml-ben, Viin,: minta térfogata ml-ben, 1: fényat hossza cm-ben

4.13.2. A GSSG szint meghatarozasa

A lecentrifugalt mintak feliilisz6jabol hataroztuk meg a GSSG tartalmat. Tietze
moddszerét alkalmaztuk (1969), melynek lényege, hogy a reakcidelegybe feleslegben
adagoltunk GR enzimet, illetve NADPH-t (Sigma), igy a minta GSSG tartalma
visszaredukalédik GSH-nd. Kontrollként a Sedlak moddszerrel kapott eredményeket
(szdmitast 1d. GSH szint meghatdrozasnal) vettiikk, és a 2 eredmény kiilonbségébdl
kovetkeztetiink a GSSG mennyiségére.

A kisérletek sordn 250 pl feliiliszot inkubaltunk 240 ul 0,05 M TRIS pufferben
(pH 8,9), 5 ul (250 egység) GR enzimmel és 5 pl 100 uM-os NADPH-val, 30 percen at.

Ezutdn GSH meghatéarozast végeztiink Sedlak mddszere szerint.
[GSSG] = 6ssz [GSH] (Tietze)-[GSH](Sedlak) /2
4.14. A lipidperoxidaciéo mérése
A mintainkbol 5-szo6ros higitdst homogenizatumot készitettlink, majd Placer €s
munkatarsai modszerét alkalmaztuk némi méddositassal (Placer és mtsi., 1966; Novak ¢€s
mtsi.,, 1990). A tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidativ lebomldsakor keletkezd

malondialdehid (MDA) savas kozegben, hdindukalt reakcidban tiobarbitursavval szines

trimetint képez, mely 532 nm-en abszorbcidos maximummal rendelkezik.
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Reagens osszetétele:
15% TCA
0,375% tiobarbitursav
0,25 N HCI

A homogenizatumhoz tizszeres mennyiségli reagenst adtunk. Az elegyet forrd
vizflirdon tartottuk 15 percen keresztiil. Jégben lehiitottiik, majd 10 percen at 10.000
fordulat/perccel centrifugéaltuk. A feliilluszot 532 nm-en fotometraltuk. Vak oldatként
desztillalt vizet haszndltunk a reagensben homogenizatum helyett. A kalibraciot

malondialdehid-dietilacetattal készitettik. Az MDA koncentracid szamitasa:

[MDA] = E X Vigee¥ 107 / & X IXV pinga

E: extinkcid, & moldris extinkciés koefficiens (152000 M'em™), Visees: méréelegy

térfogata ml-ben, Viin,: minta térfogata ml-ben, 1: fényat hossza cm-ben

4.15. Enzimaktivitasok mérése

4.15.1. A GPx aktivitas mérése

Ismert mennyiségli cumene-hidroperoxid (izopropilbenzén—hidroperoxid) ¢és
redukdlt GSH szubsztrat segitségével végeztiik a meghatirozast a mintdink
lecentrifugalt feliilisz6ibol (Chiu és mtsi., 1976).

Sziikséges oldatok:

0,05 M TRIS-HCl pufter pH 7,5

2 mM GSH

3,3 mM cumene-hidroperoxid

15% TCA

0,4 M TRIS puffer pH 8,9

1 mM DTNB (5,5-ditiobis-nitrobenzoesav, metil-alkoholban oldva)

Minden egyes mintahoz sajat vak oldatot készitiink a 2. tablazat szerint.
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Vak Minta
0,7 ml pufter (pH 7,5) 0,7 ml pufter (pH 7,5)
0,1 ml minta 0,1 ml minta
0,1 ml GSH 0,1 ml GSH
0,1 ml cumene-
hidroperoxid
3 perc inkubalas, 37 °C-on
1 ml TCA 1 ml TCA
0,1 ml cumene-
hidroperoxid
Centrifuga 10 perc, 10000 fordulat
2 ml puffer (pH 8,9) 2 ml puffer (pH 8,9)
1 ml feliilaszo 1 ml feliilaszo
0,1 ml DTNB 0,1 ml DTNB

2. tablazat: A GPx aktivitas mérése soran a mintankhoz és a vakhoz adott oldatok
sorrendje és mennyisége.

Az extinkcidkat 412 nm-en olvastuk le. Egységnyi enzim 1 perc alatt 1 pmol
szubsztratot bont le:

EU/ml = E X Visges X107/ & X IXV pin ¥t

EU: enzimegység, E: extinkcid, &: molaris extinkcids koefficiens (131000 M'cm™),
Vissszes: méroelegy térfogata ml-ben, Vyinta: minta térfogata ml-ben, 1: fényat hossza cm-

ben, t: a reakcio ideje (perc)
4.15.2. A GR aktivitas mérése
A lecentrifugalt mintdk feliilusz6jabol mértiik a kdvetkezd Osszetételben. A

mérési hullamhossz: 373 nm volt. A reakciot 3 percig mértilk, majd az 1 percre

vonatkoztatott extinkcid valtozassal szamoltunk.
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A reakcioelegy dsszetétele:
0,5 ml 0,25 M KH,POy,, pH 7,4
0,1 ml 25 mM EDTA
0,1 ml 7,5 mM NADPH
0,25 ml 0,25mM GSSG
0,05 ml minta
1 GR egységnek tekintettiik, amikor 1pmol GSSG redukalddott 1 perc alatt (37
°C, pH 7,4) (Pinto ¢és Bartley, 1969).

EU/ml = E X ViseesX 107/ £% XV nina

EU: enzimegység, E: extinkci6, €: molaris extinkciés koefficiens (62200 M”'cm™),
Vissszes: méroelegy térfogata ml-ben, Vyinta: minta térfogata ml-ben, 1: fényat hossza cm-

ben

4.16. A DNS-karosodas vizsgalata

4.16.1. Genomialis DNS preparalas

50 pg szévetmintat 1 ml pufferben (100 mM TRIS-HCI, pH 8,5, 5 mM EDTA,
0,2% SDS, 200 mM NaCl, 100 ug proteindz K) inkubaltunk 55 °C-on egy éjszakan at.
Az emésztés befejezése utan 150 pl NaCl-t (6 M) adtunk a mintakhoz, és erdteljes
szuszpendalast kovetden centrifugdltuk (15 perc 3000 fordulat/perc), a feliillaszobdl 0,75
térfogatnyi izopropanollal precipitaltuk a DNS-t. A csapadékot 75 %-os etanollal
mostuk (-20 °C-on egy ¢€jszakdn at allni hagytuk) és centrifugaltuk. Az alkohol

eltavolitasa utan a csapadékot desztillalt vizben oldottuk fel, és -80 °C-on taroltuk.
4.16.2. DNS szaltorés meghatarozasa fluorimetrias modszerrel
A DNS mintdkat harom részre osztottuk (F, Fpin és Fpax minta). F méréséhez a

DNS-t jéghideg pH 11,8-es pufferban tartottuk, ami a részleges denaturaciohoz
megfeleld pH érték. Fp,i, méréséhez a DNS-t jéghideg pH 11,8-es pufferben 1 percig
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ultrahanggal szonikaltuk, igy teljes kicsavarodast értiink el. Az Fyax méréséhez a DNS-t
jéghideg pH 10,0-es pufferben tartottuk, ilyenkor nem csavarodott ki a DNS. Az
inkubalas minden esetben 30 perc volt 0 °C-on, majd 15 perc 15 °C-on. Ezutan 1 pl
0,67 png/ul koncentracioju ethidium-bromidot adtunk a mintdkhoz, €s megmértiik a
fluoreszcencidjukat 520 nm-es excitacios, €s 590 nm-es emisszids hullimhosszokat
hasznélva (Birnboim és Jevcak, 1981).

A kiilonb6z6 mddon kezelt mintdk segitségével meghataroztuk a kettds szala

DNS szazalékos aranyat, a kdvetkezd képlet szerint:

ds DNS%= (F-Fpin)/ (Fmax-Fmin)*100
4.17. Statisztikai analizis
Kisérleteinket minden kezelési pontban 3-4 hallal parhuzamosan végeztiik. A
statisztikai kiilonbségeket egy-utas ANOVA teszt (MedCalc Statistical Software version

9.4.2.0., Broekstraat, Belgium) felhasznalasaval vizsgaltuk, Student-Newman-Keuls

post hoc teszt alkalmazasaval. A kiilonbségeket szignifikansnak tekintettiik, ha P<0,05.
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5. EREDMENYEINK

Kisérleteink soran RT-PCR technikaval szerettilk volna kdvetni a pontyokban
lezajlo génexpresszids valtozasokat kiilonbozd idejli nehézfém terheléseket, illetve
hirtelen hoémérsékletvaltozast kovetéen. Ehhez elengedhetetlen 1épés volt a
génspecifikus primerek tervezése. A GenBank adatbazisaban torténd keresések szerint
pontybdl sem mitf-1, sem gpx szekvenciakat nem azonositottak korabban. gy elsd
feladatunk ezeknek a géneknek az izoldlasa volt.

Mindenekel6tt megkerestiik a GenBank-ban fellelhetd mif~1 géneket. Tobb
emldsfajbol rendelkezésiinkre alltak a vizsgalt gének esetében a teljes kodolo
szekvenciak, tobbek kozott patkanybol, egérbdl és emberbdl is. Kisérleteink kezdetén,
egyik gén sem volt ismert sem madar, sem hiillo, sem kétéltli fajokbol. Ellenben
talaltunk szekvencia-informéciokat néhany halfajbol. Az aminosav sorrendek
Osszehasonlitdsa soran olyan régidkat kerestiink, amelyek a legnagyobb homologiat
mutattdk a kiilonbozo fajok kozott és ezekre primert terveztiink. A primerek tervezése
soran arra torekedtiink, hogy a gének kodold szekvencidinak minél nagyobb részleteit
amplifikalhassuk fel, igy lehet0ség szerint a start és a stop kodhoz kozeli régiokat

valasztottunk.

5.1. A gpx4-specifikus cDNS-ek azonositasa pontybdl

Halakbol minddssze négy fajbol allt rendelkezésiinkre gpx4 szekvencia-
informacid. Zebradaniobol €s aranyhalbol, mindkét faj a pontyfélék csaladjaba tartozik,
két-két gpx4 gént (gpx4a és gpx4b) azonositottak. A zebradanid gpx4 gének esetében
meghataroztak a teljes kddold régid szekvenciajat, azonban aranyhalbdl csak részleges
szekvencia-informaciok alltak rendelkezéslinkre. A masik két halfaj esetében, a tonhal
gpx4 szekvencidja a zebradanidé gpx4a, a lazacé pedig a zebradanidé gpx4b génhez
mutatott nagyobb hasonlosagot. Primereinket az ismert hal szekvencidk alapjan Ggy
terveztilk meg, hogy ha pontyban Iétezik gpx4a €s gpx4b gén is, azok specifikusan
azonosithatok legyenek. Reverz primeriinket (41R) egy olyan szakaszra terveztiik, mely

nukleinsav szinten is csaknem 100 %-o0s azonossagot mutatott az Osszes ismert hal
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gpx4a és gpx4b gén szekvencidi kozott, kdzel a gének stop koddjahoz. A zebradani6 és a
tonhal szekvencidja alapjan tervezett gpx4a-specifikus forward primer (4AF4), illetve a
zebradanid és a lazac alapjan tervezett gpx4b-specitfikus 4BF4 primer az adott gén

promoter-régidjahoz volt specifikus (7. abra).

-
s o
GPx4A  4AF4 4AF MR
GPx4B Bea pry 4BR2 41R

7. abra: A glutation peroxidaz specifikus primerek sematikus elhelyezkedése.
Az abra felsé részén a gpxlI-specifikus primerek, az alsdé részén a gpx4-specifikus
primereket talalhatok. A nyilak a primerek irdnyultsagat jelolik.

Az RT-PCR amplifikdlasokhoz templatként kezeletlen ponty maj ¢és
agyszovetébol preparalt RNS-eket hasznaltunk fel, mivel zebraddnié embridk esetében
ebben a két szovetben tudtak a legnagyobb gpx4 mRNS szinteket kimutatni (Thisse és
mtsi., 2003). Mindkét reakcid soran egyetlen terméket kaptunk, melynek mérete
megegyezett a specifikus termék vart méretével. Az igy kapott termékpopulaciokat
megszekvenaltattuk. A populaciok szekvencidinak elemzése sordn egyértelmiivé valt,
hogy primereink specifikusak voltak az adott génre, felhasznalasukkal azonositani
tudtuk a ponty gpx4a és gpx4b génjét is. A RCR termékek klonozisara nem volt
sziikség.

A 4AF4-41R primerpar kizarolag a gpx4a gén egy 560 bp-os szakaszat, mig a
4BF4-41R primerpar a gpx4b gén 519 bp-os szakaszat, szinte a teljes fehérjéket kodolod
szakaszokat ¢és a promoter régiok egy-egy részét amplifikalta fel. A két cDNS
szekvencidja a 477 nukleotidnyi fehérjét kodold szakaszon 107 nukleotidban
kiilonbozik egymastol, ami 78 %-os azonossagot jelent a két szekvencia kozott.
Mindkét ponty gpx4 gén kodold szekvencia teljes hosszusagdban végigvezet egy-egy
open reading frame. A fehérjék aminosav sorrendjének 98,6 %-a valt ismerté. A 107
eltéré nukleotid 35 aminosav kiilonbségét okozza, emiatt a két fehérje 79 %-ban

egyezik meg egymassal.
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A ponty GPx4 szekvencidi a zebradanio ortolog GPx4 szekvencidihoz mutatjak
a legnagyobb hasonlésdgot. A GPx4A szekvencidk 89 %-ban, mig a GPx4B
szekvenciak 92 %-ban azonosak a fajok kozott.

Mindkét ponty GPx4 szekvencidban megtalalhatoak a GPx-ok katalitikus
tetradjat kialakitod kulcsfontossagu pozicioju aminosavak; a **Sec, a *'Glu, a **Trp és a
B7Asn. A szekvencia-osszehasonlitasok soran 21 olyan aminosavat figyelhettiink meg,

melyek kiilonboztek a paraldog, de megegyeztek az ortolog szekvenciak kozott (8. abra).

DR GPx4A ......... teooa... LS K
CC GPx4A msagledwgsaksiyefsatdidgnevslekyrgrvviitnvaskugktpvnysgfaemh 60
CC GPx4B LCLUAN. Koo, Y.Cuoviiii i T.L.A..
DR GPx4B CLUANL L I..... D.evvnnnn Y.Cuovooiii e T.L.A..
*

DR GPx4A [P DS o R S [ I
CC GPx4A akyterglsilafpshgfghgepgtnsgikefansynagfdmfskidvngdsahplwkwl 120
CC GPx4B .T.A.K..R..G..CN...K..... EAE..... KG.K.E..L....E....G.......M
DR GPx4B VT.A.K..R..G..CN...K....SEAE..... KG...E..L......... Ao...... M

* ok k
DR GPx4A B " 3 Aeveennnn
CC GPx4A kegpngrgifgngikwnftkflinreggvvkrysplsdpsvvekd 165
CC GPx4B O G.MD........
DR GPx4B P L Devevnnnnn G.MD........

8. abra: Ponty (CC) és zebradaniéo (DR) GPx4A és GPx4B szekvencidinak

osszehasonlitasa.
A pontok a ponty GPx4A-val megegyezd aminosavakat jelolik. Csillagok és félkovér
betlik jelolik az aktiv centrum kialakitasaban részt vevo hat aminosavat.

A megismert ponty gpx4 szekvencidk alapjan a késObbi expresszios
vizsgalatokhoz, olyan génspecifikus primereket terveztiink, amelyek a gének egy-egy
rovidebb 250-300 nukleotidnyi 3° végi szakaszat amplifikaljak fel. Az altalunk hasznalt
reakcioparaméterek mellett a 4AF-41R primerparral csak a gpx4a-, mig a 4F-4BR2
primerparral csak a gpx4b-templatokrol torténik amplifikalas (7. dbra).
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5.2. A gpxI specifikus cDNS azonositasa pontybol

Hasonloan a gpx4 gének azonositasahoz az ismert gpx/ gének szekvenciait is
kikerestiik a GenBank-bol. Az ismert emlds (patkany, egér, ember) szekvenciak mellett
négy halfaj gpx! szekvenciai alltak rendelkezésilinkre. Egy-egy gpx/ gén azonositdsa
tortént meg aranyhalbol, amurbdl és a tonhalbdl is. Az aranyhal esetében a gpx/ génnek
csak a 3’ végét ismerjiik, a masik két halfajbol azonban a teljes fehérjét kodolo
szekvencia meghatarozott. A halak kozott is kivételt képez a zebradanid, az egyetlen faj,
amelyben két gpx/ gént azonositottak; gpx/a és gpx1b. A szekvencia 6sszehasonlitasok
alapjan minden eddig azonositott Cyprinidae csalddba tartozo halfaj gpx/ szekvenciaja
a zebradanido gpxla szekvenciajahoz hasonlit nagyobb mértékben. Primereinket a
pontyfélék gpxl szekvenciai alapjan terveztikk, a szekvencidk 0Osszehasonlitasat
kovetden olyan szakaszokat valasztottunk ki a primerek tervezéséhez, melyek a lehet6
legnagyobb homolégiat mutattdk aminosav ¢és nukleinsav szinten is. Az altalunk
tervezett 1F forward és 12R reverz primer a gpx/ gén kodold régiojan helyezkedik el,
kozel a start illetve a stop kodhoz (7. abra).

Templatként, hasonléan a gpx4 gének izolalasdhoz, kezeletlen pontyok maj és
agyszovetébol preparalt RNS-eket hasznaltunk fel. A PCR reakciok soran egy 480
nukleotid hossza terméket amplifikaltunk fel, melynek mérete megegyezett az ismert
gpxl szekvencidk alapjan vart termék méretével. A termékpopulacié szekvendldsa és
elemzése alapjan mindkét templatrol ugyanaz a gpx/ szekvencia volt felamplifikalhato.
Bar egyértelmiien tiszta populacidkat kaptunk, az agardz gélbdl izolalt terméket PCR
klonoz6 vektorokba ligaltuk, majd meghatdroztuk harom fliggetlen rekombindns
plazmidban taldlhatd inzert nukleotid sorrendjét. A rekombindnsok szekvencidja
megegyezett egymassal, illetve a kordbban szekvenalt PCR populécié szekvencidjaval.

Az altalunk azonositott ponty gpx/ nukleotid szekvencia 477 bp hosszsagu, ez
a teljes kodolo régid 94 %-a; egy open reading frame vezet végig rajta. Az amur gpx
szekvenciajahoz mutatja a legnagyobb hasonldsagot, ami 91 % nukleinsav szinten. Az
amur a zebradaniohoz hasonldéan a pontyfélék csaladjaba tartozo6 faj. Az altaluk kodolt
fehérjék 94 %-ban azonosak. Ha a zebraddani6 GPx1A és GPx1B szekvencidival
hasonlitjuk Ossze, a ponty GPx1 fehérje a zebradani6 GPx1A-hoz hasonlit nagyobb

mértékben (90%), a GPx1B-vel mindossze 75 illetve 78 %-ban azonos, nukleinsav
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illetve fehérje szinten. A ponty GPx1 szekvencidjdban megtalalhatbak a GPx-ok

katalitikus tetradjanak jellemz6 aminosavai (9.4abra).

* *
CC GPx1 NFSSLKGKVVLIENVASLUGTTVRDY TQMNELHSRYADQGLVILGAPCNQFGHQENAKND 60
CI GPX i it i e e e e G e C...
DD GPXIA i i e e e e i e e Voo C..E
CC GPx1 EILLSLKYVRPGNGFEPNFQLLEKLEVNGANAHPLFVFLKEKLPQPSDDSVSLMGDPKFI 120
CI GPx S Kooooooooo. B Ao,
DD GPx1A e Qe Kooooooooo. E..ooo.. Al Pooooooo...

* %k k

CC GPx1 IWSPVNRNDVSWNFEKFLIGPDGEPFKKYSRRFLTSDIE 159
CI GPx ... IA. . Rooooooooi
DR GPx1A ..... L Roo..o... I..D

9. abra: A ponty (CC) GPx1 szekvenciajanak osszehasonlitasa az amur (CI) és a
zebradanio (DR) GPx1 szekvenciiakkal.

A pontok a ponty GPx1-gyel megegyezd aminosavakat jelolik. Csillagok és félkovér
betlik jelolik az enzim aktiv centrumanak kialakitdsaban részt vevo hat aminosavat.

Tovabbi kisérleteinkhez a megismert szekvencia alapjan egy Ujabb primer part
terveztiink. Az 5F-11R primerpar segitségével specifikusan a ponty gpx/ gén egy 250
nukleotid hosszi  szakaszat tudtunk felamplifikdlni, az altalunk hasznalt

reakciokoriilmények kozott. (7. dbra).

5.3. A gpx csalad filogenetikai analizise

Filogenetikai elemzést végeztiink a legkdzelebbi szomszédokbol kiindulva a
neighbor joining-modszer alkalmazasaval. A torzsfa megrajzoldsit a MEGA 4
Szoftverrel végeztiikk. A GenBank-ban megtalalhatd gerinces gpx szekvenciak koziil a
filogenetikai elemzést kiterjesztettiik minden jelenleg ismert hal, kétéltli, madar, illetve
tobb emlds (ember, makako, egér, patkdny, tehén és sertés) gpx szekvenciara.

Az elemzés alapjan készitett dendrogram jol tlikrozi a szekvencidk kozti

hasonlésagokat és kiilonbségeket (10. abra).
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10. abra: A gpx csalad filogenetikai torzsfaja.
A gyokér nélkiili dendrogram a rokonsagi kapcsolatokat abrazolja. Az aghosszak

substitution/site (0,1) egységekben mutatjak a szekvencidk kozti kiilonbségek mértékeét.
Sarga hattérrel jeloltek a jelenleg ismert hal gpx szekvencidk. Kék nyil jeloli a ponty

gpx1 és fekete nyilak a két ponty gpx4 szekvenciakat.
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A filogenetikai torzsfa elsd nagy agat a gpxl ¢s gpx2 csaladba tartozd
szekvencidk alkotjak. Erdekesség, hogy a halak gpx/ génjei a szekvencia elemzés
alapjan, kozelebb allnak az emldsok gpx2 génjéhez, mint az emlds gpx/-hez. A masodik
nagy aghoz a gpx3, a gpx5 és gpx6-os csalad génjei tartoznak. Azonban ezek a
szekvencidk olyan nagy hasonlosdgot mutatnak egymassal, hogy nem lehetséges a
kapcsolatok pontos feltarasa, elkiilonitése. A gpx5 és gpx6 csaladokbol jelenleg még
nem ismertek hal szekvencidk, feltételezhetden ezek segitségével pontositani lehetne az
rokonsagi kapcsolatokat a csaladok kozott. A torzsfa harmadik nagy agat az egy
monofiletikus csoportba tartozd gpx7-gpx8 csaldd illetve a gpx4 csalad tagjai alkotjak.
A gpx7 €s a gpx8 csalad tagjai kozil jelenleg csak kevés szekvencia ismert, igy a pontos
rokonsagi kapcsolatok itt sem allapithatok meg. A gpx4 csalddbdl azonban szamos hal,
¢s magasabbrendli gerinces szekvencidja all rendelkezésiinkre. A filogenetikai fa
alapjan a halak gpx4b génjei kozelebbi kapcsolatban allnak az emlds gpx4 génekkel,
mint a gpx4a gének (10. abra).
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5.4. Az mtf-1 specifikus cDNS-ek azonositasa pontybdl

Kisérleteink kezdetén csupan a zebradani6 €s a japan gombhal mief-1 génjének
szekvenciaja allt rendelkezésiinkre halakban, ezeket hasonlitottuk 0ssze az egér és az
ember mtf-1 szekvenciadival, mivel kétéltliekbdl, hiillokbdl vagy madarakbdl az mif-1
gén azonositdsa még nem tortént meg.

Mar az aminosav szintli 0sszehasonlitasoknal is latszott, hogy a kiilonb6z6 fajok
MTF-1 szekvencidi kozott egyediil a DNS-k6td Zn-finger régiok mutatnak nagyfoku
homologiat. A C-termindlis transzkripcidos domének esetében a fajok kozott méretbeli
kiilonbségek is lathatok, egyediil a stop kdd kornyezetében talalhatod egy rovid homolog
szakasz. A nukleinsav Osszehasonlitdsok alapjan két forward primert (NF és NI1F)
terveztiink a kodold régiora, viszonylag kozel a start kodhoz, mig a stop kodhoz kozeli
homolog szakaszra egy reverz primert (CR) (11. ébra).

Az NF-CR primerpar egy 1743 bp-os terméket amplifikal fel, amely a
zebradanié kodolo régidjanak 97,8 %-a. Ezt a reakcioterméket hasznaltuk templatként a
szemi-nesztid PCR reakcioban, az N1F-CR primerparral torténd amplifikalashoz. Az
igy kapott PCR termékeket gélbdl izolaltuk, klonoztuk, majd a vesébdl és az agybol
szarmazo6 mintdk esetében is 3-3 fliggetlen transzformans inzertjét megszekvenaltattuk.
A hat vizsgalt cDNS szekvencia két csoportba tartozott. Az egyik csoport, amelyet mf-
1.1-nek neveztiink el, megtalalhatd volt a vesébdl (3/3) és az agybol (2/3) szarmazd
PCR populacidkban 1is. A harmadik agybdl szarmazé minta azonban olyan
kiilonbségeket mutatott a masik 6t szekvencidhoz képest, melyet mar nem lehetett a
Taqg-polimeraz altal generalt hibanak betudni. Ezért megszekvenaltattunk tovabbi 6t,
Ot az mtf-1. 1-hez hasonlitott, a masik hadrom, t6liik részben eltéré szekvencia szintén az
mtf-1 génhez mutatja a legnagyobb hasonldsagot, igy azt mif-1.2-nek neveztiik el.

Az mtf-1.1 cDNS 1693 bp, az mtf-1.2 1696 bp hosszi. A harom nukleotidnyi
eltérés egy delécid eredménye kozel a cDNS 3’ végéhez. A két cDNS szekvenciaja 26
nukleotidban tér el egymastol. Mindkét szekvencian végigvezet egy-egy open reading
frame. A 26 nukleotid kiilonbség kilenc aminosav eltérését eredményezi, illetve a harom

hianyzo nukleotid egy aminosav hidnyat okozza. A kiilonbségek a transzaktivacios
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doménekre korlatozddnak, a Zn-finger domének 100 %-ban megegyeznek egymassal.

Nukleinsav €s fehérje szinten is 98%-0s a ponty mtf-1 szekvenciak hasonldsaga.

CC MTF-1.1 = —==—————————————— EEDVDKLCREEDDEDEMAHFDKDDLLISGPSSSSGRVYDRTTV 43

CC MTFE—1.2 s oo oo o o o o o i i i e e e e i e e 43

DR MTF-1 MGENGPLSETAMLFEDE....... G...E...K..N....GNM......... Teooo... 60
NF N1F

CC MTF-1.1 LIEQDPIRLDEEGEEDGMAFLQEGECEGDEGSLAFMGDPDGMSQGYIHHTISPDQIQFII 103

LT 1 103

DR MTF-1 i Y 118

Zn-finger domének

CC MTF-1.1 NPGSTPMPRNIEGATLTLHSECPETKQREVKRYQCMFEGCTRTYSTAGNLRTHQKTHRGE 163
LT 1 163
DR MTE-1 i i i i i it i i L e 178
CC MTF-1.1 YTEVCNQQGCGKAFLTSYSLKIHVRVHTKEKPFECDVQGCEKAFNTLYRLKAHQRLHTGK 223
LT O 223
DR MTE =L i i i i e et e et e e e e e e 238
CC MTF-1.1 TENCESEGCTKYFTTLSDLRKHIRTHTGEKPFRCAHDGCGKAFAASHHLKTHVRTHTGEK 283
LT 1 283
DR MTE-1 i i i it it it i it i Dttt e e i e e e 298

savas aminosavakban gazdag domén TF

CC MTF-1.1 PFFCPSDGCEKTFSSQYSLKSHIRGHDKGPAFTMSSHPLSEDANHSLCLSDLSLISTDFE 343
LT O 1 343
DR MTE-1 it i it ii i iii e S S. 358

prolin-gazdag domén

cc MTF-1.1 LOENHNSQGLDLNSVTPIRIFELMFQSPENSVSPDDPKPTDNPAESFGLEPSPQTAAADI 403

CC MTF=1.2 ettt ettt e e e e e et e e Lovevnn. Sevnn T.EV 403

DR MTE=1 ittt et teae e et E.ouun. ESL.uueeeennn. S.P..A 418
21R / 23R

cc MTF-1.1 STQ----- PPSSTSSPSSSITTPALEAQSPPTALPSQSAPPPPAVSSTLLTSTFPCAPPT 458

CC MTF-1.2 AL -———- e 458

DR MTF-1 . .HPAFPQ..P..C.S.C...A..QD..T...-==T.Q....-....SSQ..S..S...S 474

szerin/treonin-gazdag domén

CC MTF-1.1 SSHSHEVPAPSAPSVAQHYMTLTSTAQPVPPPSAPGVSSVPAVTITEVTAAVTHTVPLA-P 517
CC MTE=1.2 it i it i it i ii i Toooo... Toooo... Toooooon. T. 518
DR MTF-1 ..QPA..SS..... AT....-—--M..S.SS...AS...... G.A. .. i -- 528
CC MTF-1.1 PPPPTITIAPTLGLQPSIVMSDONLOWILSSATSAQONPEQQGPKVE-——————— 564
LT 1 e 565
DR MTF-1 “AL ... S, Lo, Al KVFFTTA 581

CR

11. abra: A ponty (CC) MTF-1.1, MTF-1.2 és a zebradani6 (DR) MTF-1
szekvenciajanak dsszehasonlitasa.

A pontok a ponty MTF-1.1-gyel megegyezd aminosavakat jelolik. A fiiggdleges nyilak
és kek feliratok az egyes domének kezdetét jelzik, a zebradanio szekvenciajanak alapjan
jelolve. Aldhtzva és zolddel jeldlve az altalunk hasznalt primerek szekvenciaja és
helyzete lathato.
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A ponty MTF-1.1 hasonlosaga a zebradani6 MTF-1-hez 88%-0s, mig a ponty
MTF-1.2 és a zebradani6 MTF-1 azonossaga 87 9%-0s. A DNS-koté6 doménekben
mindossze két aminosavnyi eltérés taladlhatd; a prolin- és a szerin-treonin gazdag
transzaktivaciés domének hasonldosaga a fajok kozott azonban csak 76 illetve 74 %-os
(11. 4bra).

A ponty mtf-1 szekvencidk azon szakaszara, ahol a legtobb nukleotid-kiilonbséget
talaltuk, génspecifikus reverz primereket terveztiink (21R ¢és 23R). Ezeket egy kozos, a
Zn-finger régiora esé forward primerrel (7F) parban hasznalva specifikusan tudtuk
kovetni az mtf-1.1 (7F-21R) ¢és az mitf-1.2 (7F-23R) gén expressziojat a tovabbi
vizsgalataink soran (11. abra).

Az elézOekben leirt kisérleteink soran, amikor az NF-CR primerparral
felamplifikaltuk a ponty mtf-1.1 és mtf-1.2 gének egy 1743 bp-os szakaszat; majd az ezt
kovetd szeminesztid PCR (N1F-CR) reakci6 termékeit klonoztuk, az agybol szarmazo
mintak kozott talaltunk két olyan klont, amely a vart méretiinél egy nagyjabol 100
nukleotiddal rovidebb inzertet hordozott. A révidebb inzert a szekvencidjanak elemzése
soran 100 %-os azonossagot mutatott az mif-1.1 nukleotidsorrendjével, egy 103 bp-os
belsd szegmens kivételével. Ezt a valoszinlileg alternativ slicing soran keletkez6
rovidebb szakaszt, mif-1. 1a-nak neveztiik el.

Az mtf-1.1a szekvencidban a 103 nukleotid hianya frame shift-et okoz az eredeti
leolvasasi kerethez képest, ami a transzlacio korai termindciojat okozza. Az MTF-1.1a
fehérje tartalmazza az MTF-1.1 fehérje els6 349 aminosavat, majd 64 olyan aminosav
kovetkezik, melyek sorrendje nem hasonlit az ismert fehérjékhez. A 64 aminosav 60 %-
a hidrofob, ezen beliil 18 db leucint és 11 db prolint tartalmaz. A 349 aminosavban
megtaldlhato a hat Zn-finger DNS-k6t6 domén, a NES és NLS szignal, illetve a savas
aminosavakban gazdag transzaktivaciés domén elsé 26 aminosava (12. abra).

A tovabbi kisérleteinkben a korabban leirt 7F-21R primerpart hasznalva, a

kétfele templatrol késziilt termekek a méretkiilonbség alapjan jol elkiilonithetok voltak.

48



EREDMENYEINK

A
Zn-finger domének savas prolin-gazdag szerin/treonin-gazdag
N
wer 1 [ [ [ ] X I N\
1
Asn His Asn Ser GIn Pro Thr Asp Asn Leu
AAC CAC AAT[TCT CAG .......... CCC ACA G’AT AAC CTA

AAC CAC AAT|ATA ACC TAG CAG AGT CTT
Asn His Asn lle Thr GIn Arg Ser Leu

wiesa 1 | | |||

1 349 413 as

EEDVDKLCREEDDEDEMAHFDKDDLLISGPSSSSGRVYDRTTVLIEQDPIRLDEEGEEDG

MAFLQEGECEGDEGSLAFMGDPDGMSQGYIHHTISPDQIQFIINPGSTPMPRNIEGATLT

NLS
LHSECPETKQREVKRYQCMFEGCTRTYSTAGNLRTHQKTHRGEYTFVCNQQGCGKAFLTS

YSLKIHVRVHTKEKPFECDVQGCEKAFNTLYRLKAHQRLHTGKTENCESEGCTKYFTTLS

DLRKHIRTHTGEKPFRCAHDGCGKAFAASHHLKTHVRTHTGEKPFFCPSDGCEKTESSQY]

SLKSHIRGHDKGRAFTMSSHPLSEDANHSLCLSDLSLISTDFELQENHNITQRSLLALSR

NES
HLRLLLQTYPLSPLHPPLPHPAPSRPLLWRLRVHLOHSPLSQPHLLPLSAAHC 413

564 as

60

120

180

240

300

360

12. abra: A ponty MTF-1.1 izoformak szerkezetének dsszehasonlitasa (A), és MTF-

1.1a feltételezett fehérje szekvenciaja (B).

Az abrédkon fehér téglalapok jelolik a DNS-kot6 Zn-finger doméneket, sziirke
téglalapok a savas aminosavakban gazdag; pontozott illetve vonalkazott téglalapok a
prolin-gazdag, €s a szerin/treonin-gazdag transzaktivacidos doméneket. Az ,,A” é&bra
kozepso része az mif-1.1 splice-variansra jellemzd frame shift kialakuldsat mutatja. A
,B” abran vastagon szedettek az MTF-1.1-t6l eltér6 aminosavak. Alahuzas jeloli a

sejtmagi lokalizacids €s export szignal szekvenciakat.
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5.5. Ponty mtf-1 gének expresszidja

5.5.1. Az mtf-1 gének szovetspecifikus expresszidja

Kisérleteink soran félkvantitativ PCR reakciokban kovettiik a ponty mif-1 gének
¢s a splice-varians transzkripciojat génspecifikus primereink segitségével. Az adott mtf-
I mRNS mennyiségeket egy belsé kontrollhoz, a S-aktin mRNS szintjéhez viszonyitva
adjuk meg. Az alapexpressziokat kezeletlen halak maj, vese, sziv, izom és agy
szoveteiben, illetve harom kiilonb6z6 agyrégioban vizsgaltuk; a szaglolebenyben, a
kisagyban, és a kdzépagyi régioban.

A legmagasabb 0Ossz-mitf-I mRNS szintet agyban mértiik, a legalacsonyabbat
majban és vesében. Az agy ¢és a mdj értékek kozott kozel 6tszords kiilonbségeket
mutattunk ki. Minden szdvetben az mif-1.1 mRNS szint volt a meghatarozo, az 6ssz-
mtf-1 mintazatdhoz hasonlo eloszlast mutatott. Az mef-1.2 mRNS kizéarolag a kontroll
allatok agyszovetében volt jelen kimutathato mennyiségben. Itt az mif-1.1/mif-1.2
aranya kozel harom a kett0hoz volt. Az mtf-1.1a splice-varians szintje is agyban volt a
legmagasabb, kozel a fele volt az mef-1.1 mennyiségének. Vesében, az agyban mért mif-
1.1a érték egyharmadat, a szivben az egynegyedét tudtuk kimutatni; mig majban az mif-
1.1a mRNS nem volt detektalhaté mennyiségben jelen (13.A 4bra).

Az egyes agyrégiokat kiilon vizsgalva, kozel egyforma mif-1.1 mRNS szinteket
tapasztaltunk. Az mtf-1.2 esetében viszont kiilonbségeket figyeltiink meg az agyrégiok
kozott. Az mef-1.2 mRNS szint a kdzépagyi régidban csak a fele volt a szaglolebenyben
illetve a kisagyban mérhetd értékeknek (13.B éabra).
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A | mtf-1.1 B | mtf-1.1
60 5 [] mtf-1.2 60 1 [] mtf1.2
B mtf-1.1a
50 - 50 -
€ €
‘N 40 1 ‘N 40
(/] (/]
2 2
x i x i
€ 30 £ 30
2 2
5 5
© 20 o 20 -
x x
10 - 10
0 0
maj vese sziv izom agy olf kéz cer

13. abra: Az mtf-1 gének expresszidja.

Kezeletlen ponty szovetekben (A) ¢€s harom kiilonbozé agyrégidban (B); a
szaglolebenyben (olf), a kdzépagyi régioban (koz) €s a kisagyban (cer). Az egyes gének
esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket dbrazoltuk.

Northern-hibridizacios kisérleteink soran meghatarozzuk a két ponty mitf-1
génrdl atirodd mRNS méretét. Az mtf-1 gének 5° régidjara tervezett 3F-2R primerparral
felamplifikalt 200 bp-os DNS szakaszt hasznaltuk hibridizacidés probaként. Az agy
mintak estében kétféle mRNS-t tudtunk kimutatni. Az mitf-1.1 mérete kb. 3230 mig az
mtf-1.2 mRNS-¢ 3370 nukleotid volt. Az mitf-1.1/mtf-1.2 mennyiségének aranya 1,6
volt, mely jo1 kozelitette RT-PCR reakcidkban meghatarozott aranyokat az agyban.

5.5.2. Cd**-kezelés hatasa az mif-1 gének expresszidjara

10 mg/l koncentracidju Cd**-kezelés hatasat a majszdvetben és agyban, illetve
egyes agyrégiokban vizsgaltuk. Méajban a Cd*"-kezelés mérsékelt modon indukalta az
mtf-1.1 gén expresszidjat. 48 Ords inkubaldst kdvetden tapasztaltuk a legnagyobb, 210
%-0s mRNS szint novekedést. 96 6ra utan a mRNS szint lecsdkkent, a kontroll
allatokéhoz hasonld szinteket mértiink. A splice-varians mitf-1.1a és az mif-1.2 mRNS

nem volt kimutathaté mennyiségben jelen (14.A abra).
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A B 1.1 B H mtf1.1
' tf-1.2
45 - ] mtf1.2 45 - E mtf-1.1a
E mtf1.1a
40 - 40 -
35 - 35

30

(3]
I

25

o
I

*
20 4
15 | A % 15 |
10 - 10 -
0 - T T T ) 0 -
K 24 48 96

14. abra: Az mtf-1 gének expressziojanak valtozasa maj- (A) és agyszovetben (B)
24-96 6ras 10 mg/l-es Cd**-kezelést kovetden.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6zé kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).

Relativ mRNS szint
Relativ mRNS szint
NN

Agyban az mtf-1.1 mRNS szint nagymértékben lecsokkent Cd*" hatasara; mar
24 ora eltelte utan 40 %-os csokkenést tapasztaltunk. A legalacsonyabb szintet a 96 orés
kezelés utan mértik, itt a kontroll szintnek alig 20 %-at tudtuk kimutatni. Az mtf-1.1a
varians esetében 24 6ra utan 60 %-os, 96 ora utan mar 85 %-o0s csokkenést mértiink a
kontroll szinthez viszonyitva. Az mtf-1.2 transzkriptum esetében kisebb mértékil
csokkenést lattunk (14.B é&bra).

Tovabbi kisérleteink sordn parhuzamosan kovettiik két kiilon agyrégioban az
mitf-1.1 és mtf-1.2 mRNS-ek mennyiségi valtozasait. A szagldlebenyben mindkét mRNS
szint szignifikdns csokkenést mutatott. A legalacsonyabb értékeket 48 oras kezelés utan
mértiik, ekkor az mif-1.1 szint legfeljebb 35 %-a volt a kezeletlen allatokban
mérhetének, az mif-1.2-es transzkriptum nem volt kimutathatdé mennyiségben jelen
(15.A ébra).

A kisagyban az mitf-1.] mRNS esetében nem tapasztaltunk szignifikans
csokkenést. Az mitf-1.2 gén expresszidja azonban 24 oras kezelést kdvetden 60%-os
csOkkenést mutatott. 48 6ras inkubdlas utan, pedig hasonldan a szaglolebenyhez, az mif-

1.2 mRNS nem volt detektalhaté mennyiségben jelen (15.B 4bra).
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A W mtf-1.1 B W mtf1.1
60 1 [] mtf-1.2 60 4 [ mtf1.2
50 - 50
-t A -t
(= (=
a 40 | * ﬁ 40 |
(2] * (2]
£ 30 Z 3
£ A £ i
2 >
3 20 * A 3 20
['4 % % ['4 A
10 - 10 |
A bl A
* *
0 0
K 24 48 96 K 24 48 96

15. abra: Az mitf-1 gének expressziojanak valtozasa a szaglélebenyben (A) és a
kisagyi régiéban (B) 24-96 6ras 10 mg/l-es Cd**-kezelést kovetden.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6z6 kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).

5.5.3. As’"-kezelés hatasa az mtf-1 gének expressziojara

crcr

az mtf-1.1 mRNS szintjét (170-200 %). Viszont 48 o6randl a kontroll szinthez hasonlo
értékeket tapasztaltunk. Az mitf-1.1a splice-varidns szintje egyetlen pontban volt
kimutathatd a kezelések soran; 48 6ras kezelést kovetden csaknem az mif-1.1 mRNS
mennyiségével megegyez0 mif-I.la mennyiséget detektaltunk. Az mief-1.2
transzkriptum mennyisége egyik kezelési idopontban sem volt kimutathat6 (16.A abra).

Agyban az mtf-1.1 és az mtf-1.2 gének expresszidjat az elsd 48 Ordban nem
befolyéasolta szignifikdnsan az As’'-kezelés. A splice-varians mennyisége viszont 48
oras kezelést kovetden 180 %-os emelkedést mutatott; igy az mitf-1.1a és az mif-1.1
mRNS mennyisége ebben a kisérleti idopontban megegyezett. 96 oras fémterhelést
kovetden mindharom vizsgalt expresszido csokkent, a kontroll szint 55-60%-ara esett

vissza (16.B ébra).
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16. abra: Az mtf-1 gének expressziojanak valtozasa maj- (A) és agyszovetben (B)
24-96 6ras 10 mg/l-es As’* kezelést kovetéen.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6zé kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).

5.5.4. Hirtelen homérsékletvaltozas hatasa az mtf-1 gének expressziojara

A toxikus nehézfém-kezelések mellett egy fizikai stresszhatds, a hidegsokk
illetve 5 6ran at 7 °C-os hémérséklet csokkenésnek tettiik ki a halakat, majd 1 orara
visszahelyeztiik 6ket az inkubacios hdmérsekletre (1+1; 5+1).

Ma4jban az mtf-1.1 transzkriptum mennyisége szignifikdns ndvekedést 5+1 oras
kezelést kovetden mutatott. Az mif-1.2 mRNS egyik kezelési pontban sem volt
kimutathaté mennyiségben jelen (17. dbra).

Szagldlebenyben mindkét mif-1 gén expresszidja novekedett. Az mtf-1.1 mRNS
szintje 5+1 oOras hidegsokkot kovetden a kontroll szint 150 %-ara emelkedett, ezzel
szemben az mtf-1.2 expresszidja az 1+1 kezelés utan volt a legmagasabb, a kontroll
szint haromszorosa (18.A abra).

A kisagyban egyik gén expresszidjaban sem tapasztaltunk szignifikans valtozast

homérseklet-csokkenést kovetden (18.B abra).
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17. abra: Az mtf-1 gének expressziojanak valtozasa hirtelen homérsékletvaltozast

kovetdoen majban.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikans valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K) viszonyitva (P<0,05).
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18. abra: Az mif-1 gének expressziojanak valtozasa hirtelen homérsékletvaltozast
kovetden a szaglolebenyben (A) és a kisagyi régioban (B).

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6z6 kezelési ponthoz

viszonyitva (P<0,05).
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5.6. Ponty gpx gének expresszidja

5.6.1. A gpx gének szovetspecifikus expresszioja

Kezeletlen allatokban a legmagasabb gpx/ mRNS szinteket szivben tapasztaltuk.
Ennek csaknem 60 %-a volt detektalhatd vesében, kozel 50 %-a az izomban és az
agyban. A legalacsonyabb szintet (a sziv mRNS mennyiségének egyharmadat) majban
mértik.

Ezzel ellentétben a legmagasabb gpx4a mRNS szintek éppen a majszovetben
mutathatok ki. A majra jellemz6 mennyiségnek az agyban 40 %-a, izomban, vesében €s
szivben a 20-25 %-a volt mérhetd. Méjban a gpx4a expresszidja csaknem tizszerese volt
a gpxI-ének.

A gpx4b mRNS szintek minden szovetben alacsonyabbak voltak, mint a masik
két gpx gén szintjei. Az 6t vizsgalt szovet koziil négyben kozel azonos gpx4b mRNS
szinteket detektaltunk, azonban vesében a gpx4b nem volt kimutathatdé mennyiségben
jelen. A gpx4a/gpx4b egymashoz viszonyitott ardnya méjban volt a legmagasabb, 20:1;
mig szivben a legalacsonyabb, 5:1 (19.A ¢és C dbra).

Héarom kiilonb6zd, izolalt agyrégioban is vizsgaltuk a gének expressziojat.
Mindhéarom régidoban a gpx4a gén expresszidja volt a legmagasabb. A kisagyi régioban
mértiik a legmagasabb szintet, a masik két agyrégioban nagyjabdl a kisagyi expresszio
80 %-at mutattuk ki. A gpx/ és a gpx4b mRNS szintek nem voltak detektalhatod
mennyiségben jelen a kisagyban. A masik két régiot tekintve, a gpx4b a
szaglolebenyben, a gpx! mRNS szintje a kdzépagyi régidoban volt a magasabb, azonban

szintjiik legfeljebb az adott gpx4a szint felének felelt meg (19.B és D abra).

5.6.2. Cd**-kezelés hatisa a gpx gének expressziojara

A 10 mg/l koncentraciéju Cd*"-kezelés hatasat a majban és a szaglolebenyben
kovettiik, abban a két szovetben, ahol a kontroll allatokban a legmagasabb gpx4a (m4j)
illetve gpx4b (szaglolebeny) mRNS szinteket mértiik.

A gpxl gén expresszidja kiilonboz0 modon valtozott a két vizsgalt szovetben.

Maijban a 24 6rés kezelés jelentds, 75 %-os gatlast okozott, 48 orat kovetden pedig egy,
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2,5-szeres 1indukciot tapasztaltuk, amely a hosszabb idejli kezelések soran az
alapszinthez kozeli értékekre esett vissza (20.A abra). A szaglolebenyben a 24 oOras
kezelés okozott csaknem kétszeres gpx/ expresszid novekedést. A tObbi kezelési

idépontban viszont a kontroll allatokéhoz hasonl6 szinteket mértiink (21.A é&bra).

>

x1 x1
80 O agp 80 - O agp
70 - 70 -
£ 60 - £ 60
3 50 8 50
Z T Z
€ 40 & 40 |
£ 0 £ 0
2 30 2 30
& &
& 20 € 20
10 10 Iil
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
m3j vese sziv izom agy olf koz cer
C O gpx4a D ] gpx4a
250 , [1 gpx4b 250 ; [1 gpx4b
200 - I 200 -
E E
B o
»n 150 » 150
2 100 - 2 100
5 5
& &
50 | ’l‘ ’ll_l 50 |
0 = ‘ ‘ ‘ ‘ ) 0 ‘ :
maj vese sziv izom agy olf koz cer

19. abra: A gpx gének expresszidja kezeletlen ponty szovetekben (A és C) és harom
kiilonb6zo agyrégioban (B és D); a szaglolebenyben (olf), a kozépagyi régioban
(koz) és a kisagyban (cer).

Az egyes gének esetében a [-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk.
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20. abra: A gpxI (A) és a gpx4 (B) gének expressziojanak valtozasa majban 24-96
oras 10 mg/l-es Cd**-kezelést kovetéen.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6z6 kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).

A gpx4a expresszidjat majszovetben kevésbé befolyasolta a Cd*'-kezelés;
csupan a 96 oras kezelést kdvetden tapasztaltunk szignifikans valtozast, ekkor a kontroll
mRNS szint 175 %-at tudtuk kimutatni (20.B abra). A szaglélebenyben mar a 24 6rés
kezelés is szignifikansan csOkkentette a gpx4a mRNS szinteket. A legnagyobb gatlast
96 oOra utan tapasztaltuk, ekkor minddssze a kontroll szint 20 %-at tudtuk kimutatni
(21.B abra).

A gpx4b gén expressziojat a Cd*"-kezelés a vizsgalt koncentracidban mindkét
szovetben drasztikusan csOkkentette. Egyik kezelési idépontban sem volt kimutathato

mennyiségben jelen sem a majban, sem az agyszovetben (20.B és 21.B abra).
5.6.3. Hirtelen homérsékletvaltozas hatasa a gpx gének expresszidjara
A gpx gének expresszidjara is megvizsgaltuk az 1 illetve 5 o6rds 7 °C-os

homérseklet csokkenés hatdsait. Ebben az esetben vizsgaltuk a kozvetleniil a hidegsokk

hatasara €s az azt kovetd 1 0rés recovery periddus utan bekdvetkezd valtozasokat is.
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A gpxI mRNS szint majban 1 6rds és 1+1 Ords hidegsokkot kovetden is
szignifikans, 2x-szeres indukcidt mutatott, mig az 5 Oréds kezelések utan a kontroll
szinthez hasonlo értékeket mértiink (22.A é&bra). A szagldlebenyben, bar kismértéki
valtozasokat lattunk, de egyik sem mutatott szignifikans eltérést a kezeletlen allatokhoz

képest (23.A abra)
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21. abra: A gpxI (A) és a gpx4 (B) gének expressziojanak valtoziasa a
szaglélebenyben 24-96 6ras 10 mg/l-es Cd**-kezelést kivetéen.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6zé kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).

Mijban a gpx4a mRNS mennyisége minden kisérleti idépontban a kontroll érték
70-75 %-ara csokkent hideg kezelés hatdsara (22.B abra). A szaglolebenyben a gpx4a
gén expresszidja nem valtozott szignifikansan (23.B 4bra).

A gpx4b expresszidja majban az 1 Oras hidegkezelést kovetden érte el a
maximalis szintjét, 2,5-szeres indukcidét mutatott. A recovery periodusok alatt azonban a
kontroll szint ald csokkent a gpx4b mRNS mennyisége (22.B abra). A szaglolebenyben
minden kezelési pontban drasztikus gpx4b mRNS szint csokkenést detektaltunk,
legfeljebb a kontroll szint 20 %-at tudtuk kimutatni (23.B abra).

59



EREDMENYEINK

A [ gpx1 B ] gpx4a
80 - * 250 - ] gpx4b
70 - * I
200 - *
£ 60 £ * * *
N N
] ] T
«n 50 0 150 B T ==
g 40 A x
£ i £
2 30 - 2 100 -
5 K
€ 20 A &
50 - * A A
10 - * *
0 ; ; ; ; ﬂ ‘ 0 sl —] T ] —
K 1 1+1 5 5+1 K 1 1+1 5 5+1

22. abra: A gpxI (A) és a gpx4 (B) gének expressziojanak valtozasa a majban
hirtelen hémérsékletvaltozast kovetéen.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6z6 kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).
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23. abra: A gpxI (A) és a gpx4 (B) gének expressziojanak valtozasa a
szaglolebenyben hirtelen hémérsékletvaltozast kovetéen.

Az egyes gének esetében a f-aktin-hoz viszonyitott mRNS szinteket abrazoltuk. A
szignifikdns valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K), A az el6z6 kezelési ponthoz
viszonyitva (P<0,05).
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5.7. Cd**-kezelés hatdsa a majszovetben
5.7.1. Majsejtek oxidativ karosodasat jellemz6 paraméterek vizsgalata

Kisérleteink soran tobb szempontbél szerettiik volna vizsgalni a Cd*'-terhelés
kovetkezményeit. Ismert, hogy a nehézfém-kezelések jelentds oxidativ stresszhatasnak
tehetik ki a szervezetet.

A lipidperoxidacio mértékének és a DNS-szaltorések szdmanak ndvekedése az
oxidativ sejtkarosodas két jellemzé paramétere. A 10 mg/l-es koncentracioju Cd*'-
kezelt mé4j mintakban meghataroztuk a lipidperoxidaciora utald6 MDA koncentraciojat

illetve az egy- és kétszala DNS-ek aranyat.
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24. abra: A lipidperoxidacio (A) és a DNS-karosodas valtozasa (B) 24-48 oras 10
mg/l Cd**-kezelés hatasara majban.

A lipidperoxidacio egyenesen aranyos az MDA mennyiségével. A DNS-karosodasra az
egy- ¢s kétszala DNS-ek egymashoz viszonyitott aranyabdl kovetkeztethetiink. A
szignifikans valtozasokat * jeloli a kontrollhoz (K) viszonyitva (P<0,05).

Az MDA mennyisége 24 oras kezelést kovetden szignifikdnsan megnott,
azonban 48 oras kezelés utan a kontrollhoz hasonld szintre csokkent vissza (24.A abra).
A egy- ¢és kétszali DNS-ek egymashoz viszonyitott ardnyanak csokkenése a DNS-
torések szamanak novekedését mutatja. 48 oras Cd*-kezelést kdvetden szignifikans, 5

%-os csokkenést tapasztaltunk (24.B abra).
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5.7.2. Majsejtek glutation homeosztazisanak vizsgalata

Az oxidativ stressz hatasara a sejtekben lezajlo valtozasok egy masik jellemzd
paramétere a sejtek glutation homeosztazisanak valtozasa. Mig a GPx-ok a miikodéstik
soran koszubsztratként GSH-t oxid4lnak, ezaltal a GSSG mennyiségét novelik, a GR
enzim a GSSG visszaredukélasaval biztositja a glutation-ciklus fenntartdsat.

A Cd*"-mal kezelt pontyok méajszvetében a GSSG/GSH arany 48 Oras kezelést
kovetden csaknem haromnegyedére esik vissza. A GSSG mennyisége kis mértékben
csokken, de a redukdlt GSH mennyisége szignifikdns novekedést mutat. A GR

aktivitasa 24 ¢és 48 oras kezelést kovetden is 35-40 %-os ndovekedést mutat (25. dbra).
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25. abra: A redukalt és oxidalt GSH aranyanak és a GR enzim aktivitasanak
valtozasa 24-48 6ras 10 mg/l Cd**-kezelés hatasira majban.

Tovabbi kisérleteink soran kovettilk a GPx enzimek aktivitasdnak valtozasat
Cd*"-kezelést kovetden. Bar nem tudtunk szignifikins valtozasokat kimutatni, de 24
oras Cd* -kezelést kovetden mind az ssz-gpx (gpxl + gpxda + gpx4b) mRNS szint,

mind az 6ssz-GPx enzimaktivitas enyhe indukcidot mutatott (26. abra).
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26. abra: A majsejtekben mérheto ossz-gpx (gpxI + gpx4a + gpx4b) mRNS szint és
GPx aktivitas valtozasa 24-48 éras Cd* -kezelést kivetden.
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6. EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA és MEGBESZELESE

A nehézfém-szennyezés a kornyezetvédelem még napjainkban is nagy
aktualitassal bird problémadja; kiilondsen igaz ez folyd-, és allovizeink, illetve a benniik,
a vizzel szoros kapcsolatban €16 ¢€lolények szemszogébdl. Raadasul a nehézfémek
felezési ideje rendkiviil hosszu; Cd2+-expoziciét kovetden 10-30 év, ezért nehézfém-
terhelés esetén a hosszantart6 toxicitassal is szamolnunk kell.

Az elmult években munkacsoportunk egyik f6 célja volt minél tobb, a stressz-
valaszadasban szerepet jatszo géncsalad tagjainak azonositdsa €s szerepének vizsgalata
kiilonb6zd halfajokban. A dolgozatban leirt kisérleteket ponttyal végeztiik. A ponty egy
gazdasagilag is nagy jelentdséggel bird halfaj. Errdl a fajrol viszonylag kevés
génexpressziora vonatkozd informacid talalhato az irodalomban. A dolgozatban leirt
munkank soran két géncsalad, az mtf-1 transzkripcids faktor és a gpx csalad tobb tagjat
vizsgaltunk. Jelenlegi ismereteink szerint mindkét vizsgalt csaldd nélkiilozhetetlen tagja
a Cd”" hatésara aktivalodo stresszvalasz utvonalainak (Wimmer és mtsi., 2005).

Régota ismert, hogy a MT azon kevés fehérjék egyike, mely denaturdlodas
nélkiil képes a Cd*" megkotésére (Suzuki, 1992). A MT-ek expresszidja elsdsorban
transzkripciondlis szinten szabalyozodik, szabalyzasanak fiziologias €s stressz-indukalt
koriilmények kozott is nélkiilozhetetlen eleme az MTF-1 transzkripcios faktor.

A nehézfémek altal kivaltott stresszreakciok masik csoportja a glutationokhoz
kapcsolodik. A redukalt GSH szabad SH-csoportja révén kénnyen megkéti a Cd* -ot,
ezaltal bizonyos mértékig védi a fehérjéket a denaturdlodastol. Emellett a GSH-t
koszubsztratként hasznalva egyes antioxidans enzimek, mint a GPx csaldd tagjai,
képesek redukdlni az oxidativ stressz hatdsara fokozottan képz6dé H,O,-ot és egyes
szerves lipidperoxidokat.

Munkéank eredményei nagyban hozzajarulhatnak a halak hatékony védekezo

rendszerének részletesebb megismeréséhez.
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6.1. MTF-1

Kisérleteink soran sikeresen izolaltuk két MTF-1 transzkripcios faktor génjét
(mtf-1.1 és mtf-1.2) egy ugyanazon fajbol, mely példa nélkiili az irodalomban. Emellett
vizsgaltuk a két gén expresszids valtozédsait nehézfém-kezelések illetve hirtelen
homeérseklet-valtozast kdovetden.

A szekvencia-analizis vizsgalatok eredményei alapjan a két ponty mitf-1 gén
szekvenciaja 98 %-ban azonos egymassal. A Zn-finger DNS-k6t6 doméneket kodolo
szakaszok megegyeznek egymassal, a nukleotid kiilonbségek kizardlag a C-termindlis
transzaktivaciés doméneket kodolo régiokon talalhatoak.

A ponty mitf-1 géneket Osszehasonlitva a GenBank-ban megtalalhaté mif-1
szekvenciadkkal, mindkét altalunk azonositott ponty gén a zebradani6 mitf-1 génjéhez
mutatja a legnagyobb hasonlosagot. Kisérleteink ideje alatt a GenBank adatbazisdba
bekeriilt egy ujabb ponty mif-1 szekvencia (Muylle, Belgium). Ezt a szekvenciat
Osszehasonlitva az altalunk azonositott ponty mi#f-1 génekkel, a DNS-k6té doméneket
kodolo régiok hasonlosdga 95 %-os, azonban a transzaktivacids doméneket kodolo
részek csak 62-63 %-ban azonosak egymadssal. A belgiumi és a magyar pontyok mtf-1
szekvenciai kozotti jelentds eltérés okai lehetnek a tobb évszazados tenyésztés
kovetkeztében kialakult szdmos pontyfajta kozti fajtakiilonbségek, a foldrajzi izolacio
illetve a ponty tetraploid jellege is. De figyelembe kell venniink azt is, hogy Muylle és
munkatarsai epithelioma papulosum cyprini (EPC) sejtvonalbol azonositottdk a
harmadik mtf-1 szekvenciat. Ezt a sejtvonalat a ponty epidermisz herpesz virus altal
indukalt abnormalis novekedésii sejtjei alkotjak (Fijan és mtsi., 1983). Mi a kisérleteink
soran az mtf-1 gének azonositasahoz kifejlett pontyokbdl izolalt m4j- és agymintakat
hasznaltunk. Azért, hogy ezt a harmadik mitf-I szekvenciat is vizsgélhassuk, a
GenBank-ban elhelyezett szekvencia informaciok alapjan specifikus primereket
terveztiink. Felhasznalasukkal ponty genomidlis DNS-bdl, illetve mdj, vese, bor €s
agyszovetbdl preparalt cDNS mintdinkbdl probaltuk felamplifiklni az altalunk még
nem azonositott mif-1 szekvenciat, ezirdnyu kisérleteink azonban nem jartak sikerrel.

Tovabbi kisérleteink sordn a ponty mif-1.1 és mtf-1.2 gén azonositdsa mellett

izolaltuk az mtf-1.1 splice-variansat is (mtf-1.1a). A splice-varians a szekvencia-

65



EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA és MEGBESZELESE

analizis alapjan 103 nukleotiddal rovidebb, mint az mif-1. A japan gombhal ismert
genomialis mtf-1 szekvencidjdval Osszehasonlitva a ponty mif-1.1a szekvenciat, a
hetedik exon kivagodasa valoszinilisithetd. A delécidé miatt az MTF-1.1a fehérje
szekvenciajaban egy frame shift alakul ki, mely megvaltoztatja a fehérje C-termindlis
aminosav-0sszetételét. Az N-termindlis domének azonosak az MTF-1.1 fehérjével, igy
az izoforma feltételezhetéen képes kotddni a target gének promoterében taldlhato MRE
szekvencidkhoz, de a transzaktivacids domének hidnya miatt az eredeti formajaban nem
képes ellatni a funkciojat. Az MTF-1.1a izoforma C-termindlisan nagyszamu leucin és
mas egyeb hidrofob aminosav taldlhaté meg, melyek periodicitasa miatt feltételezhetd
egy leucin-zipperhez hasonl6 fehérje-k6té domén kialakulasa.

Szamos példa talalhatdé az irodalomban, hogy egy transzkripcidés faktor az
alternativ splicing soran elveszti transzaktivacids doménjeit. Ilyen példa a STAT3
transzkripcios faktor, mely egyes citokinek, novekedési faktorok, illetve a MT-ek
expresszidjat is szabalyozza. A STAT3[ szekvencidjaban egy delécié miatt kialakulo
frame shift a fehérjeszintézis korai terminaciojat, €s emiatt a transzaktivacios domén
teljes hianyat okozza. A STAT3[ hatdsos negativ regulatora a STAT3 kdozvetitette
génaktivacionak, mivel az ép STAT3 fehérjékkel kompeticioban kotddik a target gének
promoterrégiojdhoz, de az aktivdld6 domén hidnya miatt nem képes indukalni azok
expresszidjat (Caldenhoven és mtsi., 1996).

Emldsok esetében egyenldore csak feltételezik MTF-1 izoformak jelenlétét
(LaRochelle és mtsi., 2001). Azonban tobb halfajbol all rendelkezéstinkre mtf-1 splice-
variansokrol a GenBank-ban elhelyezett szekvencia informéci6. Szivarvanyos
pisztrangbol (Oncorhynchus mykiss) 4 varidns szekvencidja ismert, melyek ko6zos
jellemzdje, hogy a C-termindlis transzaktivacidos doménekbdl egy vagy tobb szakasz
hianyzik, ezeknél azonban nem alakult ki frame shift. Egy tilapia fajbdl (Oreochromis
aureus x O. niloticus) is izolaltak mtf-1 varianst, esetében a teljes transzaktivacioért
felelds rész és a hatodik Zn-finger domén is hianyzik.

Az MTF-1 a Zn-homeosztazis egyik legismertebb szabalyzo6 faktora
magasabbrendii eukariotakban. Kutatasaink kezdetén mégis nagyon kevés adat allt
fehérje poszttranszlacios szabalyozhatosagat (Smirnova és mtsi., 2000; Saydam ¢€s mtsi.,

2001; 2002) és target génjei transzkripcidjat tanulmanyoztak (Hermesz és mtsi., 2001;

66



EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA és MEGBESZELESE

Lichtlen és mtsi., 2001; Muylle és mtsi., 2006; Choi ¢s mtsi., 2007). Az eddigi egyetlen
mtf-1 alapexpresszid vizsgalat sordn Auf der Maur és munkatérsai (2000) Northern
hibridizacioval nem tudtak kiilonbségeket kimutatni az egyes ragcsald szévetek kozott
(maj, vese, sziv, izom, tiido, 1ép, agy). Egy masik kutatocsoport sejtkulturakon vizsgalta
Northern hibridizacioval a gén expressziodjaban bekovetkezé valtozasokat, de sem Cd*",
sem H,0O,-kezelés hatdsara nem tudtak transzkripcionalis valtozdsokat kimutatni (Bi €s
mtsi., 2000).

Az altalunk végzett RT-PCR vizsgalatok eredménye az els6, mely az mitf-1
gén(ek) szovetspecifikus expressziojat és indukalhatosdgat bizonyitja (3. tablazat).
Cheuk ¢és mtsi. (2008) zebradanid sejtvonalakban veliink parhuzamosan végzett
vizsgalatai szintén alatdmasztottak az mef-1 gén transzkripcionalis szintli szabdlyozasat.
Farokuszonyb6l és majbol szarmazo sejtvonalakban Cd*'- és As®-kezelést kdvetSen is
szovet-, és fém-specifikus expresszios valtozadsokat mutattak ki.

In vivo kisérleteink soran ponty mdajban, a méregtelenités egyik legfontosabb
szervében, ahol a MT gének expresszidja a legnagyobb indukalhatosdgot mutatta
(Hermesz és mtsi., 2001; 2002), az mtf-1.1 alapexpresszioja a legalacsonyabb volt az
altalunk vizsgalt szovetek koziil, és emellett sem az mif-1.2, sem az mtf-1.1a splice-
varians nem volt kimutathat6. A fém-kezeléseket kovetden is egy legfeljebb kétszeres
mtf-1.1 indukciot tudtunk kimutatni majban.

Ismert, hogy az idegrendszer sejtjeire rendkiviil magas Zn®'-koncentraci6
jellemz6, mivel a fehérjékben jatszott szerkezeti szerepe mellett a Zn*" masodlagos
intercellularis szignal messenger is (Choi és Koh, 1998). Mivel az MTF-1 szerepet
jatszik a sejtek Zn®"-homeosztazisinak fenntartasaban, kutatdsaink soran kiilon
figyelmet forditottunk az agyban, illetve a kiilonbozé agyrégiokban az mif-1
génexpresszid szabalyozasra. Az mif-1.2 mRNS-t kontroll és kezelt allatok esetében is
egyediil az agyszOvetben tudtuk kimutatni. Kezeletlen allatokban az mif-1.1 és mtf-1.1a
expresszid agyszovetben a legmagasabb. Cd*"-kezelést kdvetéen mindharom vizsgalt
transzkriptum szintje csokkent az agyban.

A nehézfém-kezelések mellett elséként vizsgaltuk egy fizikai stresszhatas, a
hirtelen hidegsokk mtf-1 transzkripciéra gyakorolt hatdsat. A hipotermidrol egyrészt
tudjuk, hogy jelentdsen befolydsolja a MT gének expresszidjat (Hermesz és mtsi., 2001;

Ali és mtsi., 2009), masrészt a sejtek Zn’'-haztartasat is megvaltoztatja szovetspecifikus
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moédon (Carrasco €s mtsi., 1999; Izgiit-Uysal ¢s mtsi., 2000; Hermesz ¢és mtsi., nem
publikalt eredmények). A méjban és az agyban a hidegsokk a Zn*'-koncentracio
nagymértékii, de ellentétes irdnyu valtozasat okozza. Az MTF-1 transzkripcids faktor
fontos szerepet jatszik a sejtek Zn>-homeosztazisiban résztvevd fehérjék (MT, ZnT1)
expresszidjanak szabalyzasdban. Az mitf-1 gének expresszidja mindkét szdvetben
indukciot mutat hirtelen homérséklet-csokkenés hatasara, ami az MTF-1 faktor

megndvekedett szerepére utal.

6.2. GPx

A GPx régota ismert antioxidans hatdsu enzimcsalad, melynek tagjai az oxidativ
stressz hatasara a sejtekben keletkezé H,O,-t €s egyes szerves hidroperoxidokat képesek
semlegesiteni, redukalt GSH-t hasznalva koszubsztratként. Szamos publikacio jelent
meg a GPx enzimaktivitas és a fehérjeszintek mennyiségi vizsgalatair6l, azonban csak
néhany kisérlet soran végeztek transzkripcionalis szintli vizsgalatokat (Thimmalapura €s
mtsi., 1995; Thisse €s mtsi., 2003; Kang ¢és mtsi., 2004; Choi és mtsi., 2007). Pontybol
els6ként mi azonositottuk a gpx csalad tagjait (gpxI, gpx4a ¢és gpx4b) és ezzel
parhuzamosan vizsgaltuk az expresszios valtozasaikat Cd*'-, illetve hidegkezeléseket
kovetden (3. tablazat).

A gpx4 géncsalad egyik jellegzetessége, hogy amig emldsokben, madarakban, és
szamos halfajban egy-egy gpx4 gén azonosithato, egyes halfajokban (zebradanio, lazac,
aranyhal) két gpx4 gén (gpx4a és gpx4b) mutathatod ki. Hozzajuk hasonl6an pontybol is
két gpx4 gén volt izolalhatd. A ponty gpx4a és gpx4b gének 79 %-ban azonosak
egymassal, ¢s mindkét gén a zebradani6 ortolog génjéhez mutatja a legnagyobb
hasonlosagot (gpx4a 89 %; gpx4b 92 %).

Thisse ¢s mtsi. (2003) vizsgalataik sordn zebradanido embriokbol két gpx/ gént
(gpxla és gpx1b) tudtak izolalni, azonban nincs mas példa sem az irodalomban, sem a
GenBank szekvenciai k6zott arra, hogy két gpx/ gént azonositottak volna ugyanabban a
fajban. Pontyban egy gpx/ gén azonositdsa tortént meg, mely a pontyfélek koze tartozo
amur gpx/ szekvenciajahoz mutatja a legnagyobb (91 %) hasonlosagot. Azok a GPx
csalad tagjaira jellemzd aminosavak, melyek a fehérjék aktiv centruménak

kialakitdsaban vesznek részt, és konstitutivan megtalalhatok minden koradbban ismert
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fajban (Erdélyi és mtsi., 1999; 2000), a ponty GPx4 és GPx1 fehérjékre is specifikusak.

Az altalunk izolalt ponty gpx/ és gpx4 illetve a GenBank-ban elhelyezett gpx
szekvencidk felhasznalasaval elkészitettiink egy torzsfat, amely egy olyan filogenetikai
elemzés eredményeit abrazolja, mely a halaktol az emldsokig terjedd széles
spektrumban vizsgalta a jelenleg ismert gpx-ok filogenetikai viszonyait.

Tobb halfajbol, koztiik Cyprinidae csaladba tartozo fajokbol is ismert a gpx/ gén
expresszidja. Fehér busaval (Li és mtsi., 2007) és aranyhallal (Choi és mtsi., 2007)
végzett kisérletek soran majban mérték a legmagasabb gpx/ expressziot, emellett a
Salmonidae csalddba tartozo sebes pisztrang (Salmo trutta) majdban a vesére jellemzd
gpx szint kozel 200-szorosa volt mérhetd (Hansen ¢és mtsi, 2006). Az irodalmi
adatokkal ellentétben, ponty majban a gpx/ transzkriptum az altalunk vizsgalt szovetek
koziil a legalacsonyabb mennyiségben volt jelen.

Kezeletlen és Cd*"-mal kezelt aranyhalak agyaban egyaltalan nem tudtak gpx!
expressziot detektalni (Choi és mtsi., 2007). A kontroll pontyok agyanak bizonyos
régioiban azonban a majban mért gpx/ értékek kozel kétszerese volt kimutathato.

Patkanyoknal a tesztiszben mérhetd a legnagyobb gpx4 mRNS szint, mivel a
spermiumok érésében is nagy szerepet jatszik a gpx4, a tobbi szovet kozil vesében
mérték a legnagyobb értékeket, ezt koveti a sziv, az agy és a maj (Thimmalapura ¢€s
mtsi., 1995). A gpx4 gének expresszids mintdzatarol felndtt halakban nincsenek
irodalmi adatok. Zebraddnidé embriondlis eredmények alapjan ismert, hogy
majszévetben mindkét gén (gpx4a, gpx4b) expresszaldodik, de a fejlodé agyrégiokban
csak a gpx4b mRNS szint mutathaté ki (Thisse és mtsi., 2003). A ponty gpx4a
expresszidja majban, mig a gpx4b-¢ a szagldlebenyben volt a legmagasabb, mely
hasonlit a zebradaniokban mért mintdzathoz. Ponty majban a gpx4a/gpx4b arany
kiilonosen magas, csaknem 20:1. Tekintettel arra, hogy a gpx4a mennyisége kozel
tizszerese a gpx/-nek ponty majban, az irodalmi adatok hidnya mellett is
feltételezhetjiik, hogy a gpx4a-nak fontos szerepe lehet ebben a szovetben fiziologias
koriilmények kozott. Ismert, hogy a GPx4 fehérjék a H,O, mellett képesek redukalni
egyes lipid-hidroperoxidokat, a koleszterint és a koleszterol-észtereket is (Maiorino és
mtsi., 1991). Tonhal esetében is majban a gpx4 expresszidja magasabb, 1,6-szorosa a
gpxI mennyiségének (Thompson és mtsi., 2010), azonban patkdnyok mdajaban a gpx/

mRNS szintek €és az enzim aktivitdsa is tobbszore a gpx4 értékeknek (Weiss Sachdev és
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Sunde, 2001).

Cd**-terhelést és hidegkezelést kdvetSen stressz-, id6-, és szovetspecifikus
valtozasokat detektaltunk a gpx gének expresszidjaban. A gpx/ gén indukciojat
tapasztalhattuk fémterhelés hatasra bizonyos idépontokban majban ¢és szaglolebenyben
is. Adataink hasonlitanak egy osztriga faj (Crassostrea gigas) eredményeihez; gpx
expresszid novekedést detektaltak 3 napos, viszonylag alacsony koncentraciojn Cd*'-
kezelést kovetéen (Jo ¢€s mtsi, 2008). Halakban kevés irodalmi adat all
rendelkezésiinkre; az aranyhalban Cd*-kezelést kovetéen mar 12 éra elteltével sem
majban, sem vesében, sem agyban nem tudtak gpx/ transzkripciot kimutatni (Choi és
mtsi., 2007).

A gpx4 gének esetében nincs osszevethetd irodami példa sem a Cd**-kezelések,
sem a fizikai stresszhatasra adott valaszok esetében. A gpx4a gén esetében szovet- €s
stresszspecifikus valtozasokat lattunk, mig a ponty gpx4b mRNS szintek Cd*'-
kezeléseket kovetden nem detektalhatoak egyik vizsgalt szovetben sem, ¢&s
hidegkezeléseket kovetden is az alapszinthez képest csokkent expresszids értékeket

mutattak.

6.3. Cd**-kezelés hatisa a majban

Ismert, hogy a mdj a szervezet méregtelenitésének egyik fontos kozpontja,
szerepe van az egyes toxinok, szerves vegyiiletek és a nehézfémek elleni védekezésben
is. A Cd*" és mas nehézfémek a halak kopoltytjanak epitéliuman, a bdron és az emésztd
traktuson at jut be a halak szervezetébe (Mzimea et al., 2003), az akkumulacioja elészor
a majban, majd a kopoltyaban ¢és a vesében torténik (Firat et al., 2008).

Szamos kiilonalld irodalmi adat all rendelkezésiinkre a patkanyok és egyes
halfajok majaban zajlo stresszreakciokrol Cd*"-kezelést kovetSen. Kisérleteinkkel egy
atfogd képet szerettiink volna nyujtani a Cd*"-kezelés hatasair6l ponty méajban,ezért
kovettiikk tobb, a nehézfémekkel szembeni védekezésben szerepet jatszo gén
expressziojat. A Cd*" elleni specifikus védekez6 mechanizmusok f6 elemei a fémkotd
MT-ek, és a transzkripciojukat szabidlyz6 MTF-1 fehérjék. A maj méregtelenitésében
betoltott szerepiiket jol mutatja, hogy a ms-ek expresszidjanak indukcidja majban a

legmagasabb Cd*"-kezelést kdvetben (Hermesz ¢és mtsi., 2001; Ali és mtsi., 2009;
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2010). Az mtf-1.1 gén expresszidja szintén indukcidt mutat transzkripcionalis szinten,
az mtf-1.2 gén expresszidja ¢és az mif-1.1a splice-varians azonban nem mutathat6 ki
majban.

Azért, hogy pontosabb képet kaphassunk egy viszonylag nagy dézisa Cd*'-
kezelés hatdsara a pontyok majaban lezajlo valtozasokrol, a stresszgének
expresszidjanak vizsgalata mellett, vizsgaltuk a sejtek karosodasara utald paraméterek
¢s az antioxidans védekez0 rendszer néhany kulcsenzimének aktivitas-valtozasait is. Az
irodalomban kevés, a mieinkkel O6sszevetheté adat talalhatoé a Cd*-kezelés hatasara
lezajlo valaszreakcidokrol, mivel a legtobb kisérletet ragesalokkal végeztek.

A sejtkarosodas leggyakrabban vizsgalt paraméterei koz¢ tartoznak az MDA
mennyiségének (lipidperoxidacio) és a DNS szaltorések mértékének meghatarozasa.
Irodalmi adatok szerint in vitro Cd*"-kezelések soran a kétféle karosodas nem korrelal
teljes mértékben egymassal sem akut, sem kronikus kezelést kovetden (Lopez-Ortal és
mtsi., 1999). In vivo patkany kezelések soran a lipidperoxidacié mar 4 oras Cd*'-
kezelést kovetden is emelkedett értékeket mutatott a majsejtekben (Ikediobi €s mtsi.,
2004; Amara és mtsi., 2006; Ognjanovic €s mtsi., 2008). Rau ¢és mtsi (2004) kutatasai
alapjan a halak sejtjei érzékenyebbek a lipidperoxidacidra, mint a patkény sejtek, melyet
a kétértekli fémionok altal indukalt Fenton-reakcidok eltéré mértékével magyardztak.
Ponty majban a 24 6ras Cd*"-terhelést kovetéen az MDA koncentracié novekedését
detektaltuk, azonban 48 oOras kezelést kovetden az alapszinthez kozeli értékeket
mértiink. Ennek magyarazata lehet, hogy a ponty majban példatlanul nagy
mennyiségben expresszalodik a lipidperoxidok redukalasaban szerepet jatszo gpx4.

A DNS ¢és a DNS-repair rendszer sériilésére utald kdrosodas az egyszalia DNS-
ek szamanak szignifikans novekedése, mely ponty méajban 48 oras Cd*"-kezelés utan
figyelhetd meg. Ismert, hogy a Cd>" jelentésen befolyasolja a génexpressziot, drasztikus
mértékben csokkenti a patkdny majsejtek 0ssz-RNS és fehérje tartalmat is (Latinwo és
mtsi., 2008). A Cd*"-kezelés DNS karosito hatasairol az irodalomban in vitro és in vivo
patkanykezelések allnak rendelkezésiinkre. A Cd*"-kezelés hatésara, az egyszali DNS-
ek szama novekedett (Badisa és mtsi., 2007). Azonban Cd*'-terhelés esetén a Zn®"
¢s/vagy Se fokozott jelenléte jotékony hatdsu; nemcsak a DNS karosodas mértéke, de a
méajban felhalmozddé Cd*" mennyisége is csokken (Ognjanovic és mtsi, 2008;

Haldsrud ¢és Krokje, 2009).
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Egy tovabbi, sejtkdrosodasara utald paraméter a sejtek redukalt GSH
tartalmanak csokkenése, mely megfigyelheté Cd*"-mal kezelt patkanyoknal, illetve
mind a GR, mind a GPx enzimek aktivitasa csokkenést mutat (Ikediobi és mtsi., 2004;
Renugadevi és Prabu, 2009). Ezzel szemben mi ponty majban ellentétes irdnyu
valtozasokat lattunk; a sejtek redukalt GSH szintje novekedett Cd*"-kezelést kdvetSen,
mely a GSH homeosztazisdban szerepet jatszo enzimek aktivaciojara utalhatnak.
Tovabbi kisérleteink, a GR és a GPx enzimek aktivitasainak valtozasai is hasonlo
eredményeket mutattak. Pontyban a GR enzim szignifikans indukcidjat tapasztaltunk,
mely okozhatja a md; GSSG szintjének csokkenését, igy a redukalt GSH szint
novekedését. Hasonlo GR €s GPx aktivitasvaltozasokat tapasztaltak egy masik halfajon,
nilusi tilapian (Oreochromis niloticus) végzett Cd* -kisérletek soran is (Almeidaa és

mtsi., 2002).

A kadmium arzén hidegsokk
maj | agy | szaglélebeny | kisagy maj agy | maj | szaglolebeny | kisagy
mtf-1.1 | T [ I { - T { T T -
mtf-1.2 | - { il il - { - T -
mtf-1.1a | - 1 NV NV Tt N NV NV NV
B kadmium hidegsokk
maj szagloélebeny maj szaglo6lebeny
gpx1 It 1 1 -
gpx4a 1 J J -
gpx4b | 11 il N il

3. tablazat: Az mtf-1 (A) és a gpx (B) gének expressziojanak vizsgalatanal elvégzett
kisérletek rovid attekintése.

A legfels6 sorokban a kezelések, a masodik sorban a vizsgalt szovetek lathatok. A
tablazatban (1) jeloli, ha a kezelések hatdsara a kontroll allatokban mérhet6 mRNS
szintekhez képest ndvekedést, (|), ha csokkenést lattunk. (1]) jeloli, ha a kiilonb6zo
vizsgalt idépontokban eltérd irdnyu valtozasokat detektaltunk. (-) jeloli, ha a vizsgalt
idépontokban nem volt szignifikans valtozas. (NV) jeloli az altalunk nem vizsgalt
paramétereket. A nyilak szdma az indukcié mértékére utal.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Legnagyobb koszonettel témavezetdmnek, Dr. Hermesz Editnek tartozom, aki
egeész ¢letemet dontden meghatarozta €s folyamatos tdmogatasa, hihetetlen tiirelme €s
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9. OSSZEFOGLALO

Kornyezetiink, és ezen beliil folyo-, és allovizeink szennyezése napjainkban is
visszatérd és jelentds problémaja tarsadalmunknak, mely aktualitasat fokozhatjak egyes
katasztrofa helyzetek, mint példaul a Tiszan végigsopréd 2000. évi cidn- €s nehézfém-
szennyezés. A vizeinkben €16 halak szaméra fokozott veszélyt jelent, hogy nem csak a
taplalékkal egyiitt halmozhatjak fel testiikben az idegen anyagokat, de kopoltyajukkal és
boriikkel 4llando, szoros kozelségben vannak a vizzel, és a vizben oldott anyagokkal.

A nehézfémek szadmos élettani folyamatot befolyasolhatnak; kozvetleniil
karosithatjak a sejt fehérjéit és az 6rokitd anyagat, masodlagos hatasként pedig reaktiv
oxigén szabadgyokok és intermedierek (ROS) képzddését gerjeszthetik, melyek
fokozott sejt-, és szovetkdrosodast idézhetnek eld. A kornyezet stresszhatdsaira adott
gyors valaszadas képessége, illetve az annak soran aktivalodd gének és fehérjek
rendszere altalanos jellemzdje az ¢€lélényeknek, ¢és nagyfoki homologiat mutat a
baktériumoktol kezdve, egész az emldsokig.

Jelenlegi ismereteink szerint a nehézfém-kezelést kovetd stresszvalasz legfébb
utvonalai; egyrészt a nagymennyiségli fémion megkdtésére képes metallothioneinek
(MT) és a transzkripcidjukat elsddlegesen szabalyzo metal-responsive transcription
factor (MTF-1), masrészt a redukalt glutation (GSH) és egyes enzimek, mint példaul a
glutation peroxidazok (GPx), a glutation reduktdz (GR) és a glutation szintetaz (GSS).
A kisérleteink soran vizsgalt mtf-1, gpxl és gpx4 gének kulcsfontossagli tagjai ezen
védekezd rendszereknek. Expresszids mintdzatuk és annak valtozasainak vizsgalata
hozzajarulhat a stressz-valaszadas részletesebb megismeréséhez. Mivel kisérleteinket in
vivo, kifejlett allatokon végeztiik, igy eredményeink valosziniileg jol kozelitik a valos
okoszisztémakban bekovetkezd valtozasokat.

A MT-ek fontos szerepet jatszanak az esszencidlis fémionok megkotésében,
raktarozasaban és szallitdsaban, azonban szereplik méginkdbb fokozddik, ha toxikus
nehézfémek jutnak a szervezetbe. Mai ismereteink szerint a MT-ek denaturalédas nélkiil
képesek a Cd*" és mas fémionok megkotésére. A MT-ek expresszidja elsédlegesen
transzkripcionalis Uton szabdlyozddik, a folyamat egyik kulcsszerepldje a Zn-fiiggd

MTF-1 faktor.
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A kétértékli fém-ionok a szervezetben masodlagos hatasként szabadgyokok
képzédését indukaljadk. A GPx enzimek az antioxiddns védelmi rendszer
nélkiilozhetetlen elemei. Jelentds szerepet toltenek be a ROS karos hat4saival szembeni
védekezésben, képesek a H,0,-t, egyes szerves lipidperoxidokat ¢és koleszterol-
észtereket redukalni, GSH oxidacioja mellett. A foszfolipid hidroperoxid GPx-ok
(GPx4) kozvetleniil képesek a membranokhoz kapcsoldédni, és meggatolni a gyokos
lancreakciok iniciacidjat. Tobb halfajbol azonositottak mar gpx géneket, azonban
expresszidjukrol és indukalhatdsagukrol jelenleg is nagyon kevés adat ismert.

Munkacsoportunk 6 célja minél tobb, a stressz-valaszaddsban résztvevo
géncsalad azonositdsa halakban €s szerepiik vizsgalata a kornyezeti stresszhatasokkal
szembeni védekezésben. A dolgozatomban szerepld kisérletek kezdetén célul thiztiik ki
az MTF-1 transzkripcios faktort és a GPx csalad két legismertebb tagjat, a GPx1-t és
GPx4-t, kodold gének azonositasat pontyban.

Mivel az mtf-1, és a gpx gének esetében nem allt rendelkezésiinkre szekvencia
informacid pontybdl, ezért eldszor a GenBank-ban taldlhatdé hal és emlds fajok
szekvenciai alapjan olyan primereket tervezziink, melyek lehetdvé tették a vizsgalni
kivant gének azonositdsat, egy-egy hosszabb szakaszanak felamplifikalasat. A
szekvencidk analizise alapjan elmondhatjuk, hogy a legtobb ismert hal €s emlds fajhoz
hasonléan pontyban is csak egy gpx/ gén azonosithatd, annak ellenére, hogy a szintén a
pontyfélék csaladjaba tartozo zebradanid esetében két gpx/ gént talaltak. Emlésdkben
egy gpx4 gén ismert, azonban pontyban, tobb mas halfajhoz hasonléan (zebradédnio,
aranyhal, lazac), két gpx4 gént, a gpx4a-t és a gpx4b-t, azonositottunk. Mindharom
ponty gpx gén esetében a fehérjét kodold régio tobb mint 95 %-at meghataroztuk.
Azonositottunk két kiilonboz0 mif-1 gént (mtf-1.1 és mtf-1.2), illetve az egyik esetében
egy splice-varians jelenlétét is kimutattuk (mitf-1.1a). Az MTF-1.1 és az MTF-1.2
fehérje 98 %-os hasonlosdgot mutat, kilenc pozicidban taldlhaté aminosav-csere;
kizardlag a transzaktivacidos doménekben. Emiatt valdszintsithetd, hogy a két ponty
MTF-1 fehérje mas partnerekkel 1ép kolcsonhatasba. Ez az els6 példa, két mef~-1 gén
jelenlétére egy fajon beliil. A ponty a Cyprinidae csalad szamos tagjdhoz hasonléan
tobb teljes illetve részleges genom- ¢€s gén-duplikacidn esett at; egy természetes
tetraploid faj. Az MTF-1.1a izoforma esetében az alternativ splicing soran kialakult

frame shift megvaltoztatja a fehérje C-termindlisdnak aminosav-sorrendjét. A DNS-k6t6
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domének azonosak az MTF-1.1 fehérjével, igy feltételezhetd, hogy az izoforma képes
kotddni az MTF-1 faktor target génjeinek promoéteréhez. A transzaktivacios domének
hianya illetve modosuldsa miatt azonban az eredeti forméajaban nem képes ellatni a
funkcidjat. Mindegyik 4ltalunk azonositott gén igen nagy hasonlosagot mutat a
pontyfélék csaladjaba tartozo tobbi fajbol (zebradanio, aranyhal, amur) ismert gpx és
mitf-1 gének szekvencidival. A fehérjékben megtaldlhatoak az egyes fehérjecsaladokra
jellemzd motivumok és kulcsfontossadgl pozicidju aminosavak.

Az azonositott szekvencidk alapjan ponty-specifikus primereket terveztiink,
melyek segitségével vizsgaltuk a gének expressziojat kezeletlen halak 6t kiilonbozo
szovetében; majban, vesében, szivben, izomban és agyban, illetve harom izolalt
agyrégioban; a szagldlebenyben, a kdzépagyi régidoban ¢€s a kisagyban.

A gpx4 gének szovetspecifikus expresszidja néhany embrionalis eredmény
kivételével kordbban nem volt ismert halakban. Ponty méjban magas gpx4a mRNS
mennyiségeket mértiink. A gpx4b gén esetében a legmagasabb expressziot a
szaglolebenyben tapasztaltuk, mig a vesében €s a kisagyban nem volt kimutathato. A
gpxl gén expresszidja mdajban, vesében és agyban ismert volt néhany halfajban,
azonban a ponty gpx/ expresszidja lényeges eltérést mutat mas fajok eredményeihez
képest. A ponty gpx/ legnagyobb mennyiségben a szivben expresszaldodott, de vesében
¢s a kozépagyi régioban is magas szinteket mértiink. Mind az aranyhalban, mind a fehér
busaban végzett kisérletek soran a gpx/-nek elsdsorban maj-specifikus expresszidjarol
szamoltak be, agyban az aranyhal esetében nem volt detektalhatd6 mennyiségben jelen.

Az mtf-1 gének korabbi vizsgalatai soran Northern hibridizacidval nem mutattak
ki szovetspecifikus expressziot kezeletlen allatokban; sem halakban, sem emldsokben.
Kisérleteink soran mindharom m¢f-1 mRNS-t az agyban tudtuk jelentds mennyiségben
detektalni. Majban a legalacsonyabb mtf-1.] mRNS mennyiségeket mértiik, az mtf-1.1a
szint pedig a kimutathatdsagi hatdron mozgott. Az mt¢f-1.2 mRNS kizarolag az agyban
volt jelen kimutathatd mennyiségben. Itt az mif-1.1/mtf-1.2 ardnya kozel harom a
kettOhoz volt. A vizsgalt szovetekben az mtf-1.1 expresszid volt a meghatarozo.

Mijban, a méregtelenités egyik legfontosabb szervében, €s agyban, mely a
magas oxigéntartalma miatt egyik elsddleges célpontja a ROS karositd hatasainak,
vizsgaltuk a gének expresszidjat kétféle nehézfém-kezelést és egy fizikai stresszhatast

kovetben.
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10 mg/l-es Cd*'- illetve As®-kezelésnek tettiik ki a halakat 24-96 6ra hosszan. A
Cd*"-kezelés hatdsara majban a gpxl, gpx4a és mif-1.1 gének expresszidja mérsékelt
modon emelkedett; az mitf-1.2, az mtf-1.1a és a gpx4b mRNS-ek azonban nem voltak
kimutathaté mennyiségben jelen. Az agyrégidkban minden vizsgalt gén expresszioja
id6fiiggd csokkenést mutatott. Az As® -kezelés hatésara bar kisebb mértékii, de hasonlé
tendencidju valtozasokat lattunk mindkét szovetben; a mif-1.1a splice-varians
kivételével. Az mtf-1.1a mRNS szintek a 48 6ras As®-kezelést kovetén erés novekedést
mutattak majban és agyban is. Az mif-1 és a gpx4 gének transzkripcionalis szintli
szabalyozasara korabban nem volt példa az irodalomban. A gpxI expresszidjat Cd*'-
kezelést kovetden egyediil aranyhal majban vizsgaltdk, azonban veliink ellentétben a
gpx] mRNS szintek nagymértékii csokkenését tapasztaltdk mar rovid idejii kezelést
kovetden is.

A fizikai stresszhatasok koziil a hirtelen homérséklet-valtozast valasztottuk,
mivel ez a stressz kiilondsen jellemzd az édesvizi halak életére. Emellett ismert, hogy a
hidegkezelés sejtekre gyakorolt hatasai kozelitik az oxidativ stresszt kovetd
valtozasokat. 1 illetve 5 oraig tartd6 7 °C-os hémérsékletcsokkenésnek tettiik ki a
halakat, illetve ezt kovetden egy 1 Ords idOtartalomra visszahelyeztiik Oket az
inkubacids homérsékletre; amivel tulajdonképpen egy hdsokkot valtottunk ki. Az 5 6rés
kezelések hatdsara az mtf-1 gének, mig az 1 oras kezelések hatdsara a gpx/ gén mutatott
indukcidt. A gpx4a gén esetében mindkét szovetben csokkent mRNS szinteket
detektaltunk. A kozvetleniil a hidegsokk utan, illetve a recovery periddust kovetden vett
mintak kozott nem talaltunk kiillonbséget az mif-1, gpxl és gpx4a gének vizsgalata
soran. A gpx4b gén expresszidja, mely a fémkezelések hatdsdra minden esetben
csokkent, kozvetleniil a hidegsokkot kdvetden majban 2,5-szeres indukciot mutatott,
mig a recovery periddusokat kovetden a kontroll értékekhez hasonlitott.

A stresszgének expresszidja mellett, egy nagy dozisa Cd*"-kezelést kovetden,
vizsgaltuk a sejtkdrosodasra utald paraméterek ¢és az antioxidans védekezd rendszer
néhany kulcsenzimének aktivitds-valtozasait. A sejtkarosodas leggyakrabban vizsgalt
paraméterei kozé tartozik a lipidperoxidacio, a DNS szaltorések mértékének
meghatarozasa, illetve a redukalt és oxidalt GSH szint valtozasainak kovetése. A korai

idépontokban mindharom paraméter valtozéasa sejtkarosodéasra utalt; mig a 48 Oras
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kezelés utan a lipidperoxidacid és a glutation szintek valtozdsai a véddrendszerek
hatdsos aktivacidjat mutattak. Emellett, a GSH-homeosztazisban szerepet jatszo
enzimek, a GPx-ok és a GR, aktivitasa is emelkedett.

Jelenlegi munkank soran 1is tobb olyan stresszgén azonositasat, &s
expresszidjanak vizsgalatat végezziikk, melyek segitségével részletesebb képet

nyerhetiink a kdrnyezeti stresszhatasokat kovetd valaszreakcidokrol.
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10. SUMMARY

Environmental pollution, including the contamination of rivers and lakes, is still
a persistent and significant problem. In some cases, it may be increased by disasters,
such as the pollution of the River Tisza with cyanide and heavy metals in 2000. Fish are
in great danger, because they accumulate harmful substances in their bodies via their
food, and they are permanently exposed to dissolved substances through their gills and
skins.

Almost all physiological processes are influenced by heavy metals. The proteins
and nucleic acids are damaged and the formation of reactive oxygen species (ROS) is
induced by metals, which may cause intense damage to the cells and tissues. The rapid
response to environmental stress is a general characteristic of organisms, which (from
bacteria to mammals) have a high degree of homology in the response of the cells.

One of the main pathways of stress responses is based on the metallothioneins
(MTs) and their primary transcription regulator, metal-responsive transcription factor
(MTF-1). Another pathway is associated with reduced glutathione (GSH) and certain
enzymes, such as glutathione peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GST),
glutathione reductase (GR) and glutathione synthetase (GSS). It is clear, therefore, that
the mtf-1, gpxI and gpx4 genes are key members in the antioxidant defence system.
Study of the expression patterns of these genes contributes to a better understanding of
the stress response.

The MTs play important roles in the transport and storage of essential metal ions
(Zn*" and Cu®") in the organism, and their role increases when toxic heavy metals (Cd*",
As’™ and Pb’") enter the organism. The expression of the MTs is primarily
transcriptionally regulated and the Zn*"-sensitive MTF-1 is a key factor in this process.

The formation of ROS is induced by metal ions as a secondary effect. The GPx
enzymes protect against the harmful effects of ROS, because they reduce H,O,, some
organic lipid peroxides and cholesterol esters during the oxidation of GSH. The
phospholipid hydroperoxide GPx (GPx4) binds directly to the membranes, and prevents
the initiation of radical chain reactions. Eight different GPx families have been

identified in mammals; in fish, only the classical GPx1 and GPx4 have been studied.
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The main aims of our group are the identification and functional characterization
of stress-response gene families in fish. At the beginning of these experiments, our
primary aim was to identify genes coding for MTF-1, GPx1 and GPx4 in common carp.
In order to design gene-specific primers for PCR amplification, databases were searched
for mtf-1 and gpx entries from fish and mammal species.

In the common carp, as in most fish, sequence analysis indicated a single gpx/
gene, in contrast with the zebrafish (another member of the Cyprinidae), where two
gpxl genes were found. In mammals, a gpx4 gene has been identified, but in the
common carp, as in other fish species (zebrafish, goldfish and salmon), two gpx4, gpx4a
and gpx4b, have been isolated. More than 95% of the protein coding regions has been
determined in all three gpx genes of carp.

Two different mtf-1 genes (mtf-1.1 and mtf-1.2) and the splice-variant of mif-1.1
(mtf-1.1a) have been identified in the common carp. The similarity of the MTF-1.1 and
MTF-1.2 proteins is 98%; exchanges of nine amino acids are found in the
transactivation domains. The two MTF-1 proteins of carp therefore probably interact
with different partners. The common carp, like the other members of the Cyprinidae,
demonstrates many genome and gene duplications; the common carp is a tetraploid
species. In the case of MTF-1.1a, the isoform, the amino acid sequence of the C-
terminal region is altered by a frame shift. The DNA-binding domains of MTF-1.1a are
identical to those of the MTF-1.1 protein, but the acidic transactivation domain is
modified and the proline- and serine/threonine-rich domains are missing. MTF-1
without the transcriptional activation domains retains its translocating and DNA-binding
capacity, but is presumably unable to activate its target genes.

On the basis of the identified sequences, carp-specific primers were designed to
study the expressions of mif-/ and gpx genes in five different tissues (liver, kidney,
heart, muscle and brain) of untreated fish, and in three isolated brain regions (olfactory
lobe, midbrain region and cerebellum).

The mRNA levels of gpx4a were expressed in all tissues of the carp, with the
highest amount detected in the liver. A high expression of gpx4b was determined in the
olfactory lobe, but in the kidney and cerebellum it was virtually undetected. The
expressions of gpx/ were known in the liver, kidney and brain of the goldfish and silver

carp, but the expression of the gpx/ gene of the carp differs significantly from those
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of other fish. The carp gpxI was expressed with the highest level in the heart,
kidney and midbrain regions. In other fish, the gpx/ expression was liver-specific, and
in the goldfish brain it was undetectable.

The tissue-specific expression of the mitf-1 gene was undetectable by Northern
hybridization in untreated fish and mammal species. All three m¢f-I mRNAs of the
common carp were detected in significant quantities in the brain. In the liver, the level
of mtf~-1.1 mRNA was low and the level of mif-1.]la mRNA was at the limit of
detection. The mtf-1.2 mRNA was virtually undetected in any organ but the brain. The
mtf-1.1:mtf-1.2 ratio in the brain was 3:2. In all tested tissues, the expression of m#f-1.1
was the determining factor.

The liver is one of the most important organs of detoxification, and the brain has
a high oxygen content, and is therefore the primary target of the harmful effects of ROS.
The effects of two types of heavy metal treatments and physical stress were investigated.

The fish were treated with 10 mg/l Cd*" and As’™ for 24-96 hours. The
expressions of the gpx/, gpx4a and mtf-1.1 genes were slightly increased after Cd*"
treatment in the liver, but the levels of mif-1.2, mtf-1.1a, and gpx4b mRNA were
virtually undetected. In the brain regions, time-dependent decreases were measured in
the expressions of all tested genes. The As’" treatment caused lower changes, but with
similar tendencies in both tissues, expect in case of mif-1.1a splice-variant. After 48
hours of As®* exposure, the mRNA levels of m#f-1.1a were increased in the liver and
brain. There was a significant difference; the expression of the gpx/ gene was
undetected after Cd*" treatment in these tissues of the goldfish.

Rapid changes in water temperature were chosen as a physical stress, because
fish in a freshwater environment are subject to temperature fluctuations. Moreover, cold
treatment causes an oxidative stress-like status in the tissues. The fish were exposed to a
I- or 5-h 7 °C temperature decrease and some fish were then allowed a 1-h recovery
period to the temperature of incubation, which is basically a heat shock for them. The
expressions of the mtf-1 genes showed induction after the 5-h treatment, while those of
the gx/ genes were increased after the 1-h treatment. The gpx4a mRNA level was
decreased in both tissues. The induction of the mif-1, gpxI and gpx4a genes did not
differ after the direct cold shock and after the recovery period. The expression of the

gpx4b gene, which was decreased by metal exposure, showed a 2.5-fold induction in the

94



SUMMARY

liver immediately after hypothermia, while after the recovery period it was similar to
the control value.

In addition to the expressions of the stress genes following high-dose Cd**
treatment, other parameters of cell damage and the activities of some key antioxidant
enzymes were investigated. The lipid peroxidation, the ratio of single- and double-
stranded DNA and the changes in the reduced and oxidized GSH levels are the most
frequently studied parameters of cell damage. In the early stages, damage to the cells
was indicated by the changes in three parameters, but the repair systems were activated
effectively after the 48-hour treatment. The activation of two enzymes of GSH
homeostasis, GPx and GR, was induced.

The identification and expression analyses of several genes were continued in
our current work, which will promote a better understanding of the stress reactions of

fish after exposure to environmental effects.
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