Genetikai
modellrendszerek

EGYETEMI JEGYZET, ELTE TTK, BIOLOGIAI INTEZET
SZERZOK: DR. HOTZI BERNADETTE, DR. KOVACS TIBOR
SZAKMAI LEKTOR: KOVACSNE DR. SIGMOND TIMEA ILONA




Cim: Genetikai modellrendszerek

Megjelenés éve: 2024

Tamogatés: E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, TTK Jegyzettamogatasi Palyazat 2023
Munkaszam: K15301/16

Szerz6k: Dr. Hotzi Bernadette, Dr. Kovacs Tibor

Szakmai lektor: Kovéacsné Dr. Sigmond Timea Ilona

ISBN: 978-963-489-723-1



Tartalomjegyzek

GENETIKAI MODELLRENDSZEREK ....ccciuuttttteiieiieeeresreseecresressessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssassssssnssassnns 3
AALTALANOS MEGFONTOLASOK «v.veeteveeeeeteeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseesseeeeseseeseesesseneesessenteseseeatesesseneesesseseesessentesesseeesesaeneesenseneene 3
KLASSZIKUS GENETIKAI IMODELLEK.....ccccuuuiieiiiieeeeenieeerreeereensseseseeessssssssssessesssnssssssssssssssnssssssssssssnnssssssssssssnnnns 15
BAKTERIUMOK c. e s e e s sssssnsnsssssssnsssnsnseseseseseseseseeesesesnsenes 15
NOVENYEK A GENETIKAI KUTATASOKBAN ....uvvvvtteeteesesteeteeseeesissseseeesesessssssseesesssssssssesesesssesssssssssesssesssssssseessssssssssssesses 26
CAENORHABDITIS ELEGANS ..vvvvvveeeieeeeuteeeeeeeeesessbaseeesesesesisssesesesssassssesssesssesastassesseeesasssasseesesesassssssesesesesssresssessennnns 35
ECETIMIUSLICA 1.t e ettt e e ettt e et ettt e e e e e esaab e e e e e e e e s aabaaaaeeeeesaasba b e e eeeeesasss b e e eeeeeseassabaaseeeesessssbaaneeeeeesnnrrnneeeeas 47
ZEBRADANIO «..eeevttteeeeeeeeettee e e e eee ettt eee et e e e e eaba e e e ee e e e e s bt eeees s e st s bt eeeesesbasaaaeeessssssansseessssstanneeesssssnnnneseessssrsnnnnneens 57
HAZIEGER ..iiievettieiee et ettt e e e e e ettt ee e e e e e e eetab e e e e e s e e e aaa e seee s e s s b aa e seeesessbana s sesssssabanneeessssssbannseeesssssnnnnnseessrssrnnnnneees 66
HUMAN SEJTES RENDSZEREK (2D SEJTTENYESZETEK) ..uvveeeesuveeeeesreeesasseeeesssseesassssssssssessasssssesssssssessssssssssssssssssesesssseseans 73
HAROMDIMENZIOS SEJTKULTURAK = ORGANOIDOK «..uueieieieieseseseseiesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesesesesesesesesesesesesesesesesens 83
SPECIALIS CELLAL VIZSGALAT IMODELLEK ......ccuceueetiieressessesiseesessessessesessessessessessssessessessssessessessessssessensessssanses 89
HAZITYUK 1 s e s s e e e e e e e e e e e e a e ansa s sasasasasasasesasesasesnsnsesesnsnsnens 89
U 7Y 97
UJ GENETIKAIMODELLEK LETREHOZASA ES RELEVANCIAJA.........coiviueeeeeetiiesessessesisssesessessessessssessessessessasenss 105



Genetikal modellrendszerek —

Altalanos megfontolasok

A tudoméany megkdzelitése szerint a modell egy egyszerlsitett rendszer, ami
hatékonyan kezelhetd, vizsgéalhatdo, manipulalhaté. A modell¢él6lények olyan szervezetek,
melyekben konnyen (konnyebben) lehet vizsgalni egyes bioldgiai folyamatokat, de a feltart
ismeretek mds él6lényekben is igazak, vagy igazak lehetnek.! Az ember a maga anatomiajaval,
biologiai folyamataival, viselkedésével, pszichés mukdodésével, szocialis
kapcsolatrendszerével egy igen komplex, nehezen vizsgalhato élélény, nem is beszélve az
etikai megfontolasokrol. Ezért modelléldlényeket alkalmazhatunk példdul az emberi
betegségek okainak feltarasara és a potencialis terapias lehetdségek felderitésére is. Miért lehet
alkalmazni az egyik é¢él6lényeben tett megfigyeléseket egy masik ¢él6lényben? Az ok az
¢lélények kozos evolucios leszarmazasa. Minden ¢€161ény bizonyos mértékili rokonsagban all
egymassal és hasonldsagot mutat a kozos O0s6k miatt (1. abra A). A genetikai kod, a
metabolikus és genetikai utvonalak (1. abra C), illetve a sejtek felépitése és mitkodése
alapvetéen megegyezik a legtobb él6lényben. Természetesen az hasonlésag annél nagyobb,
minél kozelebbi rokonokrél van sz6.1°

Korabban azt hitték a komplexebb ¢€l6lények joval tobb génnel rendelkeznek, mint a
kevésbé komplexek. Mara a genom projektek ezt megcafoltak. Példaul az 1 mm-es, elsd
ranézésre csak egy csonek latszo C. elegans kozelitdleg hasonld szamu fehérje kodolo génnel
rendelkezik, mint a joval komplexebb ember (1. abra B). Az emberi gének koriilbeliil 70%-nak
van C. elegans ortologja. A kiilonbség inkabb a gének kifejez6désének finomszabalyozasaban,
illetve a géntermékek kozotti kapcesolati halozat komplexitasaban van. Azonban az alapvetd
genetikai utvonalak igen konzervaltak az éldvilagban. Természetesen kisebb-nagyobb
eltérések vannak, minél tdvolabbi rokonrdl van sz6, de ami genetikailag igaz a modell
¢lélényekre az nagy eséllyel igaz lehet a tobbi él6lényre, beleértve az embert is (1. abra C).
Ezért hasznalhatoak ezek a modellrendszerek a genetikai kutatisokban .2~/

Szémos ¢él6lényt vizsgéltak a tudomany torténete soran, de viszonylag keveset
alkalmaztak végiil széles korben, mint modell €161ény. Felvetiilhet a kérdés, hogy a Foldon €16,
feltehetden 10 millidnal is tobb szervezetbdl miért csak néhany, €s mi alapjan lett kivalasztva.

Ahhoz, hogy egy fajbol j6 modellszervezet valjon szamos kritériumnak kell megfelelnie.
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1. abra: A genetikai utvonalak konzervaltak. A ko6zos evolucids leszarmazas miatt a genetikai kod, a
metabolikus és genetikai itvonalak, illetve a sejtek felépitése és miikddése hasonld az éldlényekben. A: A
filogenetikai fa néhany allatmodell és az ember evolucids kapcsolatat mutatja. Az dgak hossza nem aranyos az
idével, a szamok mutatjak hany milli6 évvel ezeldtt élt a legutolsd kozos 6s. (Moddositott dbra)® B: A legtobb
é18lény esetében a fehérjekddold gének szamdaban aranylag kicsi a kiilonbség.® C: A legfontosabb genetikai
utvonalak igen konzervaltak az élévilagban. Az abran négy él6lény inzulin/IGF utvonala lathat6. (Modositott

dbra)!?

A kritériumok tudomanyteriiletenként kissé eltérhetnek, igy masok lehetnek a legkedveltebb
modellek is. Ebben a jegyzetben csak a genetikai modellrendszerekkel foglalkozunk. A
genetikai kutatdsokban a legismertebb modellszervezetek az E. coli, az élesztégomba

(Saccharomyces cerevisiae), a ludfé (Arabidopsis thaliana), a C. elegans, az ecetmuslica



(Drosophila melanogaster), a zebradanié (Danio rerio), a hazitytk (Gallus gallus domesticus)
és az egér (Mus musculsu) (2. abra).1>8

Mik a genetikai modellszervezettekkel szemben tdmasztott altalanos kritériumok? (2.
abra B) El6szor is konnyen fenntarthatonak kell lenniiik (laboratoriumi koriilmények kozott).
Ezt tobb tulajdonsag is befolyasolja. Altalaban kis méretii é161ényeket hasznalnak modellként,
példaul az 1 mm nagysagu C. elegans-okbol egy 6 cm atméréjii lemezen tobb ezer allat élhet,
de még az egerek is csak 7-10 cm-esek. Fontos szempont, hogy olcso legyen a fenntartasuk.
Ez éltalanossagban a kisebb méretli él61ények esetén teljesiil. Azonban eléfordulhat, hogy egy
kis méretii €¢l6lénynek nagyon specialis igényei vannak, pl. nehezen beszerezhetd taplalék,
vagy csak specialis koriilmények kozott élet- €s szaporodoképes, ami jelentdsen megnodvelheti
a koltségeket. Elonyben vannak azok a szervezetek, amelyek nem tul érzékenyek a tartasi
koriilményekre és nincsenek nagyon specialis betegségei (legalabbis a vad egyedeknek). A
legtobb modell olyan ¢l6lények koziil keriilt ki, amik mér alapvetdéen is az ember
kornyezetében éltek, igy ezek az életkdriilmények tokéletesen megfelelnek szamukra,l4°

Erdemes kiilon pontban kiemelni, hogy a modellélélényeknek konnyen szaporithatonak
kell lenniiik és megfeleléen nagy utdodszammal kell rendelkezniiik. A genetikai kutatdsokban
ez elengedhetetlen az 6roklddés, a gének kozotti kdlesonhatasok vizsgalatdhoz és a megfeleld
kontrollszam eléréséhez, pl. egy hatéanyag vizsgalata soran. Osszehasonlitisképp: egyetlen C.
elegans hermafroditanak 200-300 utddja lehet, melyek koriilbeliil 3 nap alatt nonek fel, mig
példaul egy afrikai elefant kozel kétéves vemhesség utan 1 borjat hoz vilagra, ami koriilbeliil
14 év alatt lesz ivarérett. 14>7

A fejlodést, oregedést iranyitd genetikai Utvonalak vagy egy betegség genetikai
hatterének felderitéséhez egyértelmiien eldnyos a gyors ¢€letciklus, igy minden (természetes)
folyamatot rovid id6 alatt megfigyelhetd. Ezt a szempontot tovabb erdsiti, hogy egy-egy
palyazat csak néhany évre biztositja a kutatas anyagi hatterét. Sokkal konnyebb és gyorsabb
egy par nap/hét alatt felndvo és par hétig/honapig €16 éllénnyel elvégezni a vizsgalatokat, mint
egy évekig-évtizedekig fejlodd/sregeds é16lénnyel. 140

A modellrendszereknek viszonylag egyszertiecknek kell lenniiik. Erre jo példa a C.
elegans és az ecetmuslica, melyek rendelkeznek mar jellegzetes viselkedési mintazatokkal,
tanulasi képességekkel és idegrendszerrel, de ezek vizsgalata sokkal kdnnyebb, mint pl. az
ember komplex idegi és viselkedési halozatanak feltérképezése. Ezekkel a modellekkel a

viselkedés hatterében 4116 molekularis faktorok sokkal egyszeriibben feltarhatoak. 14711



A genetikai modellrendszereknek genetikailag konnyen modosithatonak kell lenniiik,
hiszen akkor lehet igazan jol megvizsgalni egy—egy folyamatot, ha tervezetten be lehet
avatkozni, példaul Iétre lehet hozni a sziikséges mutansokat, betegségmodelleket, konnyen meg
lehet figyelni a gének kifejez8dését kiilonbozé markerekkel. 14° A genetikai modositashoz
sziikséges elsé 1épés az kiilsé oOrdkitdanyag (DNS vagy RNS) bejuttatdsa a célsejtekbe.
Baktériumok esetén ez torténhet transzformacidval, amikor az 6rokitdanyagot a kdrnyezetbol
veszik fel a sejtek. Laboratoriumi koriilmények kozott fizikai vagy kémiai eljardsokkal teszik
kompetensé a baktériumokat, hogy a megfeleld hatasra (pl. héstressz) legyenek erre képesek.
Ugyancsak baktériumok esetében miikodik a konjugacio, amikor két baktériumsejt kozotti
kozvetlen, specifikus kontaktus soran keriil at orokitéanyag a donorbol a fogadd sejtbe.
Transzdukcidnak nevezziik, amikor virus vagy virus vektor kdzvetitésével jut orokitéanyag a
baktérium vagy eukariota sejtekbe. Baktériumok esetén jellemzden bakteriofagokat, mig
példaul emlés sejtek esetén jellemzden retro- vagy adenovirusokat hasznalnak erre a célra.
Transzfekcionak pedig 0sszeségében azokat a kémiai vagy fizikai modszereket nevezziik,
amikkel laboratoriumi koriilmények kdzott génbevitel lehetséges eukariota sejtekbe. (Meg kell
jegyezni, hogy van, amikor egyes eukariotaknal is hasznaljak altalanossagban a
“transzformacid” elnevezést a kiilsd orokitdanyag bevitelére.) A génbevitel “utdn” egy igen
valtozatos és folyamatosan fejlodd eszkoztar all a kutatok rendelkezésére, ami lehetdvé teszi a
molekularis  szintli  genetikai  manipuldciot. A kiilonboz6 moddszerek  eltérnek
hatékonysdgukban, specifitasukban €s modellszervezetekre jellemz0 tulajdonsagaikban. Ezen
jegyzet keretei kozott nincs maod atfogo és részletes képet adni az §sszes mddszerrdl (genetikai
alap és mesterkurzus, illetve géntechnoldgia témaji kurzusok tananyagéaban szerepelnek), de
az egyes modellszervezeteknél kitériink a benniik jelenleg hasznalt legelterjedtebb
modszerekre. 14

Bar a genetikai kutatdsok kezdeti idészakdban ez nem volt kritérium, ma mar
egyértelmil elony, ha ismert az €é161ény genomja. A fentebb emlitett modellszervezetek voltak
azok is, amelyek segitségével kifejlesztették a genomok megismerésének modszereit is. Ennek
koszonhetéen mara sokkal egyszeriibbé valt a genomok megismerésének folyamat, ami
lehetdséget ad 1j modellszervezetek bevezetésére is. 14512

Egy inkabb gyakorlati, de ugyanakkor fontos szempont, hogy a genetikai
modellrendszereken végzett beavatkozasok minél kevesebb etikai problémat hordozzanak
magukban. Bar az in silico és in vivo vizsgalati modszerek fejlédésével egyre tobb tulajdonsag

prediktalhato, egyszeriien elkeriilhetetlen, hogy végiil komplett élélényeken is teszteljék a



hipotéziseket vagy kiprobaljanak 0 terapiakat, mert csak ezek vizsgalataval ismerhetok meg a
valos biologiai folyamatok. Ez természetesen nem azt jelenti, hogy a modelléldlényekkel
barmit meg lehet tenni, szigoruan szabalyozott az él6lények tartasa és vizsgalata is. (lasd a
fejezet késobbi része). 1451314

Nem tartozik a ,kritériumok” kozé, de azokbol az ¢éldlényekbdl lettek érthetdé modon
igazan j6 modellek, melyek koré egy kutatodi kozosség szervezddott, akik standardizaltak a
tartasi koriilményeket, a modszereket, folyamatosan megosztottdk egymassal és vitara
bocsatottadk eredményeiket. Ezek a kozosségek folyamatosan frissiild adatbazisokat és

torzsbankokat tartanak fenn, hogy megkonnyitsék a kozos munkat. Elképzelhetetlen lenne ezek

nélkiil hatékonyan és kelld6 mértékben megismerni és valoban hasznossa tenni egy-egy
modellt.} 2412

A ecetmuslica fagok C. elegans
egér élesztd zebraddnié
borsé kétéltiiek kukorica baktériumok ladfi
1850 1900 1950 2000
o - ] A . invitro sejt-|
E. coli | élesztd |C.elegans| ecetmuslica | zebradanio | hazityak | egér kutya Kultirak(2D) ladfi
VVVV | VY VvV VvV vV v v X VvV vV
konnyl fenttartani
(Cs* V)
koltség o D 9 D $d $dDd DdP $DDD $pd{P) b
(CS* %)
méret 1-2 ym | 3-4 um 1 mm 3mm 3-6cm 40cm |7-10cm | 10-80cm | 20-40pum | 20-25¢cm
t6dsza 20min/ | 90min/ | 300-1000 400 20-200db/ | 250db/ |2-12db /| 1-12db/ 24h/ 20-30
utodszam osztodés| osztodas|  db db het év alom alom osztodas db
életciklus - - 3 nap 10 nap 3 hénap 6hénap |3 hénap | 1-2év - 2 hénap
. 150ra |1,5-306ra| 2-3hét 2-3 hénap 2-3eév 6-12 év | 2-3 év 8-15 ev 30-50 2 honap
élettartam o
osztodas™
komplexitas + T + t T 1‘ ’P ’r T T
genetikai
P - VvV vV VvV VvV vvv v v VvV vV
modosithatdsag
etikai nehézségek X X ! 1 mn X X
. 1997. 1996. 1998. 2000. 2013. 2004. 2002. 2005. 2003. 2000.
genom projekt (részleges)

2. abra: Legismertebb genetikai modellrendszerek jellemzdi. A: Az 1850-as évektol beszélhetiink érdemben
genetikai modellrendszerek hasznalatarol. Az évtizedek alatt szamos modellszervezet keriilt bevezetésre és a
folyamat még nem allt meg. (Modositott abra)* B: A jelenleg legszélesebb korben alkalmazott genetikai
modellrendszerek tulajdonsagai. CS*: ,, Citizen science”’- kutyatartok és kedvenceiknek bevonasa a kutatasba,

**: egészséges sejtvonalakra igaz, az immortalizalt és/vagy rakos sejtvonalakra nem.

A fentiek tekintetében az mar érthetd miért nem alkalmazhat6 barmelyik él61ény, mint
genetikai modellrendszer. Azonban miért nem volt elég csak egyet, a legjobbat kivalasztani?

Minél kozelebbi rokonsagban van egy ¢€l6lény az emberrel, annél tobb az ortolog gén és a



hasonlésag ezek kapcsolataiban, a rendszer komplexitasaban, ugyanakkor annal bonyolultabb
¢s dragabb a vizsgalatuk. Ezeket tekintetbe véve a feltett kérdéstdl fiigg melyik élolényt
érdemes hasznalni a vizsgéalatdhoz. Példaul, amikor még a legalapvetobb ismeretek sem alltak
rendelkezésre a sejtciklusrol, a DNS masolasardl, a hibajavitdsarél vagy a molekularis
kapcsolati halozatokrol, sokkal egyszeriibb és célravezetobb volt egysejtii €lolények (pl. E.
coli, élesztd) vizsgalataval kezdeni és nem komplex ,,sejttomeg”-ekével, mint példaul az egér.
Természetesen az ismeretek boviilésével mar érdemes lett (és konnyebb) komplexebb
¢lolényeket is bevonni ezekbe a vizsgalatokba, hogy az egyre bonyolultabb és specifikusabb
finomszabalyozast is fel lehessen deriteni.l*>

Ugyanakkor példaul az egyedfejlédést nem lehet egysejtiiekben vizsgalni, de nem volt
érdemes azonnal az emlésokkel sem kezdeni, ahol az utddok az anya testén beliil, rejtetten
fejlédnek. Az alapvetd, konzervalt genetikai szabalyozas vizsgalatanal sokkal kdnnyebb és
egyszeriibb egy C. elegans vagy egy zebradanido korai egyedfejlédésének vizsgalataval
kezdeni, hiszen mindkettd egyedfejlodése az anya testén kiviil torténik és az egész fejloddési
folyamat alatt attetszoek, igy a sejtek és kiilonb6z6 fejlodési események, vagy az azoktol vald
eltérés konnyen nyomon kovethetd. Természetesen késbb ezekbe a vizsgalatokba is be kell
vonni a komplexebb szervezeteket, hiszen példaul a placenta és magzat kapcsolata nem
vizsgalhato esetiikben (3. abra A). 471516

Az oOregedési folyamat vizsgdlata soran egy kezelés vagy mutacié hatasat joval
gyorsabb elsé korben egy két-harom hétig €16 C. elegans-on vagy egy par honapig €16
ecetmuslican tesztelni, mint a 2 évig ¢él6 egereken. A komplexebb, esetleg emberhez kozelebb
allo szervezetekben érdemes csak a mar eldszfirt, potencidlisan fontos mutaciokat, agenseket
vagy az oregedéshez kothetd emldsspecifikus folyamatokat vizsgalni (3. dbra B). 141718

Ha egy konkrét emberi betegség megismerése vagy terapia kidolgozasa a cél, tobbféle
megkozelités 1étezik ¢és tobbféle betegségmodellt kiillonboztethetink meg ezzel
Osszefiiggésben. Ha a betegség komplex lefolydsanak, a szervek kozti kdlesonhatdsoknak, az
idegrendszer és immunrendszer hatdsanak vizsgalata fontos tényezOk, akkor az emberi
komplexitdshoz kozelebb allo modell (pl. egér) valasztdsa a megfeleld. Ebben az eseteben
inkabb homolog betegségmodelleket hasznalunk, ahol ugyanazok az okok, a tlinetek és a
kezelési lehetdségek. Sok tekintetben ezek a legjobb betegségmodellek, de néha még ez a
modell is tal komplexnek bizonyul, ami akadalyozza a hatékony €s gyors megismerést, foleg,
ha még kevés az ismeret a t¢émaban. [zomorf betegségmodellekrdl beszEliink, ha a tlinetek és a

kezelés hasonld, de az okok mar kiilonboznek és prediktiv betegségmodellekrdl, amikor csak



néhany jellemz6 azonos. Elsé megkdzelitésben az utobbi tiinik a legkevésbé jonak a harom
modell koziil, de komplex betegség egy-egy fontos komponensét, példaul a betegség hatterében
allo molekularis/sejtszintli valtozdsokat sokszor konnyebb megérteni egy egyszeriibb
rendszerben, ahol a folyamatnak csak egy-egy része van jelen. Sok ilyen betegségmodellt
talalunk az egyszer(ibb modellszervezetek (példaul C. elegans, ecetmuslica, zebrahal) kozott.
A modellszervezetek akkor is hasznosak lehetnek, ha nincs és nem is lehet létrehozni egy
betegség elég jO analogjat. Az emberi vizsgalatokhoz sziikséges eszkozok-technikak

kifejlesztésében, finomitasaban is jelentds szerepet tolthetnek be (3. dbra C).14192
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3. abra: A feltett kérdéstol fiigg melyik modellélélényt érdemes hasznalni. A: egyedfejlodést gyorsabb és
kénnyebb a kiilsé megtermékenyitési, attetszé embriokkal rendelkezé zebradanioban? vizsgalni, mint példéul a
belsé megtermékenyitésii egérben 6, kivéve, ha példdul a tiidd kifejlédése a kérdés, hiszen az nincs zebradanidban.
(hpf: hour post fertilisation, dpf: day post fertolisation) B: Az dregedés vizsgalata gyorsabb és egyszeriibb a 2-3
hétig €16 C. elegans-ban, mint példaul 15-18 évig é16 kutyakban, kivéve példaul, ha az 6regkori demencia szocialis
kapcsolatokra gyakorolt hatdsa a kérdés, amihez mar a kutydk komplex viselkedése a megfelelé modell.??? C:
Az emldsok kozott sokszor jobbak a betegségmodellek (pl. genetikai alapt elhizas modellezése egerekben), mint
a kevésbé komplex szervezetekben, ugyanakkor egy komplex betegség egy-egy molekularis részletét konnyebb

megérteni egyszeriibb modellekben (pl. neurodegenerativ ecetmuslica modellek).? 2* (Médositott abrak)



Minden modellnél figyelembe kell venni az altalanos korlatokat is. Bar nagyfoku a
konzervaltsag az éldvilagban, de az eredményeket automatikusan altalanosnak tekinteni
veszélyes. Barmilyen jonak is tinik egy modell, lehetnek fajspecifikus eltérések, akar
molekularis szinten, akar példaul az immunrendszer kiilonbségei miatt. Ezért is fontos minden
vizsgalatnal, kezelésnél és gydgyszerfejlesztésnél tobb modellszervezeten is elvégezni a
teszteket, majd a klinikai fazisban embereken is. A kutatdsok soran nem csak az egy-egy
modellszervezet koré szervez6dd kozosségekre van sziikség, hanem ezek, illetve az
dsszehasonlito vizsgalatokat végzd kutatoi kozosségek egyiittmiikodésére is. 122620

A modell él6lények mellett 1éteznek mas genetikai modellrendszerek is, ilyenek az in
vitro rendszerek, sejtkultirak, 3D sejttenyészet és organoidok. Ezek hasznalatat tobb dolog is
indokolhatja. A modell ¢él6lényekkel kapcsolatban felmeriilé etikai problémakra-
megfontolasokra jo alternativat nyudjtanak. Sok esetben olcsobbak, mint egy modellélélény.
Lehetnek fajspecifikus eltérések is a modelléldlények és az ember kozott, mig ezek az in vitro
modellek human mintdkbdl szarmaz(hat)nak. Azonban a sejtkultaraknak, 3D rendszereknek is
vannak korlatai. Bar egy human sejttenyészet a legmegfelelobb vizsgalati objektumnak tiinik,
valdjaban nehéz biztositani a valds élettani koriilményeket, amelyek kozt tényleg ugyantgy
miikddnek a sejtek, mint az €l szervezetben. Csak az genetikailag mddosult immortélis
sejtkultarak vizsgalhatoak hosszi tavon. Emellett ezek a rendszerek nem helyettesitik a

crer

szervvel és szovettel rendelkezd szervezetben megjelenik. Ilyen szempontbol egy modell
¢lélény, az eltérések ellenére is, sokkal hasonlobb eredményeket adhat.?6%

A jegyzet eddig eléggé emberkdzpontuan beszélt a modelléldlényekrdl, mintha az lenne
csak az értelmiik, hogy segitségiikkel az ember ¢életmiikodéseit €s betegségeit vizsgaljuk és
gyogymodokat talaljunk rajuk. Bar ez a cél rendkiviil fontos és kozponti, nem szabad
elfelejtkezni két masik nagy teriiletr6l. Az egyik teriilet még mindig eléggé emberkdzponta.
Szdmos él6lényt hasznalnak az iparban és a mezdgazdasagban gydgyszerek és élelmiszerek
eldallitasara. A termelés mindségének ¢€s hatékonysdganak javitasahoz sziikséges ezen
¢lolények alapvetd megismerése és a modszerek fejlesztése. Ezen a teriileten is alapvetd
jelentdségiik van az eddig felsorolt modellszervezeteknek, de a mezdgazdasag kapcsan kiilon
is kiemelendd a jelentdsége a novénygenetikai kutatasoknak. Ez a teriilet nem csak az
¢lelmiszer eldallitasban fontos, de olyan kérdésekre is keresik a megoldasokat, hogy lehet
nehézfémmel szennyezett teriileteket megtisztitani vagy példaul az egyre nagyobb aszalyoknak

ellenalld novényeket tenyészteni. 3032
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A masik fontos teriilet az alapkutatas, melynek szamos esetben nem az ember vagy az
ember kozvetlen sziikségletei a kozponti kérdése. Sok alapkutatasi projekt elsé korben
értelmetlennek tlinhet egy kevésbé tajékozott laikus szamara. Azonban ezek a kutatasok teszik
lehetévé, hogy valdjaban és eloitéletek nélkiil jobban megismerhessiik hogyan is miikodik az
¢let, a genetika és akar végso soron az ember is. Ezen, viszonylag ,,nagyobb kockazatot™ vallalo
vagy akar aprobb kutatasokbol sziilethetnek meg azok az eredmények, amik végiil vilagrengeto
felfedezésekhez vezethetnek. A teljesség igénye nélkiil alljon itt csak két példa. Barbara
MgClintock 1940-es években kezdte vizsgalni a kukoricaszemek szinét, az abba megjelend
1donként szabalytalan, mozaikos mintazatot. Eredményei évtizedekig fekiidtek a fiok mélyén,
de ez a kutatas vezette 6t el a mobilis genetikai elemek leirdsdhoz, melyeknek az utdbbi
évtizedekben kezdik folfedezni igazi jelentoségét szamos teriileten pl. az Oregedés
szabalyozasaban is.*% Hasonlo a helyzet a CRISPR/Cas9 rendszerrel, ami napjaink
legigéretesebb génsebészeti eljarasa és szamos potencidlis terapids lehetdség alapja. Ennek a
modszernek a mara vildghoditd atja azzal kezdddott, hogy kutatok figyelmesek lettek egy
érdekes jelenségre a baktériumokban, ¢s elkezdték vizsgalni az tgynevezett “bakteridlis
immunrendszert”.®” Elsére se a kukoricaszemek, se a baktériumok vizsgalata nem latszik
igazan fontosnak, de mara olyan eredmények sziilettek ezekbdl a vizsgalatokbol, melyek az

egész emberiségre kihathatnak.

Az allatkisérletek etikai szabalyozasa tekintélyes multra tekint vissza. A brit parlament
1822-ben fogadta el az elsd allatvédelmi torvényt. Ez a szabalyrendszer folyamatosan fejlédik,
finomodik vilagszerte. Manapsag az allatkisérleteket engedélyeztetni kell és mar a tervezésnél
ugy kell alakitani a kisérletet, hogy minél kevesebb allatot igényeljen, a legkevésbé érzékeny
allatokat hasznalja, melyeket a lehetd legkevesebb fajdalom érjen csak, €és ne legyenek olyan
kisérletek, melyekben valoban potencialis hasznos eredmény nélkiil hasznalnanak fel allatokat.
Manapsag a 3R (replacement, reduction, refinement) elv alapjan torténik a kisérletek tervezése
¢s engedélyeztetése. A kisérletekben résztvevd kutatoknak, munkatarsaknak rendszeres
tovabbképzéseken kell részt venniiik miel6tt allatokkal dolgoznanak. A jegyzetnek nem célja
részletesen bemutatni a torvényi szabalyozast és a 3R elvet, de néhany példan at sziikségesnek
tartjuk az alapelvek ismertetését. 1314

Replacment, vagyis helyettesités: az allatok melldzése/helyettesitése minden 1épésben,
ahol lehet. Ehhez tartozik példaul, az in vitro és in silico modszerek alkalmazasa, vagy az, hogy

kisérletet végzdk specidlis eszkdzokon (pl. milanyag babukon vagy masféle ok miatt mar
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elaltatasra kertilt allattetemeken) gyakorolnak be eljarasokat, mieldtt a valodi kisérleti allatok
kozelébe keriilnének. A helyettesités elvébe beletartozik, hogy ahol, és amikor lehet, az
alacsonyabb rendii fajokat hasznaljak a komplexebb éldlények helyett. A jelenleg szabalyozas
sokkal szigorubb a ,jogi értelembe vett allatokkal”, melybe a gerinchtrral rendelkezd
¢lélények tartoznak. Az egysejtiiek, C. elegans, Drosophila és a zebradaniok 5 napos korukig
(utana szigorubb szabalyok!) nem sorolhatdéak ide. (Természetesen a kevésbé komplex
¢lélényekkel valdé munkdnak is vannak szabalyai €s pénziigyi timogatast sem kaphat olyan
kutatds, ami bar ilyen értelembe ,,nem allatokat” hasznal, de felesleges és nem megfeleléen
megtervezett. A kutatdi és torvényhozoi kozosség 1dordl idore feliilvizsgalja ezeket a
szabalyozasokat is, igy ezek a jovében valtozhatnak.). 1314

Reduction, vagyis csokkentés: minél kevesebb allat felhasznalasa a kisérletekben. Egy
jol megtervezett kisérletben kevesebb allat keriil felhasznaldsra, mert nincs sziikség felesleges
ismétlésekre. Az adatok megosztasa a kutatok kozt (cikkek, adatbazisok, egylittmiikodések)
ugyancsak csokkentik a kisérletek szamat. Az is ide tartozik, ha egy kisérleti allat kiillonb6z6
szerveit kozosen hasznaljak fel tobb kiilonb6z6é munkaban, példaul, ha az adott vizsgalatban
csak a majra van sziikség, 0ssze lehet fogni egy olyan kutatocsoporttal, akik egy masik szervet
vizsgalnak, egy kezdd allatorvostan hallgatd pedig még nyugodtan gyakorolhatja pl. a seboltést
ugyanazon az allattetemen (tervezés, egyiittmiikodések). 1314

Refinement, vagyis finomitas, tokéletesités. Ide tartoznak a jol képzett munkatarsak,
akik nem vétenek olyan hibat az allatok tartdsdban, kezelésében, ami sziikségessé tenné a
kisérlet felesleges ismétlését. A megfeleld statisztikai modszerek ismerete, hogy mar elére meg
lehessen tervezni mennyi a sziikséges, de minimalis 4llatszam, amivel megbizhat6 eredmények
produkélhatoak. Ehhez a ponthoz tartozik példaul a kisérleti allatok megfeleld és szabalyozott
tartasa vagy a kisérleti koriilményekhez vald akklimatizalasa, amivel csokkenteni lehet a
stresszbOl adodd nagy szorast és igy kevesebb allatra lesz sziikség a megfelelé statisztikai

bizonyossag eléréséhez. 1314

Az éltalanos bevezetd utdn a jegyzetben bemutatunk néhany konkrét genetikai
modellrendszert, eldnyeit, hatranyait és legfontosabb felhasznalasi teriileteit. Els6sorban a
legismertebb, legszélesebb korben alkalmazott modellszervezetekre koncentralunk, de néhany

kevésbé ismert genetikai modellszervezetet is szeretnénk bemutatni.
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Klasszikus genetikai modellek

Baktériumok

Bevezetés

Ebben a fejezetben nem egy faj, hanem a prokaridtak, azon beliil is a baktériumok, egy
divergens, Osi csoport, keriilnek bemutatasra. A prokariotak nagyon meghatarozoak a foldi élet
szempontjabol. Ok voltak az elsé, él6 szervezetek, amelyek megjelentek a bolygon és azota
benépesitették a teljes Foldet. Rendkiviili valtozatossagra tettek szert, nagyon széles korben
specializalodtak kiilonbozd metabolikus utvonalakra, rengetegféle energiaforrast, szénforrast képesek
hasznositani és éppen ezért olyan helyen is meg tudnak telepedni és tul tudnak élni, ahol az eukariota
sejteknek esélyiik sincs. Maguknak az eukariota sejteknek a 1étrejotte is annak koszonhetd, hogy
kiilonbozd prokaridta szervezetek szimbiodzisba léptek egymassal. Gyakorlatilag az eukaridtdkat a
prokariotdk a leszdrmazottjainak lehet tekinteni. A prokariotdk életiink mindennapjait is
meghatarozzak. Ha a baktériumokra gondolunk sokszor a patogéneket értjilkk alattuk (amelyek
betegségeket okoznak), azonban a sajat testiinkben is nagy tomegben élnek baktériumok. A
baktériumok a béltraktusunkban, illetve kiilonboz6 feliileteinken védenek minket, ellatnak tapanyaggal.
Eletiink tehat elképzelhetetlen ezen szimbidtak nélkiil. A szabadon é16 fajtak altalaban nagyon jol

Osszeegyeztethetdek a laboratoriumi koriilményekkel, tehat konnyii és olcso oket fenntartani.

A prokariotakrol altalanosagban elmondhatoé, hogy haploid genomjuk van, amely egy darab
cirkularis DNS-en helyezkedik el. Sejtjeikben a genom nincs elhatarolva sejtmaggal a citoplazmatol.
Ez egészen kiilonleges szabalyozasi lehetdségeket biztosit a gének kifejez6dése szempontjabol. A
prokariotakra kis méret és gyors reprodukcié a jellemzd. A szaporodasuk idejét teljes mértékben
meghatarozza a genom méretilk. Minél kisebb egy prokariéta genomja, annal gyorsabban képes
osztddni. Gyakori jelenség ezekben az él6lényekben a horizontalis géntranszfer, azaz folyamatosan
géneket gylijtenek kornyezetiikbol, ami lehetoséget biztosit szamukra a gyors adaptaciora. Ahhoz, hogy
minimalizalni tudjak a a genomjuk méretét és génexpresszios aktivitasukat, folyamatosan
pontmutéciokkal, elsdsorban deléciokkal inaktivaljak az éppen felesleges géneket. Ezen szekvenciakat
gyakorta el is tiintetik a genomjukbdl, tehat egy folyamatos genomcsokkentés zajlik benniik. A genom-
csokkentés még intenzivebbé valik éhezés vagy szélsOséges korilmények kozott. Ennek
eredményeképpen Tehat a prokariota genomrol 6sszességében elmondhatd, hogy rendkiviil kompakt.
Egy bakterialis genomnak koriilbeliil a 95%-a tartalmaz kodold szekvencidkat, tehat tényleg rendkiviil
kompaktak. A génekben nincsenek intronok, ami szintén meggyorsitja a génexpresszids valaszidét,
melynek koszonhetéen gyorsan képesek reagalni a megvaltozott kdrnyezeti tényezdkre. A géneket
operonokba tomoritik. Tobb azonos tulajdonsagban szerepet jatszé gén egyetlen promoter mogott

talalhat6 és egyetlen mRNS irodik at rola. Az opreonos atirddasnak koszonhetden a szabalyzd régiok
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szama is csOkken a genomban, hiszen nem kell azt génenként 0j szabalyzé régiot kialakitani. A
prokaridtakra jellemz6 tovabba, hogy extra kromoszomalis elemeket, plazmidokat is tartalmaznak. Az
Escherichia coli volt az els6 olyan szervezet, amit a genom projekt keretében megszekvenaltak.! Azota
szamtalan tovabbi prokariota genomot szekvenciaja valt ismertté, amelynek kdszonhetéen tobb ezer

genom tolthetd le az adatbazisokbol megkonnyitve ezzel a bioinformatikusok munkajat.

A prokariotak laboratoriumi vizsgalata 1928-ig nyulik vissza. Ez volt az az id6szak, amikor
megallapitottak, hogy a baktériumok képesek transzforméciora, tehat szekvencidkat, genetikai anyagot
tudnak felvenni a kornyezetiikb6l, akar élettelen baktériumokbdl is. 1946-ban figyelték meg a
rekombinacio jelenségét. Ekkor irtak le, hogy két kiilonbozd genetikai hattérrel rendelkezé rokon
leirasat az eukariotakban). 1952-ben a baktériumoknak és a bakteriofagoknak koszonhetden tudtak
azonositani, hogy az 6rokitbanyag a DNS. Szintén baktériumokban tudtdk kimutatni, hogy a DNS
replikacioja konzervativ médon torténik. 1961 az Operon-modell leirasanak éve. Az Operon-modell a
sejtek génexpresszid szabalyozasanak egyik modellje. Torténetileg a lac operon az egyik

legérdekesebb, leirasaval sokat meg lehetett tudni a transzkripcid szabalyozasarol.
A baktériumok kutatast segité munkaja a laboratériumokban

A prokariotak, mint modellszervezetek viszonylag specialisak, az eukaridta sejtek miikodésére
vonatkozé informaciokat nem lehet kinyerni beldliik. Manapsag a prokariotak vizsgalata egészen mas
szempontok miatt fontos, mint a mult szdazadban foly6é kutatasok soraban. A molekularis
laboratériumokban a baktériumok a mindennapi munka alapkoveinek szamitanak. Baktériumokat
hasznalunk kiilonb6z6 rekombinans DNS-ek felszaporitasahoz, baktériumokbdl nyeriink kiilonbdzo
enzimeket, amelyekkel molekularis bioldgiai munkakat tudunk végezni, altaluk tudunk nagy
mennyiségben eldallitani kutatdsokhoz sziikséges enzimeket, fehérjéket. A prokariotakat ipari
méretekben is hasznositjak. Fermentorokban allitanak el6 kiilonb6zd enzimeket vagy fehérjéket. A
géntechnoldgia szamos, bakterialis eredeti enzimet hasznal fel. Az endonukledz enzimek a
baktériumok szamdara védelmi mechanizmust biztositanak, szekvenciaspecifikusan képesek hasitani a
DNS-t, reverzibilis modon. Ez tette lehetévé a kutatok szdmara, hogy a kromoszomalis DNS-t
iranyitottan, kezelhet0 méretli darabokra vaghassak, a kiilonbozé darabokat rekonbinans DNS
formajaban Osszeillesszék. A Taq polimerazt extermofil, gejzirekben €16 baktériumbol nyerték ki. A
horezisztens Taq polimeraz biztositja azt, hogy egy laboratoriumban PCR-el in vitro koriilmények
kozott lehetséges nagy mennyiségben DNS-t felszaporitani.? A hagyomanyos klonozasi folyamatban
szintén baktériumokat hasznalnak a kutatok, de restrikcios enzimeket felvaltd klonozasi technikakat
szintén baktériumoktdl tanultuk. A helyi specifikus rekombinaciot kiaknazo Gateway klonozas is ilyen.
A baktériumokban a rekombinaciot kihasznal6 technika a Gibson klonozas is. 2014-ben felfedezték a

CRISPR/Cas9 technologiat®, amely leirasaért és alkalmazasaért 2021-ben adtak Nobel-dijat.
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A baktériumok genetikai modositasa egyszeriien kivitelezhetd. A folyamatot megkonnyiti, hogy sok
baktériumtorzs természetes modon transzformalhaté vagy kezeléssel kompetensé tehetd, ezenfeliil
kénnyen elektropolalhatoak. Tovabbi DNS-bejuttatasi lehetoséget kinal a modositott fagok és a
konjugativ plazmidok hasznalata. Korabban a transzpozabilis Mu fag segitségével végeztek random
mutagenezist. Elonye, hogy a DNS bevitelét a fagfertézés biztositja, hatranya, hogy az integralodott
elem mozgasa instabilla teszi a vonalakat. Manapsag a stabilabb vonalak 1étrehozasara modositott TnS
transzpozont hasznalnak, ami az integraci6 utan tovabbi athelyezddésekre nem képes, igy stabil
mutansokra szelektalhatunk. Az inszercid helye belsd primerekkel konnyen térképezhetd. Iranyitott
deléciokat, inszercidkat (pl.: fluoreszcens jeldlések, tag-ek) rekombinaciés modszerekkel, példaul a
lambdafag eredetii A Red rekombinaz segitségével hozhatunk létre. Plazmidok segitségével konnyen
termeltethetiink rekombinans gyogyszereket, mint protein-hormonok, vakcina-antigének, antitestek,
citokinek, novekedési faktorok vagy véralvadasi faktorok. Ahogy szamos mas modellnél tapasztaljuk,
a bakterialis kutatasok terén is el6térbe keriil a CRISPR/Cas9 rendszer hasznalata, amely egyarant

hatékony iranyitott és random mutagenezis, illetve inszerciok létrehozésa soran.*

A baktériumok kutatasanak napjainkban is van relevancidja. Manapsag mar nem egyedi
baktériumok vizsgalatat végzik, hanem a metagenomikai kutatisokon van a hangsialy. A
metagenomikai vizsgalatok alapja, hogy kornyezeti és human mintakban nem egy-egy izolalt
baktériumot lehet talalni, hanem egész kozosségek élnek egyiitt. Azonban ezek a kozosségek
torékenyek, a mintavétel soran elveszhetnek a kiilonb6zo torzsek beldle és fenntartasuk is nehézségekbe
titkozne laboratoriumi koriilmények kozott (Részben azért, mert sok baktériumtorzsnek specialis
koriilményekre van sziiksége a fenntartdsahoz, izolalasdhoz, az oxigén némelyikre karos lehet, bizonyos
torzsek kiilonleges tapanyagforrast igényelhetnek.) A baktériumtenyésztés helyét ezért a szekvenalasi
modszerek veszik at. A szekvenaldsi eredményeket részben genomikai, részben proteomikai
szempontbdl vizsgaljak. Koszonhetéen tobb ezer rendelkezésre 4ll6 genomnak, rengeteg
bioinformatikai informacié van, ahol mar azonositottdk az egyes toérzsek specifikus miikodését. Ezért
azonositani lehet a kornyezeti mintakbol a mar ismert baktériumokat, illetve lehet6ség van arra, hogy a
még nem ismert baktériumokat jellemezzék. Az 10j fajok szekvenciajat rokonszekvenciakhoz illesztve
Ossze lehet épiteni egy teljes genomot anélkiil, hogy latndk azt a torzset, amivel dolgoznak. Az
Osszeallitott szekvencia alapjan meg tudjak hatarozni, hogy milyen metabolizmussal rendelkezik az

ujonnan felfedezett baktérium, Archea, vagy mas prokariota.

A prokariota kdzosségeket szamos relevans szempontbol lehet vizsgalni: Tanulmanyozni lehet,
hogy az azonos helyen eléforduld baktériumok kozott milyen interakciok vannak? Hogyan képesek
szabalyozni a biofilmképzést? A prokariotakrol nyert informacioknak orvosbiologiai felhasznalésa is
van. Egészségilink szempontjabol 1ényeges kérdés az, hogy benniink milyen Osszetételi mikrobiom

talalhatd. Az emésztorendszert6l kezdve egészen az agymiikddéséig szamos szerv miikddésérol tudjuk,
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hogy miikddéstikre és fiziologias allapotukra hatassal vannak a veliink - benniink €16 prokariotak. Bar
mar szamtalan ismeret all rendelkezésiinkre, ami segiti a prokatidta vilag megértését, mégis egyre
nagyobb kihivast jelent az orvostudomany szamara a patogén baktériumok ndvekvo

multidrogrezisztenciajanak kérdése.
Az antibiotikum-rezisztencia

Egyes elképzelések szerint Nostradamus ,égetett parfimoket, fliszeres és gyantds
novényeket, babért, ciprust, borékat, balzsamot, témjént, mirhat, rozmaringot. Ezt az eljarast a
tudomany ma tokéletesen igazolta. Bizonyos parfimdk és a bordka bogydjdnak elégetése folytan
mikrébaol6 aldehidek keletkeznek. Ma is fert6tlenitenek aldehidekkel, csak egyszer(ibb és olcsébb
maddon allitjak ket el6.”* Az antibiotikumok koziil els6ként 1928-ban Alexander Fleming azonositotta
a penicillint, ezek utan kertiltek be az antibiotikumok az orvosbioldgia fokuszaba. Rengeteg bakterialis
betegséget nem tudtak az antibiotikumok felfedezése el6tt gyogyitani. Ilyen volt példaul tidégyulladas
vagy a pestis. Erdemes megjegyezni, hogy nem tudatosan, de a népgyogyaszatnak koszonhetden,
Fleming el6tt is hasznaltak mar antibiotikumokat betegségek kezelésére. Maguk az antibiotikumok
egyébként nem mérgek, de a baktériumoknak bizonyos metabolikus utvonalaival interferalnak. Az
antibiotikumokat a természetben Aaltaldban talajlaké mikroorganizmusok termelik azért, hogy
megvédjék magukat az egyéb mikroorganizmusoktol (kiilondsen fontos ez akkor, amikor szaporodasi
vagy novekedési allapotban vannak). Jellemzéen kis molekulak, kiilonféle metabolikus utvonalak

koztitermékei.®

Az antibiotikumok alkalmazasuk els6 évtizedeiben valosagos csodaszernek szamitottak. A
rezisztens torzsek megjelenésével azonban az antibiotikumok egyre hatastalanabba valtak. Kezdetben
a rezisztens torzsek megjelenése koriilbeliil 15 évet vett igénybe. Mara ez a folyamat rendkiviil
felgyorsult, akar egy évvel az 0j antibiotikum hasznélata utan mar rezisztens torzseket lehet felfedezni.®
Az antibiotikumokat hatdasmechanizmusuk alapjan lehet csoportositani. Képesek gatolni a
sejtfalszintézist, metabolizmust, sejtmembranszintézist, fehérjeszintézist, DNS replikaciot stb. Ezen
folyamtok gatlasa gyakran vezet a mikroorganizmusok pusztuldsahoz (1. abra).” Egy baktériumtorzs,
amely rendelkezik rezisztenciaval egyfajta mechanizmussal ,tdmado” antibiotikummal szemben,
konnyen lesz rezisztens egy masik, ugyanabba a csoportba tartozé antibiotikummal szemben is. Ezt a

jelenséget keresztrezisztencianak nevezzik.

Az antibiotikumra sok baktériumfaj természetes modon rezisztens. Hidnyozhat beldlik a
célmolekula, példaul nincsen sejtfaluk és igy a sejtfalszintézis gatlasa hatastalan naluk, vagy olyan
mutaciot hordoznak, amely miatt védettséggel rendelkeznek bizonyos antibiotikumokkal szemben. Az
ilyenfajta rezisztenciat altalaban a kromoszomajukon kédoljdk a prokariotak. A termelS sejtek is

védettek az adott kismolekula ellen.?
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Antibiotikum hatas Antibiotikum rezisztencia

Kipumpalas

Sejtfal szintézis

Tetracycline

Vancomyciq Aminoglycosides
Cephlosporins B-lactams
p-lactams Fluoroquinolones

Bacitracin

Fehérje szintézis

g’]‘:i""E'VChMif’esl Antibiotikum
loramphenicol 2ou . T
et I'.’ felszinének inaktivalasa
_e racy_c ine NH, :
Linezolid Macrolides
Y N | B-lactams

Nukletinsav \ /k = Aminoglycosides
szintézis
Rifampin \o L )
Metronidazole Antibiotikum célpont
Quinolones - J ,megkeriilése”
Fluoroquinolones > Vancomycin

>-r\ o= Trimethoprim

Tetracycline
Metabolizmus gatlas Jeusccine
Trimethoprim
Dapsone i )
Sulfonamide Sejtmembran

Antibiotikum célpont médosulasa

roncsolas

Polymyxin Vancomycin

Daptomycin Aminoglycosides
Fluoroquinolones
Penicilin

1. abra: Az antibiotikumok hatis mechanizmusai és veliilk szembeni rezisztencia. Bal oldalt az
antibiotikumok hatdsmechanizmusaik alapjan vannak csoportositva. Jobb oldalt a kiilonb6z6 antibiotikumokkal

szembeni rezisztencia tipusok lathatéak. Az 4bra az alabbi tudomanyos kdzlemény modositaséval késziilt.”

A baktériumok is szerezhetnek rezisztenciat, ennek kétféle mechanizmusa ismert. Abban az
esetben, ha az antibiotikum nem elég nagy doézisban érintkezik a patogénekkel, eléfordulhat, hogy
szaporodasuk kozben elényds mutaciok zajlanak le benniik.
10° eséllyel megjelenhetnek olyan muténsok, amelyek rezisztenssé valnak az antibiotikummal
szemben. Ezt a folyamatot vertikalis géntranszfernek hivjak. Ez esetben de novo mutacio fog elterjedni
a populacioban. A mutans sejt utodai is rezisztensek lesznek az adott antibiotikumra. Horizontalis
géntranszfer esetén az elpusztult, rezisztenciadt hordozd baktériumsejtek maradvanyaibodl, vagy virus
transzdukcioé kovetkeztében, vagy konjugécioval nyerhetnek antibiotikum-rezisztencia tulajdonsagot a
sejtek. Horizontalis géntranszfergéntranszfel ennek esélyel0-3-10-6 kozott lehet. Ez a kis szdm
azonban egészen mashogyan értelmezhetd, ha szamitasba vessziik a baktériumok gyors szaporodd
képességét. Ha a mikrobiomban jelen van egy antibiotikum-rezisztens baktérium (amelynek nem kell
patogénnek lennie) nagy valdszinliséggel valhat a minket megtimadd patogén is rezisztenssé az

antibiotikummal szemben.
Rezisztencia gének szabalyozasa a baktériumokban

A rezisztenssé valasnak tobb utvonala lehetséges: megjelenhet egy transzporter, amely lebontja
az antibiotikumot a sejtben, illetve a rezisztens sejtnek koszonhetéen modosulhat a célmolekula is.
Példaul egy riboszomat timado antibiotikum esetén a riboszomén torténhet olyan modosulas, amely
miatt nem tud hatni az antibiotikum. Az antibiotikum elleni védekezés viszont a baktérium szamara

minden esetben hatrannyal jar. A baktériumnak egy olyan génkészletet kell kialakitania, amely
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biztositja, hogy egy adott kdzegben életben maradjon. Minden egyes 0j gén létrehozasa és bekapcsolasa
energiaigényes folyamat, aminosavat és ATP-t fogyaszt. Ezért a baktériumok torekednek arra, hogy a
lehetd legkevesebb funkciot (aktiv gént) hasznaljak egy idoben. Antibiotikum-rezisztenciat kifejezni
tehat nem érdemes antibiotikum jelenléte nélkiil. A prokaridtak génszabalyozasara leggyakrabban
negativ szabalyozas jellemz6. llyen estben a promoterhez egy represszor is tartozik, ami normal
(antibiotikum mentes) koriilmények kozott megakadalyozza a védekezésre szolgaldo gének atirasat.
Ezek a represszorok gyakran képesek kotddni egy tipust antibiotikumhoz. Az antibiotikum jelenlétében
levalnak a promoterrdl, és aktivalodik a rezisztenciat biztosité gén atirddasa. Létezik pozitiv
szabalyozas is, ebben az esetben alaphelyzetben gatolt a rezisztencia gén atirdsa, viszont amikor
megjelenik az antibiotikum, érzékelni fogja a baktérium (pl.: membranfelszini receptorokkal) és
aktivalni fogja a rezisztencia génatirast. Tovabbi baktériumokra jellemzé folyamatok is
megfigyelhet6ek antibiotikum-rezisztencia esetén. Az attenuacio folyamata arra a jelenségre épiil, hogy
a prokaridtaknak nincsen sejtmaghartya. A transzkripcio és a transzalcio egy idében és egy térben zajlik.
Ezt kihasznalva még az atirodd6 mRNS-en is torténhetnek valtozasok. Az mRNS is képes masodlagos
szerkezettel rendelkezni, kiilonbozé hajtiikanyarok (loop-ok) jelenhetnek meg rajta. Az egyik fajta
szabalyozasi mod, ami az mMRNS-ek modositasra épiil, amikor magat a transzlaciot gatoljak a kialakult
hajtiikanyarok. Ez a jelenség f6leg a riboszémara hato antibiotikumokkal szembeni rezisztencia génekre
jellemz6é. Az mRNS tehat jelen lesz a sejtben, de a riboszéma nem tud rakotni, nem torténik transzlacio.
Abban az esetben, ha megjelenik az antibiotikum és kotédik a riboszomahoz, a riboszoma szerkezete
megvaltozik. A riboszoma képessé valik egy alternativ helyen koétédni az mRNS-hez. A riboszoma -
MRNS ké&tésnek koszonhetéen masféle hajtii szerkezet jon Iétre az mRNS-en. Az mRNS térszerkezet
valtozasaval szabadda valik a riboszoma tényleges kotohelye és elindul a rezisztenciat kodold gén
mRNS transzlacidja. A masik lehetdség az antibiotikum rezisztencia gén szabalyozasara a transzkripciod
terminacios gatlasa. Az éppen expresszald6 mRNS ismételten hajtli szerkezetet hoz létre, amelyrol
csonka, hasznalhatatlan mRNS fog létrejonni. Ismételten a riboszomahoz kot6do antibiotikum lesz az,

crcr

mRNS 4tirodik és elindulhat a rezisztenciaért felelds fehérjék atirasa (2. abra).®
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2. abra: Az antibiotikum-rezisztencia gének szabalyozasa. A baktériumokban a rezisztencia gének aktivitasa
csak a baktériumra nézve karos agensek jelenlétében hasznos. A rezisztenciat biztositd gének aktivacioja
antibiotikum jelenlétében tobb mddon is megvalosulhat. A) Az teraciklin elleni rezisztencia gén (tetA) atirddasa
egy represszorral gatolt (TetR). A tetraciklin képes kotédni a represszorhoz, igy felszabadul a tetA prométere a
gatlas alalol és megindul a génatirédas.” B) A VanS membranfehérje érzékeli a vankomicint és aktivalja a VanR
szabalyoz6 fehérjét. Az aktivalt VanR katalizalja a vankomicin elleni rezisztencia gén (vanJKHAX) atirodasat. C-
D) Az antibiotikum rezisztencia gén szabalyozasa poszttranszkripcionalisan is torténhet. Ilyen esetekben képzdik
mRNS, amelynek a transzlacioja gatolt, vagy nem teljes. C) Az antibiotikum jelenlétében a riboszomak egy
alternativ kotéhelyhez kapcsolédnak az mRNS-en, amelynek ettdl megvaltozik a térszerkezete és szabadda valik
a transzlaciohoz szilkséges riboszoma kotéhely. D) Antibiotikum jelenléte nélkiil csonka fehérje képzodik. A
transzlacié aktivalédasa hasonloképpen torténik, mint az el6z6 esetben. Antibiotikum jelenlétében az RNS-en
olyan alakvaltozasok (hajtilkanyarok atrendez6dése) zajlanak le, amivel lehetéség nyilik a teljes fehérje

4tir6d4sdra. Az 4bra a Dar és Sorek 2017-es sszefoglaldja modositasaval késziilt.?

Az antibiotikum-rezisztencia gének terjedésének mechanizmusai a mikrobiomban

A szakirodalombol ismert egy érdekes mechanizmus a rezisztencia gének szabalyozasara. Az
antibiotikum rezisztenciaért felelés gének altalaban operonokba szervezddnek, és a transzpozonok

részeit képzik. A kutatok talaltak olyan transzpozont, amiben a tetracyclin rezisztencia gén talalhato

rrrrr

bemutatott negativ szabalyozas alatt all. Akkor valik aktivva, ha tetraciklin jelenlétében megsziinik a
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génatiras gatlasa. Tehat a baktérium szamara a tetraciklin megjelenése egyszerre fogja a rezisztenciat

¢s a transzpozon mobilizacidjat is aktivalni.

Az antibiotikum vagy akar nehézfém rezisztencia géneket baktériumokban kiilonféle mobilis
elemek hordozhatjak, a transzpozonok mellett génkazettdk is kddolhatnak ilyen szekvencidkat. A
bakteridlis transzpozonok lehetnek Osszetett (két inszercids elem hatdrolja a rezisztenciagéneket) és
egyszerl transzpozonok. A génkazettdk kodold szekvencidkat tartalmaznak, de nincsen promoteriik. A
baktériumsejtekben talalhaté integron tipust transzpozonok képesek Osszegylijteni a génkazettdkat
helyspecifikus rekombinacidval, ez a szekvencia promotert is tartalmaz. Tehat az integronok képesek a
génkazettakban 1évo géneket kifejeztetni, integralédhatnak a genomba. Ezek az elemek rezisztencia
plazmidokon tudnak atjutni egyik sejtbdl a masikba. Ez biztositja az egész mikrobiom rezisztenciajat,
amelyet egy elhalt baktériumbdl is fel lehet venni transzformacioval, illetve ez a rezisztencia plazmid
még konjugaciora is képes lehet (3. abra). Az inszercios konjugativ elemek (ICE) is képesek a
génkazettakat Osszegylijteni. Ezek az elemek képesek szabad cirkularis formaban mas sejtekbe
konjugaloédni vagy a genomba integralodni, ugyanakkor nem képesek Onnalldan replikalodni a
sejtben.’® El6z8 példakban lattuk, hogy a rezisztenciaért felelés gének tobb modon étkeriilhetnek
mobilis elemekbe. Ezt kovetden pedig a kromoszoma és a kiilonboz6é plazmidok kdzott képesek a sejten
beliil mobilizalddni, beépiilhetnek a kromoszomaba (integralddnak). A traszpozonoknak kdszonhetéen
a rezisztenciagének konnyen terjedhetnek baktériumok kozott, azonban ezek energiaigényes
folyamatok és normal koriilmények kozott a transzpozonok felvétele és kifejeztetése hatranyt jelent a

sejtek szamara (3. abra) .1
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3. abra: Antibiotikum-rezisztencia gének intracellularis és sejtek kozotti mobilizaciés folyamatai. Az abran
két kiilonbozo torzsbol vagy fajbol szarmazo sejt lathatd, amelyek koziil az egyik donorként (kékkel van jeldlve
a sejtmembranja, a kromoszémaja és a benne taldlhatd plazmid), a masik pedig recipiensként (piros szinnel)
funkcional. A mobilis genetikai elemekhez (MGE-khez) kapcsolodd rezisztenciagéneket kiilonb6zé szint
vastagabb nyilak jelolik. A vékony fekete nyilak az intracellularis MGE mozgas folyamatokat mutatjak, a
transzpozdz fehérje altal kozvetitett folyamatok Tnp-vel, a helyspecifikus rekombindzok altal iranyitott
folyamatok Ssr-rel lettek jelolve. A vastag zold nyilak a sejtek kozotti (horizontalis) géntranszfert jellik. A) Egy
rezisztenciagént mindkét oldalan inszercioselemek hataroljak (IS-ek), amely gén helyspecifikus rekombinacioval
atkeriilhet egy masik DNS-szekvenciaba (pl.: a kromoszomar6l egy plazmidra). B) A rezisztenciagént hordozd
traszpozon (Tn) mozoghat plazmidok ko6zott, vagy plazmidokrdl a kromoszomara vagy forditva. C) A
plazmidokba és integronokba tovabbi génkazettdk is beépiilhetnek. D). Az ICE emelek integralédhatnak a
kromoszémaba vagy kivagodhat onnan cirkularis elemként, amely aztan konjugaldédhat egy felvevo sejtbe és
specifikus rekombinacioval integralédhat (reverzibilisen) a kromoszémaba. E) Konjugacioval a plazmidok
képesek lehetnek sejtek kozotti gén transzfert kozvetiteni, vagy ha nincs konjugacios régidjuk, akkor egy masik
plazmiddal fuzionalva mobilizalodhatnak (vagy alternativaként horizontalisan mozoghat fag transzdukcié vagy
transzformacié révén is). A plazmidokon kodolt rezisztenciagének transzpozaz vagy helyspecifikus

rekombinacidval épiilhetnek be a kromoszémaba, vagy mas plazmid(ok)ba a befogadd sejtben. Az abra az alabbi

publikaci6 abrajanak modositasaval késziilt.!*

Antibiotikum-rezisztencia terjedésének osszefiiggései az emberi civilizaciéval

Egy 2018-as kutatas vizsgalta, hogy milyen koncentracio sziikséges antibiotikumokbol vagy
nehézfémekbol, amely képes fenntartani a rezisztencidt hordoz6 plazmidot a baktériumokban. A
sziikséges mennyiség koriilbeliil kétszdzad része annak a koncentricionak, amely az urbanizalt
kornyezetében eléfordul. Az emberi tevékenység telitette a kornyezetet antibiotikumokkal, igy a
prokariotak arra szelektalodnak, hogy antibiotikum-rezisztencia géneket hordozzanak és terjesszenek.
Szamos olyan tevékenységet folytatunk, amely elOsegiti ezt a jelenséget: Betegség esetén gyakran
antibiotikumot szediink, amelyet a szennyvizzel a kornyezetbe juttatunk. Nagylizemil
allattenyésztésben, névénytermesztésben mindennapos az antibiotikumos kezelés. Az antibiotikum
sosvizi terjesztésnek tipikus forrasai a halfarmok. A szarazfoldi novénytermesztéssel, vagy
allattenyésztéssel ,,csak” lokalisan, egy adott foldteriiletet és annak a kdzvetlen kornyezetét szennyeziik
antibiotikummal. A tGlhalaszas miatt halakat is tenyésztik. Ez a tenyésztés akkor kifizet6débb
gazdasagilag, hogyha medencék helyett tengervizben, koriilhatarolt tertileteken hoznak Iétre
haltenyészeteket. Ezek a halak ugyaniigy nagy tomegben fordulnak eld, mint ahogy a csirkék is a
csirkefarmokon. Ugyantgy nagyon konnyen adnak at egymasnak betegségeket, igy antibiotikummal
kell kezelni 6ket ahhoz, hogy megfeleld mennyiségli halat tudjanak kitermelni a folyamat végén.
Ezekben a tenyészetekben folyamatosan friss tengerviz érkezik az elkeritett teriiletre és kimossa az

antibiotikumot. Tehat még nagyobb mennyiségben kell antibiotikumot felhaszndlni. A tengerek és
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oceanok 0ssze vannak kotve egymassal a vildgon, igy olyan helyen is felléphet antibiotikus szennyezés,

ahol egyébként nincs mezégazdasagi tevékenység.'?

Az antibiotikum-rezisztencia komoly egészségiigyi ¢és gazdasagi probléma. Ujabb
antibiotikumok izolalasa orvosbioldgia jelentdséggel bir. Amint korabban mar irtuk, az antibiotikumok
metabolikus utvonalak kozti termékei. Az Actinomycetes torzsek jelent6s antibiotikum termelonek
szamitanak, bel6liik szdmos antibiotikum tipust lehet izolalni. Laboratériumban fenntartva, sztenderd
koriilmények kozott meghatarozott antibiotikumokat termelnek, viszont olyan metabolikus
utvonalakkal is rendelkeznek, amelyek sztenderd koriilmények kozott inaktivak.®* Egy tanulméanyban
CRISPR/Cas9 rendszerrel elronottak az Actinomycetesek legfontosabb metabolikus titvonalait. Ezzel
ravették Oket, hogy alternativ metabolikus utakat kezdjenek hasznalni. Az el6idézett valtozasoknak
koszonhetben 2 Gj potencialis antibiotikumot sikeriilt izolalniuk, amelyek ellen kevésbé tudnak gyorsan
rezisztenciagének kialakulni a baktériumokban.’® 2013-ban szegedi kutatok egy, a rakos sejteknél is
megfigyelhetd jelenséget mutattak ki. Azon baktérium sejtek, amelyek valamelyike egy hatéanyag ellen
rezisztenciat tud kialakitani, mas hatéanyagokra tulérzékenységet mutathatnak. Ez a kollateralis
szenzitivizaci6. Hipotézisiik szerint, ha a sejt egyfajta védekezésre ,,6sszpontosit”, akkor egy masik
fajta hatassal szemben gyengébbé valhat. Kiilonb6z6 antibiotikum-csoportokra rezisztens torzseket
kezdtek el mas csoportbol szarmazd antibiotikumokkal kezelni alacsony és magasabb
koncentracioban. Kimutattak, hogy vannak olyan antibiotikum-rezisztens torzsek, amelyek mas
antibiotikumokra kiilonosen érzékenyek. Multidrogrezisztens torzsek esetén ki lehet zarni, hogy mely
antibiotikumokkal nem érdemes kezelni a beteget (mert nem varhat6é javulas), de egyuttal az is
megallapithato, hogy melyik masik csoportba tartozo antibiotikum lesz, amire a szervezetben 1évo
multidrogreisztens baktériumok kiilondsen érzékenyek lehetnek.® A jelenségre magyarazat lehet, hogy
amikor egy adott génkészletet hasznal a sejt, akkor az 6sszes tobbi génje delécios hatasoknak van kitéve,
mutaciokkal elveszthetnek génfunkciok. Ezek a mutaciok fogjak 6t képtelenné tenni arra, hogy az Gjabb
antibiotikumnak ellenalljon. Az elméletet egy masik kutatocsoport igazolta, akik antibiotikumra
sz¢élsoségesen rezisztens baktériumokat hoztak 1étre. Megallapitottak, hogy abban az esetben, ha gliik6z
szénforrason tartottak az extrém magas antibiotikum koncentracionak kitett baktériumokat, azok jobban
tudtak alkalmazkodni az antibiotikum koncentracidhoz, mint mas szénforras esetén. Megvizsgaltak
ezen baktériumok metabolikus Gtvonalait, vizsgaltak a gliikozfogyasztast, oxigénfelhasznalast és egyéb
jellemzobiket. A vizsgalt harom antibiotikumbol kettd esetében nagyon eltolddott metabolizmust talaltak
a sejtekben. A sejtekrdl szekvenalas utan (nagy mennyiségii - 190 vonalat vizsgaltak) megallapitottak,
hogy a metabolikus Gtvonalak génjei nagyobb aranyban hordoztak mutaciokat, mint a kontroll (magas
antibiotikumkezelésnek nem kitett) sejtek. A szegedi kutatocsoporthoz hasonléan 6k is azt talaltak,
hogy az extrém magas antibiotikum koncentracionak ellenalld sejtek, mas tipust antibiotikum

kezeléseknek kevésbé tudnak ellenallni.* Ilyen jellegli kutatdsok a jovében ujraértelmezhetik az
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antibiotikum kezeléseket és csokkenthetik a kockazatat az antibiotikum-rezisztens baktérium

fert6zéseknek.
Osszefoglalas

A prokaridta genetikai kutatasok szamos innovativnak szamité modszertani praktikat adtak a
kutatok kezébe. A bioinformatika valamint a szekvenalasi technikak fejlédésével a mikrobiomokrol
szerzett tudasunk az elmult idokben rohamosan gyarapszik, az j modszerekkel kapott adatok
elemzésével gazdasagi és egészségiigyi szempontokbdl is relevans informaciokat kaphatunk a jelen és

a jovo emberiségének szamara egyarant.
Koszonetnyilvanitas

A fejezetben leirtak alapjaul Dr. Sigmond Timea eléadasa szolgalt. K6szonjiik, hogy évente
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tartalmaval kapcsolatos szakmai konzultaciot!
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Novények a genetikai kutatasokban

Bar a novényeken végzett genetikai kutatasoknak nem célja az emberi szervezet
miikodésének €s betegségeinek megértése, vétek lenne azt hinniink, hogy kevésbé fontosak. A
ndvények vizsgalata kozponti szerepet toltott be a genetikai kutatdsok multjaban és
elvitathatatlan szerepiik a jeleniink és a jovonk alakitasaban. Jelenlegi tudasunk szerint 13 000-
11 000 évvel ezelott kezdodott meg a ndvények héziasitasa, és mar a ,,genetika eldtti idokben™
a ndvénynemesités szolgalt az elsé ¢és legalapvetobb ismeretekkel az oroklodéssel,
keresztezésekkel kapcsolatban.! A ,,genetika atya”, Mendel is borsokkal végezte kisérleteit és
ezen kutatasok alapjan alkotta meg maig elvitathatatlan (bar azota kiegészitett) torvényeit.? A
késdbbiekben is szamos alapvetd fogalmat novényekkel foglalkozd kutatok vezettek be a
genetika, a populdciogenetika €s evolucidbiologia tudoméanyaba. Tobb, ma hasznalatos
molekularis genetikai médszer alapjait ndvényekben fedezték fel, gondoljunk csak az ugrald
genetikai elemekre vagy az RNS interferencia elsé megfigyelésére.>* Szdmos novényeken
végzett alapkutatds olyan folyamatokat, modszereket vizsgal, amelyek mas élélényekben is
hasznosak lehetnek, hiszen eukariotaként az alapvetd sejtszinti, molekularis miikodésiik
nagyon hasonld. Azonban vannak csak/els6sorban novényekben vizsgalhatod jelenségek is,
mint a kloroplasztisz genetikai alloménya, bizonyos masodlagos anyagcseretermékek, vagy a
novények kozott sokkal elterjedtebb poliploidia. Taplalkozasunk alapjat képezik a ndvényi
¢lelmiszerek, igy a kutatasok alapvetd fontossdgiak a mezdgazdasag szamara. Szamos kutatés
foglalkozik azzal, hogy lehetne jobb mindségii vagy €ppen a szélsOséges koriilményekhez
jobban alkalmazkodd ndvényeket termeszteni. Emellett olyan kdrnyezetvédelem és agrikultura
szempontjabol fontos, kérdésekkel is foglalkoznak, mint példaul hogyan javithato
segitségiikkel egyes teriiletek talaja.>® igy elvitathatatlan ezen kutatasok gazdasagi haszna.
Ennek ellenére, mivel Magyarorszagon (is) az alapkutatast végz0 laborok kozt kissé
alulreprezentalt a ndvényi modellszervezetet hasznalé laborok szama, ebben az egyetemi
jegyzetben is csak egy fejezetet tudunk szentelni a ndvényi modelleknek dsszefoglaloan.

Szamos elénye van a novényi modellszervezetekkel végzett kutatdsoknak.
Tobbségében egyszerlien fenntarthatd, olcsd és minimalis gondozéast igényld éldlények.
Kevésbé munkaigényesek, mint sok allati szervezet, gondoljunk csak arra, hogy a legtobb allat
gyakori (akar mindennapos) etetést, tisztan tartast igényel még az iinnepek alatt is. Magjaik
hosszan ¢és egyszerlien eltarthatdak genetikai modosulasok nélkiil, nem sziikséges

folyamatosan fenntartani a torzseket. Molekularis szinten alapvetéen nagyon hasonléak mas
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szervezetekhez, igy mas modelleken alkalmazott technikdk nagy része novényeken is jol
alkalmazhatd. Jo regeneracios képességgel rendelkeznek, igy sokkal ,,rugalmasabbak™ sok
allati modellhez képest. Kevesebb a megfontolandé etikai kérdés is, ami megkonnyiti a veliik
valé munkat. Mivel nem annyira népszertiek, mint az allati szervezetek, még rengeteg alapvetd
jelentéségli téma var megfejtésre. A legtdbbet vizsgalt témak kozelebb allnak a gyakorlati
alkalmazhat6saghoz is, sokszor jelent6s potencial van az eredmények felhasznalhatosagaban.

Mint minden modellszerzet hasznalatanak, a novényekkel valdé munkdnak is
megvannak a hatuliitéi. Altaliban iddigényesebbek, hiszen sok éllati modellszervezethez
képest hosszabb a novények ¢letciklusa. Ezen feliil kevésbé divatos és megértett ez a
tudomanyteriilet, kisebb a politikai és tarsadalmi megbecsiiltsége ¢és ezzel egyiitt a
finanszirozasa is alacsonyabb. Az elmult idészakban az Eurdpai Unids, illetve egyes
orszagspecifikus szabalyozasok megnehezitették, hogy a teriileten zajlé modern kutatdsok
valdban hasznosuljanak, igy a gyakorlati alkalmazas sokszor csak potencialis maradt. A
legfébb etikai kérdés a ndvényekkel végzett kutatdsok kapcsan a GMO novények 1étrehozasa
¢s/vagy alkalmazasa a laboratoriumokon kiviil. Ez egy intenziv vitakat kivalto tertilet mind a
tudomany, mind a kozélet teriiletén, szdmos pro- és kontra érvvel, amik atgondolasra
érdemesek €s egyre bonyolultabbak, ahogy a kiilonb6z0 szinteket és a kiilonbdzé modszereket
Osszehasonlitjuk. A hatranyok kozé tartozik, hogy az eldbb felvazolt okok miatt kevesebb
kutatot is vonzanak a novényekkel végzett kutatasok, a kisebb kutatdi kozosség miatt pedig
altalanossagban rosszabb mindséglick az adatbdzisok, nehezebben hozzaférhetdek az
ismeretanyagok és a ndovényspecifikus modszerek.

Sokféle novényt alkalmaznak a kutatasok sordn, mint modellszervezetet. Az egysejtiiek
koziil az egyik legszélesebb korben hasznalt szervezet a zold alga (Chlamydomonas
reinhardtii) (1. abra A), melynek egyszeri a fenntartasa, gyors az életciklusa és minden
altalanos, dsi folyamat (pl.: autofagia, transzkripcid, transzlacio stb.) jol vizsgalhatd benne.
Egysziktiek koziil a mez6gazdasag szamara fontos arpat (Hordeum vulgare) (1. abra B) és
buzat (Triticum) szoktak legszélesebb korben alkalmazni a kutatomunka soran. Elsdsorban a
terméshozamot befolyasold genetikai tényezok, illetve a biotikus és abiotikus stresszekre adott
valaszreakciok molekularis hatterének feltarasa all az érdeklédés kozéppontjaban. Ugyanakkor
az egyszikiiek koziil a rizzsel (Oryza sativa) (1. abra C) és kukoricaval (Zea mays) végzett
kutatasok se elhanyagolandok, utobbi novény vizsgéalata soran irtdk le eldszor a
transzpozonokat. A fas szara, gyiimolcstermd ndvények koziil legszélesebb korben az alma

fajokat (Malus spp.) (1. abra D) hasznaljak modellnek, de ezeket a vizsgalatokat neheziti, hogy
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nagyobb a helyigényiik ¢és igen hosszii az életciklusuk, nehéz 0j mutansokat létrehozni,
felnevelni a termd formaig. A kutatasok soran elsdsorban a termések kozti kiillonbségeket
okozé genetikai hatteret és a biotikus stresszekre, fertdzésekre adott stresszvalaszokat

vizsgaljak.”1?
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1. abra: Genetikai kutatdsokban gyakran hasznalt névényi modellszerezetek (példak). A: Petri csészében
nevelt C. reinhardtii® B: Arpa genetikai varidnsainak kalasz fenotipusa.l® C: Sostressz hatisanak vizsgalata
kiilonb6z6 rizs mutansok esetében (WT: vad tipus).!' D: Alma kiilonbdzé genetikai varidnsainak termés

fenotipusa.'?

Jelent6s modellnévény a pillangdsviragiiak kozé tartozo lucerna (Medicago truncatula) (2.
abra A). Els6sorban a szimbiotikus nitrogén kotés genetikai szabéalyozdsadnak vizsgélatat
végzik a segitségével. A pillangosviraguak gyokérgiimdikben (2. abra B, C) olyan talajlako
baktériumokkal alakitanak ki szimbiotikus kapcsolatot, melyek képesek a levegd N tartalmat
megkotni €s N» tartalmu szerves anyagot 1étrehozni. Erre csak a prokariotak néhany csoportja
képes az egész ¢éldvilagban, és a veliik szimbiotikus kapcsolatot kialakitd novényekkel egyiitt

ezt nagyobb hatékonysaggal végzik. A tobbi novénnyel ellentétben ezek a novények jelentds
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fehérje forrast jelentenek. Fontos szerepet toltenek be tapanyagforrasként, de lebomlasuk utan
a talaj természetes és kornyezetbarat javitasaban is, ellentétben a mitragyakkal. A lucerna
kivald modellszervezet, mivel kisméretii, laboratéoriumban konnyen fenttarthatd, rovid
¢letciklusu és Onmegtermékenyitéssel szaporodik, igy konnyli fenntartani homozigdta

vonalakat. Genomja diploid és ismert. °

gyokérgimé kialakuldsa

Rhizobium infekcios fonal kialakuldsa
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2. abra:Lucerna szimbiotikus gyokérgiiméjének kialakulasa. A: Kifejlett novény®® B: Gydkérgiimé® C: A
novény gyokérszéreibol felszabaduld flavonoidokat a talajban él6 Rhizobiumok érzékelik és Nod faktort
bocsatanak ki, melynek hatasara a gyokérszor koriilveszi a baktériumokat. Egy ugynevezett infekcids fonalon at
a baktériumok egy, a novény altal kialakitott zart térbe jutnak és szamos osztédason mennek keresztiil, létrehozva
a gyokérglimot. A baktériumok ebben a zart térben bakteriodokka alakulnak, amik nagyon hatékonyan tudjak a
1égkori No-t kotni. A ndvény hasznositja a megkotott No-t, a bakteriofagok pedig a ndvény kiillonbdzo anyagcesere
termékeit. A giimOképzddés genetikai hattere intenziven kutatott, de mivel komplex folyamat, még igen keveset

tudni réla. (A C 4bra alsé része csak szemléltetd jellegii.) ! (Modositott abrak)

A genetikai alapkutatasok f6 névényi modellszervezete azonban a ludfii (Arabidopsis
thaliana) (3. abra A), mely szinte minden novényekkel kapcsolatos vizsgalatra alkalmas.
Zarvatermd, kétszikli, a kdposztafélek kozé tartozik, igy a kapott eredményeket étkezési
novényekben (pl.: retek, kaposzta, mustér) is fel lehet hasznalni. Diploid, haploid genomjanak
kromoszomaszama 5. Kis méretii tomor genomja van, koriilbeliil 114,5 megabazis nagysagu,

ami 25 500 gént és 3500 fehérjét kodol.'?>*® Osszehasonlitasképp, a kukoricanak 10 a haploid
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kromoszomaszama ¢és 2,5 gigabazis nagysagl a genomja, de hasonl6 szamu fehérjét kodol. A

kukoricaban a gének kozotti nem kodold allomany nagysaga okozza a sokkal nagyobb

t14

genommeérete

3. abra: Ludfi életciklusa és nevelése laboratoriumban. A: Arabidospsis thaliana életciklusa. (d:day)
(Modositott 4bra)'® B: Fényszekrény (Labconsult, A1000-AR Arabidopsis chamber) C: Herbicid tartalma

taptalajon nevelt vad (WT) és muténs csirandvények.'6

Szamos elényds tulajdonsaga teszi kivalo modellszervezetté a ludfiivet. Laboratoriumi
koriilmények kozott konnyen nevelhetd, igénytelen, kis méretli lagyszara ndvény. Viszonylag
rovid az életciklusa, kortilbeliil 1 honap alatt fejlédik ki, majd még 1-2 hét amig a viragai is
megjelennek és kinyilnak. Vernalizacidval (alacsony hdmérséklet) indukalhatdo a névények
generativ (szaporodashoz sziikséges) szerveinek kifejlédése. Onbeporzo, igy a tiszta genetikai
vonalak konnyen fenntarthatéak. A virdgban négy sziromlevél oleli koril a 6 porzot és a
kozépen elhelyezkedé bibét.!> Ha kiilonbozd mutdnsokat akarnak keresztezni, akkor
fénymikroszkop alatt kis csipesz segitségével az egyik mutans névény még bimbds viragairol
el lehet tavolitani a csésze és sziromleveleket, valamint a porzokat és az ott maradt bibét utana
meg lehet termékenyiteni a masik mutans vonal mar kinyilt virdgaibol szarmazoé érett porzok
segitségével. Ezutan koriilbeliil egy hét amig a becdk is kezdenek beérni, termésében

koriilbeliil 25 mag talalhaté sorban allva, igy, ha zigota formaban letalis mutansok vannak,
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azok azonnal ¢észrevehetdk a magsorban megjelend hidny alapjan. A csirdzés
szinkronizalasdhoz 1-2 napot vizben és hidegben tartjak a magokat. A csirandvények nevelése
soran biztositani kell a megfelelé hémérsékletet (18-23 °C), paratartalmat, viz és tapanyag
ellatottsagot, adott idejii és intenzitdsu megvilagitast. Fényszekrények (3. abra B) vagy
fényszoba segitségével biztositjak a megfeleld fényellatast. A sztenderd vagy specialis
tapanyagellatas, illetve kezelés miatt sokszor kiillonbozoé taptalajokon nevelik a
csirandvényeket. (3. abra C) A fejlédési szakasszal dsszehasonlitva a felndtt ndvények mar
jobban birjak a szélsOségeket. Az ladfiinak tobb mint 750 dkotipusa, variacidja van, amik
kiilonbozd kornyezethez adaptalodtak, igy kissé kiilonboznek egymastol. Az Skotipusok
genomjanak dsszehasonlitasaval jol vizsgalhato, hogy mi allhat példaul a jobb szarazsagtiirés
vagy virusokkal szembeni nagyobb ellenalloképesség hatterében.’ Sok vizsgalat iranyul a
ludfiiben is az abiotikus (sokoncentracid, hémérséklet, vizhiany, fényintenzitas, UV) és
biotikus (virus/baktérium fertdzés) stresszekre adott valaszreakciok genetikai hatterére, de a
novények fejlodését irdnyitd genetikai utvonalaknak vagy a csak novényekben taldlhatod
kloroplasztisz genetikai allomanyanak feltarasara is remek modellszervezet.!> Mivel az
Arabidopsis thaliana a legszélesebb korben alkalmazott novényi modell, a hozza kapcsolodo
adatbazis (www.arabidopsis.org) a leginkabb kidolgozott, de mas novényi kutatasi
eredményeket tartalmazo adatbazisok is vannak (pl.: plants.ensembl.org).

Az eldnyok koze tartozik, hogy a ludfii genetikailag konnyen mddosithato, egyszeriien
eldallithatoak mutans €s transzgénikus vonalak. A névényekre altalanossagban jellemzd, hogy
stabil, illetve tranziens transzformansokat is 1étre lehet hozni (4.4bra). Elébbinél 6roklédo
moddon megvaltozik a genom, ezek a vonalak alkalmasak a hosszl tavu kisérletekre, viszont
koriilményesebb és hosszabb eldallitasuk. A tranziens transzformansok esetében a transzgének
nem integralodnak a genomba, nem Orokithetok tovabb, viszont sokkal gyorsabban
eldallithatoak. Altalaban a transzgén csak a novény egy részében, és csak korlatozott ideig
fejezddik ki. Ez a modszer nagyon hatékony a gének expresszidjanak vagy épp csendesitésének
(RNS interferencia) vizsgalatara. A novényekben a sejtfal miatt koriilményesebb a transzgének
bevitele, de tobb hat¢kony mddszer is 1étezik megoldasara (itt csak a legfontosabbakat emlitjiik
meg). A kémiai eljarasokhoz és az elektroporacidohoz elészor 1étre kell hozni protoplasztot
(sejtfaltol ,,megszabaditott” ndvényi sejtkultira) és a transzformdcid utdn ebbdl lehet ujra
regeneraltatni a novényt. A biolisztikus transzformacio6 (génpuska) igen széles korben elterjedt

modszer, elénye, hogy minden ndvényen alkalmazhaté és igen hatékony. Hasznalhato
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protoplaszt, kallusz €s szovetek esetében is, hatranya, hogy fizikai sériilést okoz a novénynek

és méretbeli korlatai is vannak.

W e RRD v

#12 #17 #18
WT PANS-CmDFR-RNAI

4. abra: Példak Agrobacterium kozvetitett transzformacios folyamatokra. A: A levél darabok transzformans
Agrobacterium-al lettek beoltva, majd a megfelelé szelekcios lemezen csak a transzformalt névényi sejtek
maradtak életben és ezutan indukaltak a ndvény regeneralodasat, igy stabil transzformalt vonalakat hoztak 1étre

(t6bb mint 6 hénap) (WT-vad tipus, #12,17,18: kiilénbdz8 transzforméns vonalak)'® B: Levelek epidermiszébe
)19

torténd agroinfiltracio!® és C:(négy nappal késébb) megfigyelhetd fluoreszcens jel (tranziens transzformacid

Virus kozvetitette transzformacios eljarasok 1is léteznek, de ndvényeknél a
legelterjedtebb az Agrobacterium transzformald agens hasznalata (4. abra). Az Agrobacterium
tumefaciens egy talajlakd novényi parazita, mely sériillt noévényi részeket tud fert6zni.
Rendelkezik egy ugynevezett tumor indukald plazmiddal (Ti plazmid), melynek egy adott,
hatarszekvenciakkal rendelkezé szakasza, a T-DNS (transzfer DNS) kivagodik és bejutva a
megfertdzott novény sejt magjaba a DNS-be integralédik. A megfert6zott ndvényi sejtet
tumoros sejtburjanzasra készteti és bizonyos anyagok termelésére, melyeket a baktérium
tapanyagforrasként hasznal. Az Agrobacterium kozvetitette transzformacios eljarasok alapja,
hogy modositott Ti-vektort hasznalnak, melyben a hatarszekvenciak kozti T-DNS szakasz
helyére a bejuttatni kivant DNS szakaszt klonozzak. Hatranya, hogy nem minden ndvényfajnal
hasznalhato, fajonként eltérd, hogy mely szovetek fertézhetéek (példaul Arabidopsis esetében
a virdg bemeritése sziikséges, mig sok ndovénynél a kallusz transzformalhatd) és nagy

mennyiségli Agrobacteriumra van sziikség. 2°
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A mutans vonalak létrehozdsaban még mindig elterjedt a random mutagenezis (kémiai,
besugarzas) alkalmazasa a novények korében, de hasznaljdk a genetikai kutatdsok egyéb,
elterjedt modern technikait is. Ahogy minden teriileten, a ndvények esetében is egyre inkdbb
vezetd szerepet kezd betdlteni a célzott genomszerkesztést lehetdové tevé CRISPR/Cas9
rendszer. Legtobbszor Agrobacterium kozvetitette géntranszfert hasznalnak a sziikséges
elemek beviteléhez. Utdlag a bevitt transzgén elemek kikeresztezhetoek, mivel a beépiilés
helyétol fliggetleniil, mas pozicidban modosul a genom (transzaktivitds), igy 1étrehozhatdak a

transzgént nem tartalmazo mutans ndvény vonalak. 2

A ndvényi modellszervezetek az altalanos genetikai alapkutatdsban is jol hasznalhat6
modellek, de jelents gazdasagi szerepiik van az agrikultira fejlesztésében is. Az éghajlati
valtozasokhoz, 1) fertézésekhez alkalmazkodo élelmiszertermelésben kdzponti szerepet
tolthetnek be a ndvényi szervezetekkel végzett kutatasok. Mivel a ndvények vizsgalata kisebb
intenzitassal zajlott, 6sszehasonlitva az allati modellekkel, még nagy lehetdségeket tartogat ez

a tudomanyteriilet.
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A novényekkel, mint genetikai modell¢ldlényekkel foglalkozo fejezet Bird Janos
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Caenorhabditis elegans

A C. elegans a mérsékelt égovon széles korben elterjedt, szabadon €16 talajlakod
fonalféreg (Nematoda), mely elhalt novényi részek kozt megtaldlhatdo baktériumokkal
taplalkozik. Sidney Brenner 1963-ben vezette be a genetikai kutatdsokba, mint modellrendszer.
Brenner elsésorban a fejlédéstani és idegrendszer kutatasokban latta nagy potencialjat, de mara
az egyik legszélesebb korben alkalmazott modellrendszeré valt a vilagon. Laboratoriumi
koriilmények kozott fenttartasuk kozelitéleg olyan egyszerii, mint a baktériumoké, ugyanakkor
egy eukariota tobbsejtli szervezet, melynek mar Gsszetett szervrendszerei és viselkedése van.
Szamos, mas él6lényekben is kulcsszerepet betolté gént irtak le C. elegans vizsgalatok soran,
példaul az apoptdzis kulcsgénjeit és ttvonalat (2002-es orvosi Nobel dij), a Ras és Notch
genetikai utvonalat, a szinaptikus funkcidkat, az axon ndvekedést és az élethossz szabalyozas
fontos génjeit, valamint heterokromatikus géneket. Olyan technikakat fedeztek és fejlesztettek
ki benniik, amiket azota elterjedtek a genetikai kutatidsokban mas él6lényekben is. Bar
novényekben figyelték meg az eldszor a géncsendesitéssel kapcsolatos jelenségeket, de C.
elegans kutatok fedezték fel jelent6ségét és vezették be az RNS interferencia modszerét a
tudomanyos technologiak k6zé (2006-o0s orvosi Nobel dij). El6szor C. elegans-ban alkalmaztak
a zold fluoreszcens fehérjét (GFP- green fluoreszcens protein) biologiai markerként
génexpresszio vizsgalatara (2008-as kémiai Nobel dij). De a genom szekvenalashoz sziikséges
technikék kifejlesztésében is kozponti szerepet toltott be.'®

Szamos elényos tulajdonsaga teszi kivald modellszervezetté a C. elegans-t. Kis méretd,
a feln6tt allatok nagysaga koriilbeliil 1 mm. Laboratdriumban konnyen fenttarthaté agar-
tartalmi miianyag Petri-csészékben (1. abra A), E. coli baktériumpazsitot hasznalva, mint
taplalék. Ha nagyon nagy mennyiségii allatra van sziikség folyadékkultiraban is nevelhetdek
¢s automata gépekkel szelektalhatoak. 15-20°C az idealis hdmérséklet szamukra, de 12-25°C
kozt is kozel teljesen normalisak az életfolyamataik, 25°C felett mar nem szaporodnak, 37°C-
on pedig csak par oraig életképesek. Nem parazitak és nem valtanak ki allergias reakciot. Mivel
nem képesek keresztfertdzni az emberrel, nem sziikséges azt a mértékii sterilitast fenntartani,
mint egy emlds laborban. Az allatok -80°C-on vagy folyékony N2-ben lefagyaszthatok és
évtizedekig tarolhatok, igy aktiv fenttartdsi munkdk nélkiil megdrizhetok a torzsek és
hattérmutaciok sem jelennek meg a tiszta vonalakban.!?®
A C. elegans teste egész életében attetszd, igy fénymikroszkdppal egyedi sejt-Szinten

vizsgéalhato az allat egyedfejlodése és anatomidja (1. dbra B, D). Mikroszkoppal az é16, akar
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mozgo allaton beliil konnyen vizsgalhatoak a fluoreszcens markerek. C. elegans-ban a sejtek
leszdrmazésa egyediiliként a ma ismert modellrendszerek kozott invarians €s az egyetlen
Metazoa aminek teljes sejtleszarmazasat (sejtek osztodasa, vandorldsa, differencidlodasa,
programozott sejthaldla) egysejtes allapottél meghataroztdk a fejlodés befejezéséig. Az
invarians sejtvonal miatt azonnal jol lathaté barmilyen elérés a normal fejléddéstdl. A fejléddes

soran programozott sejthaldllal (apoptozis) elpusztuld sejtek vizsgélata tette lehetdvé, hogy

2,3,7-9

konnyen meghatarozzék az apoptotikus utvonalat.
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1. abra: A C. elegans modellszervezet szamos elonyds tulajdonsaggal rendelkezik. A: C. elegans
laboratériumban konnyen fenttarthato, kis méretli agar-tartalmu Petri-csészében és egyszerii fénymikroszkoppal
is vizsgalhato. (Modositott &bra.)> B: Specialis ivari dimorfizmussal rendelkezik, a populdcié zOomét
onmegtermékenyité hermafroditak alkotjak és csak kis szazalékban vannak himek. Az allatok teste egész
életiikben atlatsz6.5 C: Gyors az életciklusa, a petébdl koriilbeliil 3,5 nap alatt fejlédik ki négy larvastadiumon
(L1-L4) at, de rossz koriilmények kozt alternativ fejlodési atvonalra 1ép és honapokig képes oregedés nélkiil un.
dauer larvaként éIni. A felndtt allatok par napig raknak petét, majd ezutan még koriilbeliil két hétig élnek. Akar
fénymikroszkoppal is jol megfigyelheté az 6regedés soran a szovetek leépiilése. Az dbran a fejlodési idék 22°C-
ra vannak feltintetve (Modositott 4bra.)5101 D: A fejlédéstani vizsgalatoknak is remek modellje, mert az embridok

is attetszéek és a hermafrodita testén kiviil fejlédnek. A teljes sejtleszarmazasi sora ismert és invaridns.'?
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Specialis ivari dimorfizmus jellemzi, a populaci6 zOmét Onmegtermékenyitd
heramfroditdk alkotjdk és csak 0,2% a himek aranya (1. dbra B). A hermafroditak az 5 par
autoszéma mellett két X kromoszémaval (XX kariotipus), mig a himek csak egyetlen X
kromoszémaval (X0 kariotipus) rendelkeznek, ami onmegtermékenyités esetén a meiozis
folyamata soran ritkdn, véletlenszertien bekdvetkez6 X kromoszéma szét nem valas
kovetkeztében jon létre. A hermafroditdk abban kiilonboznek csak a ndstényektdl, hogy
ovotesztiszik van. El0szor (L4 larvasaddiumban) spermiumokat termelnek, melyek
elraktdrozodnak a spermatékdban, majd felndtt korra az ivarmirigy abbahagyja a spermium
termelést és elkezd petesejteket termelni. Onmegtermékenyités sordn a petesejtek a
spermatékdban elraktdrozott spermiumokkal termékenyiilnek meg, igy koriilbeliil 300 utod
létrehozasara képes. A sajat spermium raktdrak kimeriilése utdn azonban még
megtermékenyithetok a hermafroditak. Himekkel vald parzas eredményeként akar 1000
embridt is képesek lerakni A hermafroditdk onmegtermékenyitése lehetévé teszi a tiszta
genetikai vonalak fenttartasat, a himekkel vald keresztezés pedig a kiilonb6zé mutans vonalak
kombinalasat. A homozigota hermafroditdk gyakorlatilag sajat klonjaikat hozzak 1étre, mely
megkonnyiti a megfeleldé mintaszamok elérését a vizsgalatokban. Az onmegtermékenyitd
rendszernek koszonhetden egy egyszerlibb screen sordn a mutagenezis utdn akar a masodik
generacioban meg lehet talalni a homozigéta mutans allatokat. 21314

Eletciklusok gyors, embridgenezisiik koriilbeliil 16 6ra 20°C-on és Osszesen 3,5 nap
alatt érik el a termékeny felndtt életkort. Koriilbeliil 3-5 napig tart az dnmegtermékenyités utan
a peterakasi id6szak, majd még koriilbeliil 2 hét telik el, mig a természetes Oregedés
kovetkeztében elpusztulnak az allatok (1. abra C). A peteburok lehetdvé teszi, hogy az embridk
az anya testén kiviil fejlodjenek (bar természetes koriilmények kozt par o6raig még nem kertil
sor a peterakasra a megtermékenyitést kovet6en). (1. abra D) Négy larvastadiumon at fejlddnek
(L1, L2, L3, L4) melyeket nyugalmi iddszakkal 6sszekotott vedlések valasztanak el egymastol.
Ha rosszak a koriilmények (pl. tdpanyaghiany, magas homérseklet, til nagy egyedsiiriiség)
akkor L1/L2 utan egy alternativ fejlédési program indul be és ugynevezett dauer larvava alakul
az allat, mely egy kitart6 larvastadium. Ebben az allapotban nem taplalkozik, nem mozog, teste
kissé atalakul, ellenallobb lesz, életfolyamati lelassulnak. Ebben az 4llapotban akar honapokig
is ¢letképes az allat, és ha gjra kedvezo koriilmények kozé keriil folytatni tudja €letciklusat L4
larvava alakulva (1. dbra C).12915
Bér alig néhany hét az élettartamuk, mar remekiil megfigyelhetd rajtuk az dregedéssel

jaré anatomiai és funkcionalis leépiilés (2. abra A, B), mind a szovetek €s a viselkedés, mind a
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2. abra: Az oregedési vizsgalatok kedvelt modellje. A: Akar egyszeri fénymikroszkoppal is vizsgalhato az
oregedéssel jard jellegzetes valtozasok egy része. Az abran egyetlen egyedrél naponta készitett fényképek
lathatoak L4/fiatal felndtt koratol a halalaig. 1>1® B: Rovid életciklusa lehetdvé teszi, hogy csupéan 2-3 hét alatt
meg lehessen vizsgalni mutaciok hatasat az oregedésre és egyszerii episztazis elemzésekkel az 6regedésre hatod
genetikai utvonalak és génkdlcsonhatasok konnyen meghatarozhatoak.t” C: Az dregedést szabalyozo genetikai
utvonalak rendkiviil konzervaltak. Az abran az inzulin/IGF tutvonal lathato (bal oldalt: C. elegans, jobb oldalt:

ember).1

sejtek szintjén. Az Oregedési vizsgalatok egyik legkedveltebb modellrendszere. Sok
¢lettartamot befolyasolo rendkiviil konzervalt gént és utvonalat C. elegans-ban irtak le (2. abra
C). Kiemeli a tobbi modellszervezethez képest, hogy nagyon nagy ateresztoképességii
sziirésekre (screen) alkalmas. Bar hasonlok vizsgalatokat ecetmuslicaval és a zebradanioval is
lehet végezni, de azok mértéke Osszehasonlithatatlan a C. elegans modszerekével, hiszen
méreténél és egyszerli fenttarthatosaganal fogva sokkal nagyobb mennyiségti allat/klon
egyidejli megfigyelésére van lehetdség, akar agar lemezeken, akar 96 lyuku lemezeken
folyadékkultiraban. Az élettartamra hato gének azonositasahoz (mutans és RNSi screenek) is

gyakran hasznaljak, de az oregedésre hatd gyogyszerek/kismolekulak nagy ateresztOképességii
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szlirésénél is nagy a jelentdsége. Bar az alapkutatasban még nem annyira elterjedt moédszer, de
a vizsgalatokat automatizalni is lehet, folyamatosan fejlesztik a gépeket, melyek méret vagy
fluoreszcens markerek alapjan szelektaljak az allatokat, majd mozgds vagy az

autofluoreszcencia véltozas alapjan képesek az élettartamot is mérni.121%16:19-22
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3. abra: A C. elegans ivarmirigyén beliil egyszerre vizsgalhato a meidzis osszes szakasza. A csiravonal
disztalis végen van a mitotikusan 0szt6do csirasejtek populacidja, majd az atmeneti zona utan a fejlédo ivarsejtek
belépnek a meiotikus profazis I-be. Az meidzis kiilonboz6 fazisaira jellemz6 DNS szerkezet jol latszik az
ivarmirigyben proximalis iranyba haladva (az abran az angol nevek szerepelnek). A néi csiravonalban az oocitak
a spermatékan vald athaladaskor termékenyiilnek meg és meiotikus osztodas az egysejtli embrioban kdvetkezik
be. A him proximalis csiravonalakban a spermatocitak diakinézisbe 1épnek, és két meiotikus osztodason mennek
keresztiill. A: Kimetszett ndi ivarmirigy, a DNS festve (fehér) van.? B: Vad tipusban jol latszik a 6 par
kromoszoma, mig az nmad-1 mutans hermafroditak abnormalis kromoszoma szammal és alakkal rendelkeznek a
diakinézis stadiumaban. (A DNS DAPI-val van festve (kék), a meiotikus kromoszomak tengelyéhez HTTP-3
fehérje (zold) lokalizalodik.)?® C: Kimetszett him ivarmirigy vad és top-2(If) mutans hattéren. D: Az egyes
szakaszokon nagyobb nagyitassal jol latszik a DNS szerkezete C-D: CRISPR/Cas9 rendszerrel FLAG tag
szekvenciat illesztettek az allatok endogén top-2 génjének 3’ végéhez, és a kifejez6dd fuzids fehérjét anti-FLAG
ellenanyaggal jeldlték immunfestésben (z6ld), a DNS-t DAPI-val festették (piros). A top-2 gén a topoizomeraz
I1-t kddolja és ennek profazis I-ben betdltott szerepét vizsgaltak ebben a kisérletben. A top-2(it7) csiravonalak
vizsgalata azt mutatja, hogy a spermium DNS-ének nem sikeriill megfeleléen elkiiloniilnie a meidzis I.
anafazisaban. A TOP-2 a meiotikus profazisban 1évé kromoszomakhoz kapcsolddik vad tipusban, de a

kromoszdma-asszociacié megszakad a top-2(it7) mutansok csiravonalaiban.

A felnétt allat testfelépitése viszonylag egyszerii, kozel 1000 szomatikus sejtbdl all
(hermafroditak: 959, himek: 1031), de mar kifejlett szervrendszerei vannak. Ez a viszonylagos

egyszeriség kivald modellé teszi a szervfejlodést és a kiilonbozo élettani folyamatokat
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szabalyozo genetikai utvonalak feltdrasa sordn. Vizsgalhato segitségével az extracellularis
matrix 1étrejotte, a sejtfizid folyamata, a sebgyogyulas (epidermisz), az izomkontrakcio és az
izom-ideg kapcsolatok (izomzat), a patogenezis folyamata (bélrendszer), szervfejlodés
(bélrendszer, reproduktiv szervek, idegrendszer) és az ivar specifikus jellegek kialakuldsa. A
C. elegans csiravonal kiilonlegessége, hogy a meidzis Osszes szakasza egyszerre megfigyelhetd
egyetlen, még akar €16 allatban. Tanulmanyozasa modellként szolgal a meidzis, az ivarsejtek
fejlodésének, a megtermékenyitésnek, az dssejtbiologianak, a DNS hibajavitas folyamatanak
és daganatképzddésnek a jobb megértéséhez (3. dbra).2>79
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4. abra: A C. elegans kivalo modell az idegrendszer és a viselkedések mogott allo sejt és molekularis szintii
szabalyozas vizsgalatiara. A: GFP riporterrel jeldlt C. elegans idegrendszer? B: C. elegans feji régioja: piros
fluoreszcens fehérjével jelolték a dopamin termeld idegsejteket és zold fluoreszcens fehérjével a dopamin
receptort kifejezd idegsejteket.?* C: Egy példa jol megfigyelhetd, viszonylag egyszerii viselkedésre: a vad tipust
egyedek egyenletesen eloszlanak a baktériumpazsiton taplalkozas kdzben, mig a mutinsok csoportosulnak.? D:
A viszonylag egyszerii viselkedési mintazat és az ismert idegrendszer lehet6vé teszi, hogy egyediilallo mddon
lehessen vizsgalni az érzékelés/viselkedés/tanulas hatterében 4ll6 sejtes kapcsolati haldozatot és genetikai
szabalyozast. Ha a C. elegans feji régiojat ovatosan megérintik, akkor megfordul és az ellenkezd iranyba indul el.
Bar egy nagyon egyszerii jelenségrol van szo, igazabol egy komplex viselkedési folyamat, tobb neuron vesz rész
az egyes lépések (pl.: érzékelés, dontéshozatal, mozgas) és azok sszehangolasanak (pl. az elére mozgasért felelds
neuronok gatlasa és a megfordulasért felelds neuronok aktivalasa) szabalyozasaban. (Az abra csak szemléltetd

jellegti. Modositott dbra.)?®

A C. elegans viszonylag kis szamtl neuronja remek modellként szolgal az idegrendszer
fejlodésének, kapcsolatainak és mitkddésének genetikai vizsgalatara (4. dbra). A hermafrodita

idegrendszer 302, a himeké 385 idegsejtet tartalmaz. Egyediilallé modon, csak a C. elegans-

40



crer

Jol definialhatd viselkedési mintazatai vannak (pl. chemo-, mechano- és thermotaxis,
kiilonb6z6 mozgasi mintazatok, parzasi viselkedés) és képes egyszeriibb nem-asszociativ és
asszociativ tanulasra, rendelkezik rovid és hosszii tava memoriaval. Igy az ezek mogott 4llo
genetikai ¢és idegrendszeri faktorok jol vizsgalhatéak. Specifikus promotereket hasznalva
konnyen létre lehet hozni olyan transzgénikus allatokat, amikben akar idegsejt specifikusan
lehet kifejeztetni géneket/markereket, az egyedi idegsejtek lézerrel is eltavolithatoak és
optogenetika modszerek is alkalmazhatdak.?26:2

A C. elegans volt az els6 tobbseijtii é161ény, amelynek teljes genomjat megszekvenaltak
¢s elérhetdvé tették. A kifejlesztett modszerek nagyban segitették a human genomprogram
kezdeti id0szakat. Az allatnak kb. 20 000 fehérje-kodolo génje van, és a human gének 60-80%-
nak van C. elegans ortologja. A legtobb C. elegans gén esetében elérhetéek mutans allélok,
melyek szabadon hozzaférhetok a térzskdzpontban (Caenorhabditis Genetics Center). Mara
tobb rokon Caenorhabditis faj genomjat is meghataroztak, mely lehet6vé teszi az
Osszehasonlitd evolucios vizsgalatokat. Mivel tobb rokon faj is parazita, igy a C. elegans jol
hasznalhaté modellként az elleniik alkalmazhat6 gyogyszerek tesztelésére is.?28:2°

Anatoémiailag ¢és fiziologiailag egyértelmiien kiilonbozik a C. elegans az embert6l, de
molekularis szinten sok a hasonlosag. C. elegans-ban természetes modon sok emberi betegség
nem jelenik meg, példdul a szomatikus sejteknél nem alakulnak ki rdkos elvaltozasok, nem
hizik el, nincsenek neurodegenerativ betegségei. Ennek ellenére a C. elegans jol hasznalhato
modellrendszer a neurodegenerativ betegségek, az idegrendszeri fejlddési rendelleneségek (pl.:
autizmus spektrumzavar), a metabolikus betegségek (pl.: elhizas, inzulin rezisztencia), a
vesebetegségek és kiilonbozo ciliopatiak, valamint a rak esetén, de lehet vizsgalni benniik a
velesziiletett immunitas miikodését, vagy a gazda-patogén kapcsolatokat is. Természetesen
ezek a modellek nem fedik le a human betegség teljes komplexitasat és nagyon sok aspektusa
a betegségnek hidnyzik, de a sejtszintli valtozasok nagyon konzervaltak és sokszor kdnnyebb
ebben az egyszerii rendszerben megvizsgalni bizonyos aspektusokat. Nagyon sok betegségben
érintett gén ortologja megtalalhato C. elegans-ban igy sokszor azok mutacioival modellezhetd
az allapot. Ha ez nem lehetséges, a human fehérjét és annak elrontott valtozatat kifejeztetve
hozzék 1étre egyes betegségek modelljét. A C. elegans lehetdséget biztosit a gyors, egyszeri
vizsgélatokra, amik akar a személyre szabott orvoslads felé is mutathatnak, de a nagy
ateresztOképességli gyogyszerjelolt/kismolekula sziirésekre is kivaloan alkalmas a modell. A

C. elegans betegségmodellek korlatai miatt a vizsgalatokat altalaban elészor komplexebb

41



modellszervezeteken is meg szoktak ismételni, de nagyban konnyiti és gyorsitja a folyamatot,
ha egy tobb ezer tagbol allo kismolekula konyvtarat el6szor par nap alatt sziirni lehet C.
elegans-ok segitségével és mar csak néhany potencialis jeloltet kell példaul egerekben

vizsgalni (5.4bra). 303
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5. abra: A C. elegans-ok hasznalhaték human betegségmodellnek (példak). A: Az RTK-RAS/MAPK ttvonal

igen konzervalt az allatvilagban. Aktivitasa fokozza a sejtproliferaciot az emberi sejtekben, mig C. elegans-ban
Multivulva fenotipust okoz. Bar C. elegans-ban nem alakul ki rakos elvaltozas, de ebben az esetben is a
normalistol eltérd sejtosztodas torténik. A konzervalt utvonalak vizsgalataval kapott eredmények alapjan szamos
terapias sikert értek mar el.®® B: Neurodegenerativ betegségek modellezéséhez a betegségben szerepet jatszo
human géneket fejeztetik ki C. elegans-ban. Sejt/szovet specifikus expresszioval jol vizsgalhatéak ebben az
egyszerli rendszerben a betegségek jellegzetes aspektusai. Parkinson-kér (PD), Alzheimer-kér (AD) és a
poliglutamin betegség, Ab: B-amiloid; APP: amiloid-prekurzor fehérje; o Syn: a-synuclein; polyQ: poliglutamin
ismétlddések. (Modositott abra)®® C: A személyre szabott orvoslasban is szerepe lehet a modellnek. Egy
paciensnél, akinél értelmi fogyatékossagot, ataxiat (izommozgasok koordinacidjanak zavarabol adodo iligyetlen
mozgas) és sziiletési arthrogryposist (végtagzsugorodas, iziiletek hajlitott helyzetli merevsége) allapitottak meg,
az NALC génben talaltak egy addig nem ismert heterozigoéta mutaciot. Az NALCN egy ioncsatornat kodol.
Recessziv funkciovesztéses mutacid esetén mar ismert volt, hogy fejlddési elmaradast, hipotoéniat okoz
gyerekekben. C. elegans-ban két funkcionalisan redundans ortologja van az NALC-nek: nca-1 és nca-2. Mig a
vad tipusu C. elegans-ok ugynevezett szinuszoid mozgassal haladnak (szinuszgorbét rajzolnak ki a mozgasukkal),

addig az nca-1(-);nca-2(-) kettGsmutansok a csokkent izomdsszehizodasok miatt nem képesek igy mozogni,
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sokkal kisebb a testik meghajlasa. A funkcionyeréses mutansok (pl. nca-1(hpl02)) a megnovekedett
izomdsszehtizodasok miatt tilzottan meghajlanak mozgas kozben. A paciensnél talalt mutacid a fehérje egy
rendkivill konzervalt doménjében volt. Vad és nca-1(-);nca-2(-) kettdsmutans C. elegansok-ban kifejeztették a
vad ¢és a betegre jellemz0 mutacidt tartalmazd NCA-1 fehérjét. A vad transzgén menekitette a kettGsmutans
mozgasat, és Ujra szinuszoid mozgasa lett. A mutans transzgén vad és nca-1(-);nca-2(-) kettésmutansban is a
funkcionyeréses mutansokra jellemzd begdrbiilt mozgasi mintdzatot mutatta. Ezzel bizonyitottdk, hogy egy
dominans funkciényeréses mutacid tortént a paciensben. Tovabbi C. elegans-ban végzett vizsgalatokkal azt is
megallapitottdk, hogy a Ca?* felszabadulas nem zajlik normalisan ezekben a mutansokban igy lehetséges, hogy a

betegnél is tudnanak javulast elérni egy erre haté gyogyszerrel. 3237

A C. elegans genetikailag konnyen manipulalhat6. Kezdetben féleg a ,,forward”
genetikai megkdzelitést alkalmaztak: valamilyen mutagén alkalmazédsa utdn egy szlrést
(screen) végeztek, melyben kiilonféle fenotipusokat kerestek, majd keresztezésekkel és
klasszikus genetikai eszkdzokkel térképezték fel, mely génekben tortént mutacid. Egy ,,millid
mutacios projektnek” nevezett projektben EMS-sel és ENU-val nagyléptékii mutans screen-t
végeztek, melynek eredményeként olyan mutans parkot hoztak 1étre, mely génenként atlagosan
8 mutéciot tartalmaz. Az eredmények és a torzsek is hozzaférhetdek az egész kutatdi kozosség
szamara. Ma is alkalmaznak még mutans screen-eket, példaul, ha olyan mutéciokat keresnek,
amik modositjak egy masik mutans fenotipusat (elnyomjak vagy fokozzék), de ma mar
elsésorban szekvenalassal azonositjak a pontos mutéaciot.?38

A ,revers” genetikai megkozelités egyik nagyon hatékony eszkoze C. elegans-ban az
RNS interferenciaval kivaltott géncsendesités. Bar mas él61ényekben is elterjedt a modszer, C.
elegans-ban kimondottan egyszerii, igynevezett etetéses RNS interferenciat lehet alkalmazni.
A csendesitendd génre specifikus szekvenciat egy ugynevezett feeding vektorba klonozzak be,
melyet utana egyszeriien transzformalnak egy specialis E. coli térzsben, amiben a plazmidrol
duplaszalt RNS képzédik. A C. elegans-okat ezekkel a baktériumokkal etetve az allat 6sszes
sejtjébe tovabb terjed az RNS interferencia, kdszonhetden egy specialis receptorfehérjének.
Vad tipust allatokban az idegsejtek nem fejezik ki ezt a receptort, igy az idegrendszerben nem
miitkodik az RNSi. Mar 1étrehoztak transzgénikus torzseket, amikben az idegrendszerben is
lehetévé tették a duplaszala RNS felvételt. Nagy ateresztoképességii szlrésekhez RNSI
konyvtarak allnak rendelkezésre, ahonnan a sziikséges konstrukciok megrendelhetdek.>®

A csiravonal prekurzor sejtjeit célz6 mikroinjektorral vagy biolisztikus
transzformacioval (génpuska) konnyen transzformalhatok a C. elegans-ok. A bejuttatott

plazmidok maradhatnak extrakromoszomalisak vagy integralédhatnak a genomba. Az
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extrakromoszomalis elem nem minden sejtbe ¢és nem minden utddba jut at, eltérd lehet az
oroklodés hatékonysaga, de nagyon sok extrakromoszomalis elemet tartalmazo térzs hosszan
fenttarthatd. A bejuttatott plazmid spontan integralddhat is a genomba random, de kiilonb6z6
modszereket alkalmazva megoldhatod, hogy csak a sziikséges szekvencia és iranyitottan
integralédjon. A célzott genom-szerkesztési eljarasokat (ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9)
megvalositottak a C. elegans esetében is. A CRISPR/CAS9 rendszer egyszerliségénél és
gyorsasaganal fogva kezdi kiszoritani a tobbi modszert. Mas szervezetekhez hasonléan a
CRISPR/CASO rendszer alland6 fejlesztés alatt 4ll, és 6tvozve mas modszerekkel, nemcsak
mutaciok létrehozéasara alkalmas, de szamos egyéb manipulaciora is (pl. endogén fehérjék
jelolésére (fluoreszcens marker, tag), fehérjék térben és idében szabalyozott degraddldséara
vagy taltermelésére stb.).23%44

A C. elegans kutatdi kozosség igen aktiv, a kutatasok eredményeit allanddan frissiilo,
interneten konnyen elérhetd adatbazisok foglaljak 6ssze. Ezek koziil a hdrom legjelentdsebb a
foleg genetikai informaciokat 6sszefoglaldo WormBase (wormbase.org), a féreg anatomiajaval
kapcsolatos ismereteket Osszegy(ijté Wormatlas (wormatlas.org), és a fejlodéstani és
sejtbiologiai  vizsgalatok eredményeit Osszefoglald cikkeket tartalmazé WormBook

(wormbook.org).?2

A legegyszeriibb tobbsejtii modellszervezetként a C. elegans-nak megvannak a korlatai,
azonban a génkolcsonhatasok és genetikai ttvonalak egyszerti, gyors feltérképezésére tovabbra
is az egyik legkompetensebb modell. Specifikus tulajdonsdgai révén ez kiilondsen igaz az
Oregedés és az idegrendszer vizsgalataban, de a kivételesen nagy és gyors screenekben torténd

alkalmazhatdsaga révén fontos szerepe van a gyogyszerjelolt molekulak sziirésében is.
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Ecetmuslica

Bevezetés

A Drosophila melanogaster, vagy mas néven ecetmuslica mar tobb mint 100 éve all a
kutatok szolgalataban. Ez id6 alatt a modszertan széles skalaja, jol kezelhetd adatbazis és tobb
tizezer, vilagszerte elérhetd torzs segiti a kutatok munkaéjat. A modell hasznalata 6 Nobel-dijjal

jutalmazott felfedezést segitett.

Az ecetmuslica embridbol szobahdmérsékleten 10 nap alatt (3 1arva és egy baballapoton
keresztiil) holometamorfozissal alakul a4t imagova. A feln6tt allatokra jol megkiilonboztethetd
ivari dimorfizmus jellemzd, amely nagyban segiti a kutatokat a keresztezések kivitelezésében.
Az éllatok kis mérete, szaporasaga (1 ndstény akar 100 petét is lerakhat naponta), konnyti
fenntartasa és viszonylag olcs6 beszerzése, mind olyan tulajdonsagok, amelyek elénydsek egy
modell él61ény esetén. Négypar kromoszomajan (egy ivari és harom szomatikus) minddsszesen
13.500 gén talalhatd, amely kisméretli — kompakt genomnak szamit. Ennek koszonhetden egy
gén meghibasodasa nagyobb valdszinliséggel vezethet fenotipushoz, mint az egyedfejlédésileg
is eléfordulhat. A redundancia hidnyéaban a lathat6 fenotipusbol kovetkeztethetlink a gén 4ltal
kodolt fehérje funkcidjara, amely mas, nagyobb génkészlettel rendelkez6 él6lényekben rejtve
maradna.l A mutans torzsek fenntartasat és a keresztezéseket, olyan balanszer kromoszomak
segitik, amelyek latvanyos, dominans (homozigota forméban letalis) markermutéciokat
hordoznak. Példaul a masodik kromoszoéma SM6a nevii balanszer a Duox (dual oxidase) nevii
gén dominans Curly nevii alléljat kodolja, amely mutacio tor felé visszagondorodo szarnyakat
0koz.23 A TM3 pedig olyan dominéns allélekkel rendelkezik, amelyek vastag, de rovidebb szor
¢s csipkézett szarny fenotipusokat okoznak. A TM3 recessziv mutaciokat is kodol, mint példaul
a sOtét testszint okozo ebony mutacid (1. arba). Korabbi kromoszoma toréseknek koszonhetéen
a balanszer kromoszomak inverzids és transzlokacios régiokat tartalmaznak, amelyek kizarjak
a rekombinacidét vadtipusi homolog kromoszomdkkal. Példaként maradva az SMéa
ballanszernél, a masodik kromoszoma jobb karjanak 22A3 és bal karjanak 60C citologiai régioi
kozott 8 kromoszdma torés zajlott le, a 22A3 és 60C kozotti gének sorrendje pedig drasztikusan

atrendez6dott (1. abra).*
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1. ) ésaharmadik- (TM3 és TM6b) balanszer kromoszdémainak jellegzetes fenotipusai vannak a vadtipusu

(VT) allatokkal 6sszehasonlitva. (B) Az SM6a balanszer kromoszéma torései lathatéak. A kromoszoma

allomany a toréspontok kozott inverziokkal és transzlokaciokkal jra rendez6dott. A nyilak alatt 1évo

szamok a 2. kromoszoma citologiai régioit jelolik. A narancs szinii téglalapok a kromoszéma jobb és bal

karjat, a fekete kor a centromert szimbolizalja. Az abra az alabbi publikdciok abrainak modositasaval

késziilt +°.

Drosophila melanogaster, mint betegségmodell

Az ecetmuslica betegségmodellként kivaldan alkalmazhat6. Az emberi betegségekhez

kotheté gének mintegy 70% szazalékanak ismert Drosophila megfeleldje. Ecetmuslicaban

l1étrehozott modellek leginkabb prediktivnek tekinthetdek, gyakran a folyamatnak csak egyes

részei vannak jelen. Példaul az ecetmuslica is rendelkezik az Alzheimer-korban fontos APP

gén ortologjaval (Appl). Jelentds konzervaltsagot mutat az y-szekretaz proteolitikus aktivitasa

1s. A muslica y-szekretdz enzime képes hasitani a huméan APP fehérjét. Szamottevd kiilonbseég,

hogy a vad tipusi muslicaban nincs béta-amiloid képzdédés, ugyanis a Drosophila Appl

szekvenciaja eltér az APP-t6] azon a teriileten, ami a béta-amiloid fehérjét kodolja, tovabba a

-szekretaznak megfeleld enzim is hianyzik.® Tehat az Alzheimer-korban érintett fehérjék e
g Y ] gy
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része jelen van ecetmuslicaban, de a betegséget kivaltdé hiba endogén mdédon mar nem tud

kialakulni.

Hatranyokat is fontos szamba venni, miel6tt Drosophilaban kezdiink human
betegségeket modellezni. Szembetliné hatrany, hogy hianyoznak bel6le az emberi szervezetre
jellemz6 komplexebb folyamatok, anatomiailag jelentdsen eltér (példaul eltér a vér-agy gat
membranjanak felépitése). A nyitott keringési rendszer hatranya, hogy benne
vérnyirok/hemolimfa taldlhat6 és nem vér. Emberben gyakoribbak a mikroszatellita mutaciok,
muslicaban pedig jellemzobbek a nukleotidokat érinté pontmutéaciok. Illetve mindig szem elott
kell tartani, hogy a patologias okok lehetnek gerincesekre specifikusak és gerinctelen modellbe

4t nem iiltethetdk.’
Az ecetmuslica mint neurodegeneracios betegségmodell

A Drosophila neurodegeneracios modellként is hasznalhato. Elénye, hogy az
idegrendszerét szintén neuron és glia sejtek alkotjak. A muslicdk agya egy vér-agy gat szerli
hatarfeliilettel van koriil hatarolva, amely egy sejtsornyi glia sejtbdl épiil fel. Az idegsejtek
kozotti kommunikacio is hasonl6 az emlésokben ismertekhez, a legtobb neurotranszmitter az
ecetmuslicaban is megtalalhatd. A Drosophila is rendelkezik domapint, szerotonint,
hisztamint, GABA-t, glutamatot és acelilkolint kifejez6 sejtekkel, de hidnyoznak az adrenalin
és noradrenalin szintézisre képes sejtek.® A vér-agy gat szerti gliakbol 416 hatérfeliilet hasznos
lehet mindazoknak, akik hatonanyagok tesztelését tervezik Drosophila modellel, hiszen egy
kozpontiidegrendszerre hato molekulanak fontos kritériuma, hogy athaladjon a vér-agy gaton.®
Az idegrendszeri hasonlosdgokon til tobb, korral leromlo képesség is mérhetd a muslicakban,
amely képességek kapcsolodnak az idegrendszer allapotahoz. Az allatok élettartama rovid,
25°C-on atlagosan 90, mig 29°C-on 60 napig €lnek. A mozgasképesség vizsgalatok szintén
eldszeretettel alkalmazott mérések, melyek soran az eldzetesen elaltatott muslicdkat hosszu,
vékony csovekbe helyezik és hagynak 1,5 — 2 érat a széndioxidos altatas utani regeneraciora.
A vizsgalat a negativ geotaxis nevil viselkedésen alapul, amely szerint, ha az allatokat leitik a
csO aljara, azok felfelé kezdenek menekiilni. A csovek keresztmetszete kellden sziik, ahhoz,
hogy megakadadlyozza az allatok repiilését, igy a sokkal egyenletesebb ¢és konnyebben
szamolhat6 maszast lehet tanulméanyozni. Megkiilonboztetheté rovidtava és hosszatava
maszas. El6bbinél fdleg az allatok ingerfelfogd képességét, mig utdbbinal az inger megtartd
(memoriaval Osszefliggésbe hozhatd) képességet lehet vizsgalni. A maszasképesség az

élettartam soran fokozatosan csokken, 29°C-on tartott allatoknal a babbol valo kikelést kovetd

49



30. napig lehet vizsgalni (2. abra).’ Szintén korfiiggd képességeket lehet tanulmanyozni a
memoria és tanulasi esszékkel, melyeknek kiilonbozé fajtai ismertek ecetmuslicaban. A

modszertanbdl attol fliggden lehet valasztani, hogy mely idegrendszeri teriiletet szeretnénk
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2. abra: Ecetmuslica neurogedenerativ betegségmodellek tanulmanyozasinak moédszertana. A) Az

Osszetett szem fotoreceptor sejtjei idegeredetiick. Pusztulasuk jol tanulméanyozhatd €s nem vezet az allatok
pusztulasahoz. (B) Megvilagitva a fotoreceptor sejtek pszeudopupilla részei konnyen szamolhatéva valnak.
Vadtipusu allatok omatidium egységeiben 7 pszeudopupilla szamolhaté. (C) A neurodegenerativ (ND) betegségek
specifikus idegsejtcsoportok pusztuldsat okozhatjak. Ezen idegsejtek jel6lésével, informaciot kaphatunk az
idegsejt pusztulas mértékérol. (D) A szaglason alapulé memoria és tanulasvizsgalatoknal a nyilakkal jel6lt antenna
16busz és a gombatestek (szinekkel jelolt) teriiletinek allapotarél kaphatunk informaciot. A tréning kamraban
pozitiv- (cukoroldat) vagy negativ- (elektrosokk) ingernek tessziik ki az allatokat, majd egy lifttel a vizsgalati
szintre mozgatjuk oket. Itt kell az allatoknak kiilonbséget tenniiik 2 szag koziil, amelybdl az egyiket a pozitiv vagy
negativ ingerhez tarsitottak. (E) Az idegsejtek pusztulasaval lyukak is keletkezhetnek az agyban. A keletkezett
vakuolak szamolasaval mérhetévé valik a neurodegeneracio mértéke. (F) Egyes ND betegségekre jellemz6 az
izom — ideg sejtkapcsolatok meghibasodasa, amely aberracié mérése szintén informativ adatokkal szolgalhat a
kutatok szamdara. (G) A mészéasessz¢ soran egy vékony hosszu csében lehet vizsgalni leiités utan az allatok
ingerfelfogd képességét, azaz adott id6 alatt mennyi allat maszik fel egy meghatarozott magassagba. A

maszasessz¢é a muslicakra jellemz0 negativ geotaxis (felfelé menekiilnek stressz esetén) nevi viselkedésen alapul.
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(H) Szamos ND betegség egyiitt jar a varhato élettartam lecsdkkenésével. Ilyen vizsgalatok nagyszamu egyeddel
végezhetdek, viszonylag rovid id6 alatt (50-60 nap 29°C-on) ecetmuslicaban. Az abra az alabbi publikaciok

abrainak modositasaval késziilt %12,

vizsgalni. Vannak vizualis és kémiai (foleg szaglason) ingereken alapuld vizsgalatok. A
legelterjedtebb modszernél a muslicaknak 2 szagminta kozott kell kiilonbséget tenniiik, miutan
az egyik szagmintat aramiitéshez tarsitottdk. Maga a tanitds ¢és a vizsgalat idében
elvalaszthatoak egymastol. 6 ora elteltével mérve a szagpreferenciat, mar kozéptavi memoria

vizsgalatrol beszélhetiink muslicak esetén (2. abra). 1!

Maga a neurodegeneracio gyakran tetten érhet6 az idegsejtek pusztulasaval. Az elhalt
agyteriileteken lyukak képzddhetnek, illetve a specifikus idegsejtek csokkend szama is
vizsgalhato ellenanyag vagy transzgenikus markerek segitségavel. Példaul a Parkinson-kor
modellekben definidlva van, hogy mely dopaminerg neuron csoportok szaméban vérhato
csokkenés.’® Az idegrendszeri betegségek jo modellje ecetmuslicaban az dsszetettszem is,
amelynek fotoreceptor sejtjei idegi eredetliek. A szem morfologiai valtozasa vagy az
ommatidium egységekben talalhatdo fotoreceptor sejtekhez tartozé rabdomerek szdma

konnyebben meghatarozhato, mint az idegrendszer pusztulasanak mértéke (2. abra). 1

Hogyan hozzunk létre betegségmodellt ecetmuslicaban?

Fenti modszertani példak szemléltetik, hogy egy embertd]l nagyban kiilonb6z6 €lélényt
hanyféleképpen lehet hasznalni betegségek tanulmanyozasara. Hogyan hozhatd 1étre egy
neurodegenerativ betegségmodell Drosophila-ban? Elészor ki kell valasztani, hogy milyen
betegséget vizsgalnank és mi okozza a betegséget. Gyakran egy gén hianya felel6s a tiinetekért,
vagy valamilyen mutans fehérjébdl képzddik toxikus forma. Poligénes betegségnél, mint
amilyen a Parkinson-kor, talalhatunk mindkett6re példat: A Parkin egy E3 tipusu ubikvitin
konjugéciods enzim, hidnya felelds leggyakrabban a dopaminerg neuronok pusztulasaért. Parkin
nélkil a sériilt mitokondriumok nem tudnak lizoszomalisan lebomlani, igy beldliik a sejtet
pusztitd reaktiv oxigéngyokok (ROS) fognak kiaramlani a citoplazmaba.'* Az a-szinuklein
szintén Osszekapcsolhato a Parkinson-korral, mutéacioja leggyakrabban dominansan 6roklddik.
Az a-szinuklein gén legismertebb dominans allélje az AS3T, amelybdl a sejtek szamara karos
oligomereket és aggregatumokat képzd fehérje irodik at.'® Fenti példa mutatja, hogy egy
poligénes betegség esetén egymastol latszolag fliggetlen funkcioju gének mutacidja is vezethet
ugyanazon betegséghez. Erdemes kihangsulyozni, hogy a Parkin és az o-szinuklein fehérjék

meghibasodasai kiilonboz6 életkorti embereknél okozhatnak tiineteket. A kor progresszidjaban
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is fellelhetiink kiilonbségeket. A patologias bélyegek kozott is talalhato eltérés: a Lewy-testek
megjelenése az a-szinuklein mutéacidira jellemzébb, a Parkinra kevésbé.'® Egy poligénes kor
vizsgalatanal eldszor el kell donteniink, hogy a betegség mely érintett génhez kapcsolodo tipust

szeretnénk vizsgalni.

Miutan kivalasztottuk a vizsgaland6 neurodegeneraciot (ND) muslicdban és
megterveztiik, hogyan kivanjuk azt el6idézni modelliinkben, meg kell tervezniink a kisérletes
eszkoOztarunkat is, azaz milyen fenotipusos ¢és fenokdpids jellegeket fogunk tanulmanyozni.
Leggyakrabban az ND-t a human mutacié taltermeltetésével szokas létrehozni, amely
kifejezddését elegendd csak a vizsgalando célteriiletre korlatozni. Példaul, ha csak az
Osszetettszem fejlodését befolydsoljuk, azzal nagyobb valdszinliséggel kapunk életképes
allatot, mintha a citotoxikus fehérje mas szerveket is befolydsolna. Ennek k&szonhetéen a
kisérletben kevesebb egyed pusztul el a vizsgalat elétt és a kivant mérést nagyobb
egyedszammal végezhetjiik Egy csak idegrendszerben kifejez6dé ND-nek az is elénye lehet,
hogy a gyakorta alkalmazott mozgasvizsgalatokndl, az izom nincs befolyasolva és a kapott
eredményekbdl egyértelmiibb kovetkeztetések sziilethetnek. A szerv- vagy akar sejttipus
specifikus génkifejez6dés szabalyozasara az ecetmuslicaban az éleszt6bél szarmazo UAS-Gal4
rendszer kindl megoldast. A rendszer mitkddése 2 transzgénen alapul. Az UAS-gén 6nmagaban
,néma”, expresszioja a Gal4 transzkripcios faktor jelenlététol fligg. Ha Gal4 kotodik az UAS-
enhancer elemhez a génatirddas aktivalodik. Az UAS-régio altal szabalyozott transzgén
okozhatja fehérjék tultermelddését, RNS interferenciaval vald csendesitést, fluoreszcens
markerek sejtspecifikus kifejez6dését stb. Tehat az UAS rész lesz felelds azért, hogy mi fog
torténni a sejtben. A hol kérdésre viszont a Gal4 gén enhancer régioja fog valaszt adni. Hiszen
a Gal4 génkifejez6dési mintazat lesz az, amitdl fligg az UAS-gén expresszioja. Csak azon
sejtekben fog hidnyozni, vagy taltermelddni az altalunk kivant fehérje, ahol a Gal4 is jelen van.
Az UAS-Gal4 rendszerrel tehat egyszerre tudjuk megszabni, hogy hol és mi fog torténni a
génatirodassal az ecetmuslicaban.’’ A rendszer tovabbi transzgenikus elemekkel fejleszthetd
tovabb, igy lehetdség nyilik a génszabalyozas idejét is szabalyozni. A Gal80 fehérjekomplexet
képes alkotni a Gal4-el és a Gald Gal80-kotott formaban nem képes az UAS-gének
kifejezodését elosegiteni. A Gal80 termoszenzitiv formaja magas homérsékleten nem képes a
Gal4-hez kapcsolodni, igy aktivalodhat az UAS-Gal4 rendszer. Alacsonyabb permissziv
hémérsékleten a Gal80 és Gal4 fehérjék ismételten komplexet alkotnak majd és az UAS-
transzgén megint elnémul.’” A médszernek kdszonhetdéen egy muticio akkor is vizsgalhatd

lesz az altalunk kivalasztott kisérleti rendszerben (mondjuk felndttek élettartam mérésében),
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ha az a Gal80 nélkiil korai embri6 letalitast okozna. Az UAS-Gal4 rendszer iddbeli
szabalyozasa (melyre mas bevalt hdmérséklettdl fiiggetlen rendszerek is 1éteznek) periodikus
Ki- és bekapcsolasos” génszabalyozas is megoldhatd, amellyel gyogyszer adagolashoz hasonld

kezelések is kivitelezhetoek.

A modell alapos karakterizalasa és a betegséggel valo 6sszehasonlitésa is sziikséges. A
létrehozott ND modell hasznalhaté a betegség alaposabb megismerésére, uj komponensek

felfedezésére, funkciok azonositasara és gydgymodok keresésére is.
Kutatasi iranyok neurodegenerativ betegségmodellek hasznalataval

A forward genetika segitségével olyan genetikai screeneket végezhetiink, amelyeknek
célja valamilyen 1j, eddig ismeretlen komponens azonositdsa. A betegségmodellre jellemzd
fenotipus lesz a vizsgalati szempontunk (pl.: Osszetettszem abberacid, rosszabb méaszasi
képesség, rovidebb élettartam stb.) amelyre szlirhetiink. A forward genetika elénye, hogy olyan
gén mutaciok érintettségét talalhatjuk meg betegségekben, amelyekre magunktol
(bioinformatikai eszkozokkel sem) nem kovetkeztethetnénk. Hétranya, hogy a random
létrehozott mutaciokat azonositani kell és csak nagyszamu egyedbdl lehet eredményt varni.
Munka-igényesebb és kevésbé direkt megkdzelités, mint a reverse genetikai megkozelités. A
Drosophilaban végzett forward genetikai vizsgalatoknak eddig szamos neurodegeneracioban
érintett gén leirasat koszonhetjiik. Ilyenek példaul az drd (drop dead), sws (swiss cheese), vagy
a bgm (bubblegum), melyeknek human ortolégja (VLCFAs) az amiotrofias
laterélszklerézisban (ALS-ben) érintett.'® A forward genetikai modszereket konnyiti
ecetmuslicdban, hogy gyakran gén inszerciéval hoznak 1étre funkciovesztéses vagy hipomorf
alléleket. Ilyenkor a bejutatott transzgén (mely szelekcios markert is kodol) szekvencidja ismert
¢s meghatarozhato az inszercid pontos helye (pl.: inverz PCR-t kdvetd génszekvenalassal).
Tehat a modern genetikai eszkdztarnak (ismert a teljes genom, elérhetd €s viszonylag olcsé a

szekvenalas) koszonhetden a forward genetikai kutatasok ideje is jelent6sen lecsokkent.

A reverse genetikaval célzott géneket ronthatunk el és direkt vizsgalhatjuk a gén
funkcidjat altalunk megadott szempontok alapjan. Ebben az esetben a mutéaciok l1étrehozasat
altalaban ismeretanyag gyljtés el6zi meg, amellyel valoszinisithetjiik, hogy mely gének
érintettek a szdmunkra érdekes betegségben. Gyakorta rokonfajokban ismert funkcid
konzervaltsagat vizsgaljak vagy bioinformatikai modszerekkel valosziniisithetd a gén
¢rintettsége. Az amiotrofias lateralszkler6zis (ALS) egy a motor neuronokat érintd

gyogyithatatlan neurodegeneraviv betegség. A betegség poligénes, eddig tobb mint 20 gént
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azonositottak, amely hibaja érintett az ALS-ben. Ordkletes formajat foleg domindnsan
6roklods allélek okozzak.'® A C9orf72 gén mutacidja felelés az drokletes ALS 30-50%-ért,
melynek Drosophila megfeleldje nem 1étezik. Az els6 gént, amely érintettségét leirtak az ALS-
ben a SOD1 volt. Reverse genetikaval dsszehasonlitottak a dSOD1 (Drosophila SOD1) és az
emberi megfeleléjének a hSOD1-nek a funkcidjat. Mindkettd fehérje hasonld sejten beliili
elhelyezkedéssel rendelkezik és mindkettének szuperoxid-dizmutaz aktivitasa van.?’ Erdekes
kiilonbség, hogy a dSOD1 aminosav szekvencidja pont azon a région tér el a hSOD1-tdl, amely
leggyakrabban az emberi betegségért feleldés. A hSOD1 kifejezddése (vad tipusu és mutans is)
progressziv maszasképesség romlast eredményez muslicaban.?® A Huntington-kérban érintett
Huntingtin (Htt) génnek szintén van Drosophila ortologja, mindketté fehérje részt vesz a
szelektiv autofagiaban. Funkcionalis hasonlosagukat jol példazza, hogy dHtt mutans muslicak
leromlott mozgési és tilélési képességét is részben helyreallitja (menekiti) az emberi Htt
taltermeltetése. X A direkt, reverse genetika tehat gyorsabb és kevésbé energiaigényes, mint a
froward megkozelités. Hatranya, hogy azon gének rejtve maradnak el6liink, amelyek

funkcidjara eldzetes ismeretekbdl nem tudunk kovetkeztetni.

Ha rendelkeziink egy jol karakterizalt betegségmodellel, kereshetiink gydégymodot a
modelliink hasznalataval. A muslica jol hasznalhato genetikai és farmakologiai screenek-hez
egyarant. A Drosophila szaporasaganak és viszonylag olcsd hasznalatanak koészonhetéen,
egyszerre sok gén vagy hatdéanyag tesztelése megoldhatd. Az ELTE Genetikai Tanszékének
Drosophila kutatocsoportja kimutta, hogy az MTMR 14 (ecetmuslicaban EDTP) egy olyan
autofagiat gatlo fehérje, amely a Vps34 komplex antagonistajaként a vezikula nukledcios
1épését gatolja az autofagianak.?? Az MTMR 14 ortologjanak csendesitésével sikeriilt autofagiat
aktivalni, megnovelni az élettartamot €s javitani az id0s allatok mozgasi képességét. Az
autofagia szabalyozasa a fehérje gatlasaval konzervalt folyamat. A reverse genetikai
modszerekkel kapott eredményeket felhasznalva olyan autofagia aktivald kismolekuldk
screen-jét tervezték (kismolekula konyvtarakbol szarmazod molekuldkon), amelyekkel az
MTRM 14 gatlasan keresztiil aktivalhatd az autofagia. A kezelt allatokban tanulmanyoztak az
autofagiat, élettartamot és mozgasi képességet. Két MTMR 14- gatlé molekula lett kivalasztva
tovabbi vizsgalatokra (AUTEN-67 ¢és -99), amelyek meghosszabbitottdk az allatok varhatd
¢lettartamat €s javitottdk mozgasi képességiiket. Ezen hatdanyagokat késébb olyan ND
modellekben tesztelték, ahol a betegség kivaltd oka egy toxikus fehérje formajahoz volt kdthetd
(A53T mutans oa-szinuklein, és 128 glutamint kodold Htt). Az AUTEN kezelések ND

modellekben is jotékony hatdsuak voltak, segitették a toxikus fehérjék lebontasat, ezaltal
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gatolva a neuronok pusztuldsat, koros fehérje aggregatumok felhalmozddasat és javitottak

mozgasi képességet. 2324

Fenti példa alapjan lathatdé, hogy egy genetikai kutatds, ugyanazon modellben
folytathato farmakologiai vizsgélattal. Azonban érdemes megjegyezni, hogy az ecetmuslican
végzett kutatasokat célszerii emldés vagy human sejtes kutatdsokkal kiegésziteni. A kutatas
orvosbiologiai relevanciaja is csak abban az esetben veheto figyelembe, ha a muslican végzett
kisérletekhez hasonl6 eredményeket kapunk torzsfejlodéstanilag fejlettebb modellekben.
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Zebradanio

A zebradanié (mas néven zebrahal) (Danio rerio) egy dél-Azsiaban Gshonos, édesvizi
hal, mely a pontyfélék csalddjaba tartozik. Nevét a test hosszdban végighuzddo vizszintes
pigment csikokrol kapta. Ezek a néhany centiméter nagysagu halak éltalaban kisebb rajokban
mozognak, nem agresszivek csoporton beliil €s mas fajokkal szemben sem, jellemzden 2-3 évig
¢lnek (fogsagban) ¢s mindenevok (zooplanktont, fitoplanktont, rovarok, rovarlarvak, férgek).
Konnyt fenntarthatosaguk és szaporithatosdguk miatt az akvarisztikdban is igen kedveltek.?
George Streisinger nevéhez fliz6dik a zebradanid bevezetése a genetikai modellrendszerek
koz¢ (1981). Streisinger kordbban ecetmuslicakkal és virusokkal foglalkozott, de ugy gondolta
jo lenne egy egyszerii gerinces modell a kutatdsokhoz. A zebradani6 ekkor mar elterjedt volt
az allatkereskedésekben és szamos eldény0s tulajdonsaga remek jelolté tette: ,,Generacids ideje
mindossze 3-4 honap, a felnétt ndstények hetente tobb szaz ikrat raknak, melyek gyorsan és
szinkronban fejléddnek az anya testén kiviil. Méretiik kicsi (3cm), viszonylag igénytelenek és
konnyen fenntarthatéak. A 7 napos halak mér szabadon tsznak és a kifejlett egyedek szdmos
morfologiai és viselkedési bélyegét mutatjak, de minddssze par milliméteresek, igy nagy
1éptéki sziirésekre (mutaciok) alkalmasak. 25-31°C kozott normalisan fejlédik, igy konnyen
lehet hémérséklet érzékeny mutansokat is izolalni.” 3 Mara igen elterjedt gerinces
modellszervezetté valt a zebradanio, aktiv kutatoi kozosséggel €és jo mindségli, egyre boviild
adatbazisokkal.

Laboratoriumi koriilmények kozott a zebradaniokat mar nem az asztalokon tartjak kis
kiilonallé akvariumokban, hanem specialis szobakban, polcrendszereken vannak elhelyezve az
automatizalt sz{ir6 és monitorozd rendszerrel felszerelt akvariumok (1. dbra A, C). Ez a
rendszer biztositja az allando, idealis hémérsékletet (28°C), a megfeleld pH-t (~“pH7) és
vizkeménységet (laboronként eltérd lehet), a sziikséges megvilagitast, sO ¢és
oxigénkoncentraciot, tovabba kiszlir szamos fert6z6 agenst is. Természetesen emellett
sziikséges az akvariumok rendszeres tisztitdsa és az allatok megfeleld etetése (halpehely,
garnélarak, egysejtiiek).*

A himek és a néstények (kicsit gyakorlottabb szemmel) jol elkiilonithetéek (1. abra B).
A néstények (foleg, ha tele vannak ikraval) kicsit dundibbak, torped6 alaktiak €s felismerhetd
a tojocsoviik is szabad szemmel. A himek aramvonalasabbak, pirosasabb szinezetliek ¢€s
sokszor aktivabban mozognak. (Erdekes modon keveset tudunk a nemi fejlédésiik molekularis

hatterérdl, mivel elvesztették az ivari kromoszoémajukat, bonyolult az ivarmeghatarozas, a
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kornyezeti tényezok is jelentdsen befolyasoljak.) A nemek jol elkiilonithetésége megkdnnyiti
a keresztezéseket. Kiils6 megtermékenyitésiiek, de sziikséglik van a nemek fizikai kontaktusara
az ivarsejtek kitiritéshez, igy iddszakos elvalasztassal, majd a megfelelé idopontban vald
Osszeengedéssel szinkron populaciok konnyen létrehozhatdéak. Az ivatast olyan akvariumban
szoktak végezni (1. abra C), amibe behelyeznek egy, a partvonalat imital6 miianyag betétet,
amin akkora méretli lyukak vannak, hogy az ikrak atférjenek rajta, de a felnétt halak ne, igy
ivas soran az ikrak (20-200 darab) lesiillyedhetnek az akvarium aljara és a kicsit hosszabb
ivatas soran sem eszik meg Oket a sziilok. (A természetes kornyezetben az ikrdk a folyo

kavicsokkal boritott aljazaban lelnek menedéket. )™

A

“"“aa‘.;

1. abra: Zebradanié tartiasa A: automatizalt akvariumtartd6 polcrendszer (vizaramoltatassal, sziirdkkel,
monitorozd rendszerrel) (ZebTEC) B: Him (alul) és ndstény (feliil) zebradani6 ° C: akvarium (feliil) és a

partvonalat imitalé ivat6 akvarium (alul) (ZebTEC)

Az embridk az anya szervezetén kiviil fejlédnek és 24 o6ran 4t kezelés nélkil is
attetszoek (2.4bra A), igy a fejlédési folyamat konnyen nyomon kovethetd akar egy egyszeriibb
mikroszkop segitségével is, de a festési eljarasok és fluoreszcens jelolések is vizsgalhatoak
(2.4bra B, C). (Ellentétben példaul az ugyancsak széles korben hasznalt gerinces modell
egerekkel.) Ezalatt a 24 6ras periddus alatt mar egy elég komplex fejlddési stddiumig eljutnak
az allatok, mar kezdik felvenni a halakra jellemzd kiilalakot, kialakulnak a fObb

szervrendszerek. (Osszehasonlitasképpen az egér embridk napokkal késébb tartanak ebben a
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fejlédési stadiumban.) 33 6rasan mar olyan foku az allatok pigmentalsadga, hogy kényelmesen
nem lehet belelatni az allatok testébe. Ennek kikiiszobolésére tobb lehetdség is van. Néhany
napot késleltetni lehet a pigmentacié kialakulasat PTU-val (Phenylthiourea), de ez nagy
mennyiségben toxikus.® Ezért létrehoztak olyan mutdns vonalakat (a Casper tdbbszords
mutans vonal koztakardja, mig a Crystal tobbszorés mutans vonalnal mar a retina sem
pigmentalt), amiknek egész €letében atlatszo a teste, igy ezeknél akar a felndtt vonalak is

konnyen vizsgalhatoak mikroszkoppal (2.4bra D). /8

8 hpf 10 hpf 18 hpf

24 hpf

nacre*>*?; alb®***; roy*** (crystal)

2. abra: A modell egyik nagy elénye az atlatszosag A: Zebradanié fejlddése (h: hour, d: day, pf: post
fertilisation)® B: Az embridk atlatszosaga nagy elény a mikroszképos vizsgalatoknal. Az 4bran a feji régio
fluoreszcens immunfestése lathato.’® C: UAS-Gal4 rendszer hasznilatival létrehozott fluoreszcensen jeldlt
Zebrabow embri6 (kivételesen fiiggbleges allasban). Ezek az embriok olyan transzgén kazettakat tartalmaznak,
amelyekben egymas utan tobbféle fluoreszcens fehérje van kodolva. El lehet érni, hogy egyes rekombinans
események csak egyes sejtekben kovetkezzenek be, aminek eredményeként véletlenszeriien kivagddnak bizonyos
fluoreszcens fehérjéket koddolo szekvenciak, igy a sejtek (és utddsejtjeik) kiilonb6z6 szinben fognak fluoreszkalni.
Ezzel a modszerrel jol vizsgalhatok a sejtleszarmazasok vagy példaul idegrendszerben alkalmazva kdnnyen
lathatova valik mely idegsejt testekhez tartoznak az egyes nyllvanyok. ' D: Vad tipusa Danio rerio

pigmentaltsaga és a két muténs vonal (Casper, Crystal), melyek felndtt korban is atlatszoak.®

Az dllatok az 5. naptdl taplalkoznak oOnalléan, addig az ikra nagy mennyiségii
szikanyaga latja el Oket. (A jelenlegi torvényi szabdlyozas szerint, amig az embridok nem
taplalkoznak 6nalloan, addig enyhébb szabalyok vonatkoznak a veliik folytatott kisérletekre,
kevesebb engedély beszerzésére van sziikség, ami ugyancsak eldnye ennek a modellnek a

komplexebb gerinces modellekkel szemben.) A nagy mennyiségii szikanyag miatt az embriok

59



viszonylag nagy méretiiek. A méretiik és az anya testén kiviili fejlédésiik nagyban megkonnyiti
az embriok manipulalhatosagat, akar mar néhany sejtes allapotban is. Ezért mar a kezdetektol
kedvelt modellje a fejlddéstani vizsgalatoknak, régen sok sejttranszplantacids kisérletet is
végeztek rajtuk. Ezek a tulajdonsagai teszik lehetdvé azt is, hogy viszonylag konnyen és
hatékonyan lehet alkalmazni esetiikben a mikroinjektalast.*

Szamos jol miikddd modszert fejlesztettek ki a zebradaniok genetikai manipulélésara.
Az egyik igen elterjedt modszer a TOL2 transzpozon alapu rendszer. A Tol2 a japan rizshalban
(medaca, Oryzias latipes) dshonos transzpozon csalad. Az eljaras soran egyiitt injektaljak a
zebradaniokban a Tol2 transzpozaz mRNS-ét €s egy plazmidot, amiben a Tol2 specifikus
1smétlédo szakaszok kdzé van beépitve a bevinni kivant DNS szekvencia. A Tol2 ismétlédések
kozti régiot a Tol2 transzpozon kihasitja és beépiti a genomba (random helyre). Az eljaras nagy
hatékonysagti (50-70%), tranziens és stabil vonalak is létrehozhatéak néhany hénap alatt.'?
Ezzel a médszerrel nagyon sok enhancer- és géncsapdat juttattak a zebradanié genomjaba. A
zebradaniokban is jol miikodé Gal4 rendszer elemeinek hasznalata pedig mar nem csak
expresszios vizsgalatokat, de sejtekre specifikus manipulaciot is lehetové tett (pl. bizonyos
tipusu sejtekben citotoxikus molekula kifejeztetése; in vivo idegsejtaktivacidé vizualizalas
kalcium érzékeny genetikai szenzorokkal; sejtleszarmazas vizsgéalatok Zebrabow rendszer
segitségével stb.). (2. dbra C) 111315

Korabban széles korben alkalmaztak zebradaniokban a morfolinokat. A morfolinok
szintetikus antiszensz oligonukleotid analdégok, melyek képesek szekvencia specifikusan
hozzéatapadni pre- és érett mRNS-khez és gatolni mas molekuldkkal valé kapcsolodasukat, igy
gatoljak a splicingot vagy a transzlaciot. Ennek eredményeként knockdown (csokkent gén
kifejez6dés) morfansokat (nincs génmodositas, igy nem nevezhetjiik mutansnak) kapunk.
Mivel a fenotipus a genotipus manifesztacidja, igy a morfansoknal megfigyelhetd megvaltozott
tulajdonsagokat fenokopidnak nevezziik. A morfolinok hatranya, hogy do6zisfiiggd a hatasuk és
ha anyai hatasu termékeket célzunk és nagyon korai embridkat injektalunk, akkor erdteljesebb
fenokopiat is okozhat, mintha csak maga az utdd lenne mutans.'® Erdekes modon az RNS
interferencia modszere nem terjedt el zebradaniokban. Bar megvannak benniik is az RNS
interferenciahoz sziikséges fehérjék, de nem sikeriilt optimalizalni a modszert.!” A régebbi
fehérje alapti genomszerkesztési technikdkat (ZFN, TALEN) alkalmaztak zebradédnidkban, de
mivel ezekhez mindig 0j fehérjét kellett szintetizalni, igy koltségesek €s bonyolultak voltak.

Mira hasznalatuk hattérbe szorult CRISPR/CAS9 rendszer megjelenésével. A tobbi modell
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¢lélényben tapasztaltakhoz hasonldan ez a modszer kezd a legelterjedtebb lenni zebradanidoban
is, specifikusaganak, hatékonysaganak és egyszeriiségének hala.'8

Zebradanioknak féleg a tobbi gerinceshez képest kiilonlegesen jo a regeneracios
képességiik (3 éabra): jelentds idegszovet (agy, gerincveld), szivizomszovetet €s farokiszo
sériilés utan is képesek regeneralni ezeket a szoveteket felndtt korban is. A regeneraciod
bizonyos esetekben dssejt, mas esetekben dedifferenciacid alapu, de pontos molekularis hattere

jelenleg is intenziven kutatott.1%22

\ A kontroll 27 vagas utdn ‘ C

1 dpi

léziés oldal

3 abra: A zebradanidk jelent6s regeneracios képességgel rendelkeznek. A: A faroklszo 27-szeri levagas utan
is tud funkcionalisan regeneralédni (dedifferencialodas alap().® B: A kamrai szivizomzat 60%-4nak eldlése utin
is képes regeneralodni (dedifferencialdodas alap).?’ C: Az agyszovet jelentds 16zi6 utan is helyreall (8ssejt

alapu).? (dpi: day post injury, dpl: day post lesio) (Médositott 4brak)

A zebraddnio genomja ismert, érdekessége, hogy az evolucidja soran tortént egy genom
duplikacio, igy a mutansokat hasznald vizsgalatoknal érdemes figyelembe venni mi tortént a
duplikalodott génpar két tagjaval (pl. pszedudogén lett az egyik, vagy ma mar eltérd funkciot
toltenek be, esetleg tovabbra is parhuzamosan toltenek be szerepet ugyan abban a
folyamatban). Az Osszes human gén koriilbeliil 70%-anak van zebradanid6 homologja, a

betegségekkel kapcsolatba hozott humén géneknél ez a szam 84%.%
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Delaware River

embriok

w 99 S -
S

fenotipusra
szlirés

kismolekula
kénytar

mutans fehérje vad fehérje

A: Hatbanyag sziirések sematikus rajza. (Modositott dbra)?® B: Megfelelé markert tartalmazo zebradanidkkal
kimutathato, ha a folyokbdl vett mintdkban normélis/magas a hormonszint. (Mddositott 4bra)®® C: Toxikologiai
screen-ekben konnyen azonosithatd, ha a kornyezeti mintaban a fejlédést befolyasold anyagok talalhatoak.
(Moédositott abra)®® D: Emberben eléforduld fejlédési rendellenesség az aorta sziikiilete, melynek pontos
molekularis hattere nem ismert. Fenotipus alapi megkozelitést alkalmaztak: a gridlock (grd) mutéans
zebradanidoknak nagyon hasonld fenotipusa volt. Kis molekula konyvtarral sziirést végeztek és megallapitottak
mely Utvonal érintett, és milyen kismolekulak (pl.: GS4012) képesek gridlock mutansokban szupresszalni a
fenotipust. Ezeket a molekuldkat érdemes tovabb vizsgalni, mert nagy eséllyel emberben is hatdsosak lesznek.
(Mddositott 4bra)?® E: A képen lathatd betegnek keringési problémai voltak és emiatt ddéma alakult ki a ldban.
Zebradaniokban kifejeztették a vad és mutans tipusi human fehérjét, 1étrehozva a betegség modelljét, ami hasonld
tiineteket mutatott a keringési rendszerében (kozéps6 képek). Majd ezeken az allatokon kis molekula kényvtarral
szlirést végeztek. A fenotipust szupresszalo egyik kismolekulat ki tudtak probalni az adott betegen, és ahogy a

képen latszik valoban hatasos volt emberben is. (Modositott dbra)?’

Manapsag a zebradaniot elsdsorban mint gerinces betegségmodell hasznaljak. Mivel
kisméretli, viszonylag szapora €és az embriok is gyorsan és szabadon ndvekednek, kivaldan
hasznalhato kiilonbozd sziirésekre (screen) (4. dbra A).2* 96 lyuku lemezekben szét lehet
osztani az embridkat akar egyesével is és kiilonboz6é anyagok hatdsat lehet rajtuk tesztelni.

Ismert, hogy normalisan hogyan és milyen {litemben szoktak fejlédni, igy, ha a fejlédési
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kozegiikbe kiilonbozd kornyezetbdl (pl. kiilonbozo folydk vize) szdrmazod mintakat juttatunk,
akkor az embriok esetleges eltérd fejlédése alapjan konnyen megallapithatd, hogy
karos/toxikus anyagokat tartalmaz-e a minta (toxikologiai screenek). Ha megfeleld riportergént
kifejezd transzgénikus embridkat alkalmaznak akkor akar a magas hormonszintek is
vizsgalhatoak (4. abra B, C).2® Ugyanigy tesztelheték kiilonbozé kis molekula
konyvtarak/gyogyszerjelolt molekulak hatasa a fejlédésre, a regeneraciora vagy betegségek
lefolyasara.?® Ha nincs még hasznalhat6 betegségmodell egy adott esetben, akkor az emberi
mutans fehérje kifejeztetésével?” vagy a CRISPR/Cas9 rendszerrel létrehozva a pontos
mutaciot, gyorsan megalkothato. Viselkedésre (pl. alvas-ébrenlét ciklus, szorongas modell)
haté molekulakkal is szamos tesztet végeznek zebradaniokban.?® A gyors és személyre szabott
gyogykezeléshez is alkalmas lehet ez a modellrendszer. Még nem alapértelmezett az ilyen
iranyu felhasznalasa, de egyre tobb a pozitiv precedens. Példaul egy keringési problémakkal
kiizd6 beteg esetében, akinél bar ismert volt a betegséget okoz6 pontos mutacid, de nem volt
egyértelmli kezelés, zebraddnid betegségmodell segitségével gyorsan taldltak megoldast.
Zebradaniokban kifejeztették a vad és a betegre specifikus mutans tipusi human fehérjét,
l1étrehozva a betegség modelljét. A mutans fehérjével rendelkezd halak keringési rendszerében
hasonl6 problémak alakultak ki, mint a betegnél. Ezeken az allatokon kis molekula konyvtérral
szlirést végeztek ¢és talaltak olyan molekulat, ami szupresszalta a fenotipust. Mivel a molekula
mar mas kapcsan forgalomba volt, gyorsan ki tudtak probalni a betegen is, és valoban hatdsos
volt. A zebrahal modell nélkiil a megfeleld gyogyszer megtalalasa egy sokkal hosszadalmasabb
és a beteg szamara megterhelbb /kockézatosabb folyamat lett volna (4.abra E).?’

A zebradaniok a daganatos megbetegedések kutatasaban is fontos szerepet toltenek be.
Egyes mutansok hajlamosabbak daganatos betegségek kialakuldsara, de emberi betegekbdl
szarmazo tumoros sejteket is lehet injektalni a zebradanid embriokba és larvakba. A korai
embridkba {iltetett daganatos sejtek egy id6 utan elcsendesednek, de addig is jol vizsgalhato
benniik, hogy milyen ttvonalakat aktivalnak. Idésebb embriokba iiltetve a daganatos sejteket
kialakulhatnak benniik a tumorok. A rakos betegségek esetében kiilondsen fontos az idéfaktor,
a kezeléseket felgyorsithatja a gyogyszerjeldltek tesztelése zebradanié modelleken. De az
automatizalt rendszerekben akar a raktipusok metasztatizalé kapacitdsa is hatékonyan és
gyorsan vizsgalhato. A személyre szabott orvoslas felé visznek azok a kisérletek, amikben egy
adott betegnél személyre szabottan végzik a szlirdvizsgalatot. Egy konkrét beteg daganatos
sejtjeit megjeldlve és tobb larvaba atiiltetve hatékonyan és gyorsan lehet sziirést végezni, mely

anyagok hatnak a legjobban pontosan arra az adott daganatra. Természetesen azért ennek a
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rendszernek is vannak megkotései, hiszen a zebradanid nem emlds, idealis testhomérséklet
optimuma (28,5°C) nagyban kiilonbozik az emberi testhomérséklettdl és bizonyos szervek
hianya miatt nem minden raktipus vizsgalhato benniik egyértelmiien. Igy bar egy az egyben
nem vihetdk at a kapott eredmények feltétlen az emberre, de mindenképpen egy nagyon

hatékony és akar személyre szabott el8sziirést tesz lehetovél. 283134

A zebradaniokat kozel olyan egyszerli fenttartani és vizsgalni, mint az egyszerlibb
modellszervezeteket, de azokkal ellentétben mér egy gerinces modell, ami anatdmiailag és
¢lettanilag is sokkal kozelebb all az emberhez. Az egyik legjobb fejlédésgenetikai modell, de
az idegrendszer vagy a regeneracio vizsgalataban is nagy a jelentdsége. A gerinces modellek
kozil egyedil a zebradaniok alkalmasak a human betegségekkel 0Osszefiiggd nagy

ateresztOképességli screen-ekre, de szamos jol miikodo betegségmodellt is 1étrehoztak.
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Haziegér
Bevezetés

A hazi egér, Mus musclulus, egy kis mérettelli, de nagyon népszerti, széles korben
hasznalt emlds genetikai modell. A feln6tt egyedek tomege 20 és 40 gramm kozz¢ tehetd, a
himek altaldban nagyobbak a ndstényeknél, helyigényiik kicsi. Laboratériumi koriilmények
kozott 2 év a varhato élettartamuk, de egyes egyedek ennél 1ényegesen hosszabb ideig is
¢lhetnek. Vemhességi idejiik 21 nap, egy alomba 2-12 kisegér sziiletik. Az anya a szoptatas
ideje alatt Gjra megtermékenyiilhet. Az utdodok 3 hetesen onélldak, az anyatdl levalaszthatoak
¢s 8-10 hetes korukra mar ivarérettek. Az egerek az emberhez hasonloan tarsas él6lények,
tobbféleviselkedési mintazat is tanulmanyozhatd ehhez kapcsolodoan. Viselkedésiikben

Iényeges eltérés az embertdl, hogy az egerek ¢jszakai életmodot folytatnak.

Az egerekkel végzett kisérletek tervezése sordn fontos szempont, hogy kis méretiik
miatt az allatoknak koriilbeliil 2 ml vére van, amelybdl vizsgalatokhoz maximum 100 —200 pl-
t lehet kinyerni ugy, hogy az allat tulélje. Az egyedpusztulasa mellett ez a mennyiségl ml-re
novelhetd. Anatomiai szempontbol szerveiket azonos szovetek épitik fel, mint a mieinket,
azok hasonlé funkcioval rendelkeznek. Az egerek hallasa a magas tartomanyban jobb az
emberénél, de a latdsuk rosszabb, kiilondsen az albind egerek latasa gyenge. A szemiik
anatémidja eltér az emberétdl, hianyzik beldle az €leslatasért felelds teriilet, a makula. Tovabbi
fontos anatomiai kiilonbség, hogy a testméretiikhoz képest sokkal nagyobb féregnytlvannyal
rendelkeznek. A bélbaktériumaik jelentds része ebben a szervben talalhatd, ami az emésztés
szempontjabol fontossa teszi a féregnytlvanyt (vakbelet). Az egerek mas mikrobiommal és
patogénekkel rendelkeznek, mint az ember. Példaul a COVID-19-et okoz6 SARS-CoV-2 nem
fert6zi meg az egereket, mert a virust felismerd Ace2 receptor jelentdsen eltér az egérben. Mar
léteznek hAce2 TG mutéans egér torzsek, amelyek epitél sejtjei megfertézhetéek SARS-CoV-

2-vel. 1

Az egerek teststilya egy jo marker a betegség monitorozasara. Egészséges egerekben ez
az érték viszonylag allandd, sulyos betegség esetén azonban latvanyosan csokkenhet a
teststlyuk (ez észlelheté volt a SARS-CoV-2 fertdzott Ace2 receptor mutansoknal is. A
xenobiotikumok metabolizmusa is 1ényeges eltérést mutat az emberétdl. Az egerek vércukra
lényegesen magasabb lehet, igy egy emberre gyartott vércukormérdvel egy ,,cukorbeteg” egér
vércukorszintje gyakran mar nem mérhetd. A gyulladasi citokinek szintje is tobbszordsére tud

novekedni az emberben mérhetd maximumnal.

66



Az egérmodell genetikai alapjai

Az egérnek az emberhez hasonld genom mérete van, amely 2x20 kromoszéman oszlik
el. Beltenyésztésnek koszonhetden az egyes torzsek lényegesen kiilonbozhetnek egymastol.
Elképzelhetd, hogy egy ujonnan jellemzett mutacié fenotipusa, egy masik beltenyésztett
torzsbol kiindulva lényegesen mas lenne. Megkiilonboztethetiink spontan és tervezetten
l1étrehozott mutacidkat. Az egerekben létre lehet hozni szovetspecifikus vagy térben és idoben
indukalhaté mutaciokat. A génmoddositasok alapjat régebben a blasztocisztak vagy mas néven
holyagcsirak képezték, amelyekbdl embrionalis éssejtek (ES) nyerhetéek ki. Az ES-eket in
vitro koriilmények kozott lehet genetikailag modositani. A célzott mutaciot példaul homolog
rekombinacidval lehet 1étrehozni, a tervezett mutans szekvencia helyére egy rezisztencia gén
(gyakran neomicyn rezisztencia) fog beépiilni. A rekombinaciéhoz hasznalt szekvencia a
rezisztencia mellett egy érzékenyitd gént is tartalmaz, amely a tervezett homoldg rekombinacid
esetén mar nem épiil be a mutacio helyére (1. abra). 2 Homologrekombinaciot kvetden a sejtek
két fajta szelekcionak lesznek kitéve: a tervezett helyen létrejott mutacidt hordozo sejtek
ellenalloak lesznek a szelekcios kdrnyezetre (pl.: neomycinre) és nem lesznek érzékenyek arra
a tényezOre amire csak az érzékenyitd génnel tudndnak reagdlni (pl.: herpesz fert6zés). A
rezisztencia faktorokkal szelektalt mutdns embriondlis dssejteket, blasztocisztakba kell vissza
injektalni és visszahelyezni allvemhes ndstényekbe. Az F1 utdédok mozaikos — kiméra egyedek
lesznek, melyek sejtjeinek csak egy része fog az injektalt mutans 6ssejtekbdl szarmazni. Az F2
nemzedékben fog kideriilni, hogy mely egyedek csiravonala fejlddott a mutans sejtekbdl. A
kiméra és az F2 generacioban is fenotipusosan lathato markerekre, példaul szérzetre lehet
szelektalni. A mutans F2 generacio heterozigota egyedekbdl fog allni, mivel a kimérakat (mas
testszinil) vad tipusu egerekkel kell keresztezni. Tehat tovabbi egy generaciora van sziikség a
homozigoéta mutdnsok létrehozasdhoz. Az eldbb leirt hagyomanyos modon torténd
transzgenikus allatok eléallitasahoz korilbelil 1,5 - 2 évre van sziikség. A CRISPR/Cas9
technikanak koszonhetden ez a folyamat 1ényegesen lerdvidithetd. Ebben az esetben lehetdség
van a megtermékenyitett petesejtet modositani, igy a kiméra generaci6 kimarad. Minden utod
a csiravonalaban is hordozni fogja a mutéciot, igy ennek szelekcios 1épése sem jelentkezik
tobblet idében. 2 (1.4bra). Ez a modszer a gyorsasiga miatt mar joval elterjedtebb, mint a

hagyomanyos ES-bdl kiindulé modszer.

Az egerekkel valdo munka és a szaporitasuk is engedélykdteles. Egyes mutans vonalakat
lehet homozigota formaban tenyészteni, ha a tilélésre és szaporodasra nincs jelentds hatassal

a mutécid. Letalitds vagy alacsonyabb fertilitas esetén heterozigota formaban is fenntarthato
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egy mutans vonal. A mutaciok korai fejlédési rendellenségeket és letalitast is okozhatnak. A
Cre-lox technoldgia lehetdséget kinal szovetspecifikus mutaciokat 1étrehozni. Erre akkor lehet
szlikség, ha egy gén funkcidjat csak adott szervekben tervezziik tanulmanyozni, de tudjuk,
hogy a gén hidnya olyan stlyos zavarokat okoz mds szerveiben vagy egyedfejlodésében az
allatnak, hogy az meghiusitana a kisérletiinket. A Cre-lox rendszer alkalmazasakor a Cre
rekombinaz fogja felismerni a loxP helyeket a genomban €s homolog rekombinacioval delécio
(génkivagodas) jon létre a 2 loxP kozotti szakaszon. A cre rekombinaz expresszidjat
szovetspecifikus promoter iranyitja (pl.: albumin specifikus promodter — majspecifikus
expresszio), igy csak az altalunk vizsgalt célszervben aktivalodik rekombinacid a kozeli loxP

szekvenciak kozott.

CRISR-Cas9 ......  Embrionalis 6ssejtek (ES)
Becsultido
(hénapok)
1. ,guide” (vezeto) 1. médositott ES
RNS készitese letrehozasa

2. mikroinjektalas
blasztociszta
stadiumd embrioba

o N
2. mikroinjektalas £ A
megtermékenyitett i
petesejtbe

3. beliltetés allvemhes
nésténybe

3. bellltetés allvemhes
nésténybe 6

WS
S )
4. nincsenek kimérak 4. kimérak keresztezése

5. minden utdd csiravonalaba 1z a, SJ

beépll a transzgén
“Q a 5. vélogatas transzgént
b ] — csiravonalba hordozokra

af e & | ‘Q‘Q

6. szaporitas 6. szaporitas

1. abra: Traszgenikus egér torzsek létrehozasanak médszerei. Hagyoméanyosan a traszgenikus egereket
embriondlis dssejtek (ES) mddositasaval hoztak 1étre. Ezt a modszert mara levaltotta a CRISPR/Cas9 technika,

amellyel tobb generacio szelekcidjat lehet megsporolni. Az dbra a 2 médszert hasonlitja 0ssze a transzgenikus

68



egér vonal létrehozasahoz sziikséges id6 szempontjabol. Az abra Science dsszefoglaldja alapjanak modositasaval

késziilt: https://n9.cl/tc32v

Betegségmodellezés egérben (kisérletes modszertan ismertetése példakon keresztiil)

Egy modell Iétrehozasanak feltétele, hogy a vizsgalt gén emberben és a
modellszervezetbenegérben is megtaldlhatd legyen, és azonos funkciot toltsonenek be.
Egérben és a gén hibajanakhidnyanak hasonlo tlinetek megjelenését kell eredményeznie. Az
egérben fenti feltételek sok esetben teljesiilnek és a kisérleti eredményekbdl szamos esetben
lehet emberre vetitve relevans kovetkeztetéseket levonni. Azonban, mint minden modell az
egér sem meggy6z0 onnmagaban, mindig varhatdak eltérések az egér és az ember kozott. Ezért
a kapott eredményeket helyén kell kezelni. Van, hogy egy betegség hatterében nem csak egy
mutacio all, hanem annak valamilyen életmddbeli tényezdvel vagy tényezdkkel is parosulnia
kell. Ezek az ¢letmoddbeli sajatossagok néha az egérben nehezen idézhetdek eld. Tovabba
vannak olyan betegségek, amelyeket nem lehet modellezni egérben. Ilyenek példéul a makula
degeneraci6 (AMD) vagy a Il-es tipusu cukorbetegség. Az egereknek nincs makuldja, igy
esetiikben a degeneracido sem tanulmanyozhatd. A Il-tipust diabétesznél a sejtek inzulin
érzékenysége csokken le, ami korral 0Osszefliggd tiinet. Az egerek viszonylag rovid
laboratoriumi élettartama nem teszi lehetéveé az inzulin rezisztencia kialakulasat. I-es tipust

cukorbetegségre viszont léteznek egérmodellek.*

Egerekben ritka genetikai betegségeket is tanulmanyozni. Professzor Varadi Andras
csoportjaban kett6 ilyen betegséget is vizsgalnak, amelyeken keresztiil megismerhetjiik hogyan
alkalmazhato az egér betegségek modellezésére. A Pseudoxanthoma Elasticum (PXE) egy
recessziven 0roklddo ritka anyagcsere betegség (1:25000-hez az eléfordulasa), amely fdleg
fiatal felnéttekben okoz tiineteket. A fragmentacidé kovetkeztében erek tiiremkednek be a
szembe, bevérzéseket €s a retina OsszetOredezettségét valtva ki, a betegek elveszitik
éleslatasukat. Ujabb tiinet a sétilaskor jelentkezd labfijdalom, ami az artéridk falanak
meszesedésének kdvetkezménye (rugalmatlan és rossz keringésii erek a ldbakban).® A
Generalized Arterial Calcification of Infancy (GACI) a PXE-hez hasonld, de joval korabban,
mar magzati korban tiinetekkel jaro betegség. A betegségben szenveddknél az erek falanak

kozépso, tunica media rétege meszesedik el, melynek kovetkeztében extrém magas vérnyomas

alakul ki. ©
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A betegek jelentds része (30%-a) a sziiletéstdl szamitott par honapon beliil meghal. A
PXE-nek (Abcc6™ KO) és a GACI-nak (Enppl” KO) is van egér betegségmodellje .” Az
Abcc6” KO egerekben is megfigyelhetd meszesedés, de ez elsdként a bajusz szOrtliszok
kotészovetes tokjaban jelentkezik, késdbb a meszesedés a szemben és az érfalakban is kialakul.
Az Enppl KO egerek masik neve a ,,tiptoe walking” (ttw), amelyet a mutansok jellegzetes
labujjhegyen jaro fenotipusara utal. A mutansokban a meszesedés legeldszor az iziiletekben
jelenik meg. A bajusz szOrtiiszOk tokjaban, a szemekben és az artéridk falanak elasztikus
rostjaiban szintén bekovetkezik az elviltozds.® A PXE és GACI hasonlé tiineteinek
magyardzata az, hogy a betegséget okozd gének egyazon utvonalban jatszanak szerepet. Az
ABCC6 transzporter fehérje a majsejtekben fejezddik ki és feltehetden a majsejtekbdl a
keringésbe valo APT felszabadulasért felelés. Hidnyaban a keringésben lecsokken az ATP
szintje. Az ENPP1 az ATP hasitasaért (AMP-re és priofoszfatra - PPj). A PP; gatolja a
meszesedést (hidoxiapatit lerakodas gatlo). Az Abcc6” mutins egerek homozigotan is

életképesek, tudnak egymaéssal szaporodni és élettartamuk a vad tipuséhoz hasonl6.®

Egerekben az emberhez hasonléan késébb (egerekben honapok) jelennek meg a
tiinetek, de a tiinetek indukalhatoak is, ekkor a fenotipusok mar par nap elteltével jelentkeznek.
Emberben gyakran az abcc6 hipomorf csokkent funkciot eredményezé allélja okozza a
betegséget, ehhez képest egerekben a Abcc6” mutansban egyaltalan nincs jelen az ABCC6
transzporter. PXE-betegséghez hasonld rendszert lehet létrehozni, ha abcc6KO egerekbe
pLIVE vektorral (albumin promotert tartalmaz) majspecifikusan kifejeztetjiikk az emberi abccé
hipomorf allélt. HTVI (Hydrodynamic Tail Vein Injection) modszerrel az egér oldalso farok
vénajaba juttatjdk be a kutatdk nagy térfogati oldatban a DNS-t, a hirtelen megnovekedett
nyomast a keringésben a maj probalja kompenzalni. A majban a nyomasndvekedéssel
meggyengiil a hepatocita sejtek plazmamebranjanak integritasa, atmenti porusok keletkeznek
rajta, amin a DNS be tud jutni a sejtekbe. A moddszerrel a majsejteknek 10-15%-at lehet
transzgenikussa tenni (fluoreszcens transzgén expresszidval lehet a kontroll sejtektdl
elkiiloniteni 6ket). Gyors meszesedés kivaltasra egy szivfagyasztason alapuld (Cryoinjury)
modszert lehet alkalmazni (lehiitott acél palcaval megérintik a szivizmot), amellyel egy
kiterjedt infarktushoz hasonlod sériilést lehet létrehozni. A maj ABCC6 hianyos egerek fagyasi
sériilése (nekrotikus teriilet) 3 nap alatt elmeszesedik. A kiboncolt szivbdl készitett mintan

klorometriaval lehet a meszesedés mértékét meghatarozni.*

A ttw egerek egy spontan kialakult mutéaci6 eredményei, melyrdl kideritették a kutatok,

hogy az Enppl génben eredményez korai stop mutaciot. Homozigéta formaban a térzs nem
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szaporithatd. A vizsgalt homozigotak minden esetben heterozigdta sziiloktdl szarmaznak, az
F1 generacio 1/4 része lesz homozigdta mutans. Az atir6do csonka fehérje nem képes az ATP
hasitasara.’! A mutansokra jellemzé ujjhegyen mozgast a végtagok iziileteinek
Osszemeszesedése eredményezi. A lagyszovetek meszesedése mellett, rovidebb élettartam és
testsulyvesztés is megfigyelhetd. Fiatal allatoknal (ahol gyulladt az iziilet, de még nem tortént
meg a csontosodas) kifiiggesztett kotélen vald maszast (cslingést) lehet hasznalni a végtagok

funkcidjanak tesztelésére.

A fent ismertetett tlineteket vizsgalva a PXE ¢és GACI betegségmodelleken segithet
megérteni, hogy mely faktorok azok, amelyekkel a beteg tiinetei enyhithetdek. Farmakologiai
kezelésekre ivovizzel, tappal vagy injekcidval adott hatdanyagokkal is van lehetdség. A
sulyosabb tiineteket produkaldé GACI modelleknél a mutans fenotipusok mar 21 napos kortol
jelentkeznek. Ekkor megkezdhetd a kezelés és egy honapos allatoknal mar eldonthetd, hogy
hatasos volt-e. Pirofoszfat etetéssel kezelés példaul akkor a leghatasosabb, ha az egerek mar
szliletésiik el6tt is kezelve vannak (a vemhes anya is kezelt). Ekkor a kontrollhoz képest
jelentdsen lecsokken a szortliszOk ¢és erek meszesedése. Feln6tt egerekben, ahol a
mészlerakodds mar jelentds, a pirofoszfat kezelésnek nincs szignifikdns hatdsa. Tehat a
megemelkedett pirofoszfat a mészlerakodast tudja megeldzni, az elmeszesedett lagyszovetre

mar nincs pozitiv hatasa. 12
Osszefoglalas

Osszefoglalasul elmondhatd, hogy az egér anatomiija sok hasonlosagot mutat az
emberhez viszonyitva. Ugyanakkor szaporak és kicsi a helyigényiik. Viszonylag egyszer(i
genetikai manipuldcidkat végezni rajtuk. A testméretilk elegendéen nagy ahhoz, hogy
miutéteket végezhessenek rajtuk a kutatok. Azonban a hasonlésdgok az emberhez viszonyitva
korlatozottak, a kapott eredmények egy az egyben nem értelmezhetdek emberre €s bizonyos
betegségekre nem létezik megfeleld egérmodell. Az egerekkel végzett kisérletek
engedélykotelesek, a veliik valo munkdhoz szakképesitésre van sziikség (évente ujitandd
vizsga). Minden Uj tervezett kisérlet szintén engedélykoteles, amelyet egy szakmai bizottsag
véleményez és kérhet modositasokat. Az egér ezek ellenére az egyik legismertebb és
legéltalanosabban alkalmazott emlds genetikai modell, amellyel folytatott kisérletek szamos
betegség megértését és gyogyszer kifejlesztését tették lehetévé a multban és napjainkban

egyarant.
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Human sejtes rendszerek (2D sejttenyészetek)

Mar az 1800-as évek végén megtigyelték, hogy bizonyos sejtek életben maradnak egy
ideig az ¢él6lény haldla utdn megfeleld tapkdzegben. Csirke embriondlis, és béka idegsejteket
tartottak fent, kezdetben sdoldatban, majd nyirokfolyadékban. Késobb elkezdtek kiilonbozd
médiumokkal probalkozni, melyeket egyre jobban specializéltak. A szigort aszeptikus
koriilmények bevezetése lehetdvé tette a sejtek hosszu tava tenyészthetoségét. Az évek alatt a
médiumok Osszetétele, a hasznalt eszkdzok és modszerek is sokat fejlodtek. Az 1950-as évek
elején izolaltak a maig legszélesebb korben hasznalt és legismertebb human sejtvonalat human
méhnyak karcinomabol, a HELA sejteket. Mara a sejttenyészet az egyik legfontosabb modellé
valt.!

Sejttenyészetek 1étrehozhatoak sejtek izolalasaval egy él61énybdl, majd azok in vitro
fenntartasaval mesterséges kornyezetben, mely a sejtek természetes kdrnyezetét szimulalja.
Tobbféle fajbol szarmazo izolatumot is hasznalnak a kutatdsban és a biotechnologidban, de
talan a human sejttenyészetek a legnagyobb jelentdségliek. Hasznalatuk elterjedt az
alapkutatasban (pl.: rak, dssejtek stb.), vakcindk és rekombindns fehérjék termeltetése soran,
gyogyszerfejlesztésben, génterapias modszerek fejlesztésében, monoklonalis antitestek és
hormonok el6allitasaban, in vitro fertilizaciés technikdk és cryo tarolasi technikak
fejlesztésében.?® Bar a kiilonbozé fajokbol szarmazo sejtek fenntartasaban, eldnyeiben és
hatranyaiban sok a k6z0s vonas, sok fajspecifikus eltérés is eléfordul. Ebben a fejezetben a
human sejttenyészetekkel €s az alapkutatasi aspektusokkal fogunk foglalkozni.

A modelléldlényekkel szemben a sejttenyészetek eldnye, hogy sokkal egyszeriibbek,
nem kell olyan sok valtozéval szdmolni, mintha egy teljes €él6lényt vizsgalnank. A sejtek
novekedése altalaban gyors, igy gyorsabb veliik a munka is, dsszehasonlitva a komplexebb
allati modellszervezetekkel. Nagy a vizsgéalatok ateresztOképessége, sok mintaval ¢&s
parhuzamossal lehet dolgozni minden kisérletben, igy statisztikailag is jol értékelhetdek az
eredmények. Széles modszertani repertoar all rendelkezésre, vilagszerte szamos laborban
dolgoznak sejtes modellel és kivalo adatbazisok biztositjadk a kutatomunka tdmogatasat. A
sejtek tartasi és kisérleti koriilményei jol standardizalhatok. A nem hasznalt sejtvonalak
folyékony nitrogénben lefagyaszthatok, nem igényelnek allando fenntartdst. Jobban megértett
¢s megbecsiilt ez a teriilet a koézvélemény szemében, mint példaul az egyszerilibb
modellszervezetek vizsgadlata, mely kis mértékben a palyazati lehetdéségekben is

megmutatkozik. Alapvetden nem meriilnek fel etikai problémak a sejttenyészetek vizsgalata
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soran, hiszen nem okoznak ¢l6lénynek szenvedést ezek a kisérletek. (Etikai problémak féleg
akkor meriilhetnek fel, amikor a mintaadé nem adta engedélyét a vizsgalatokhoz. Példaul a
HELA sejtvonal egy Henrietta Lacks nevii beteg méhnyakrak sejtjeibdl szarmazik, akitél nem
kértek engedélyt sejtjei (sajat orvos diagnosztikajan tuli) hasznalatahoz. Evtizedekkel késébb
nagy port kavart, mikor csaladja rajott, hogy engedélyiik és tudtuk nélkiil sejtjeit fenntartjak és
a legszélesebb korben hasznositjak a kisérletes munkéban.)

Vannak hatranyai is a sejttenyészetekkel végzett vizsgdlatoknak. Bar probaljak
biztositani az in vivo koriilményekhez hasonld kornyezetet a sejteknek, azonban az in vitro
kornyezetet ettdl erdsen eltérhet. A sejttenyészetekben nincs idegrendszeri szabalyozas, nincs
immunrendszer, kevés a sejt-sejt kapcsolat, legtobbszor egyféle sejttipusbol allnak ezek a
tenyészetek. A kortiilmények reprodukalhatdsagat neheziti, hogy nem is feltétlen ismert minden
in vivo komponens. Az elsédleges sejtvonalakat csak korlatozottan fenttarthatéak, szemben a
tumoros (és a mesterségesen immortalizalt) sejtvonalakkal. Viszont utobbiak genetikai
alloménya mar eltér az eredeti (vagy barmelyik) egészséges sejt genetikai alloményétol és
masképp miikdodhet az anyagcseréjiik. Eldfordulhat, hogy kiilonb6zd sejtvonalak eltérd
eredményeket adnak ugyanabban a kisérletben. Igy, bar human sejteket hasznalunk,
kortltekintden kell kivalasztani a megfeleld vonalat a vizsgalathoz, és az eredményeket is a
fentiek fényében kell értékelni. Masik jelentds hatrany, hogy egy sejtes labor elinditdsa
kiilonosen nagy anyagi befektetés igényel, de késébb is sziikséges lehet specialis, draga
anyagok beszerzésére. 24°

A sejtes labor sziikséges felszerelései kozé tartozik egy sejttenyésztésre alkalmas
inkubator, steril fiilke, folyékony nitrogéntarold, inverz mikroszkop, centrifuga, kiilonb6zd
méretli lemezek és flakonok a sejtek novesztéséhez és vizsgalatahoz, pipettak és pipettor,
megfeleld pipettahegyek, sejtvonalaknak megfelel6 médiumok €s véddeszkozok (1. abra). Ez
a legalapvetdbb felszerelése a legegyszerlibb sejtlabornak. Ezen kiviil szdmos specifikus
eszk0z, anyag lehet sziikséges a sejtvonaltdl és a vizsgalattol fliggden. A sejteknek biztositani
kell a sziikséges tdpanyagokat, novekedési faktorokat, hormonokat, vitaminokat, megfeleld
homérsékletet (37°C), pH értéket (altalaban pH 7,4 koriil) és széndioxid koncentraciot (5%).
Nagyon fontos a kellen steril munkakdrnyezet és munkafolyamat, mert a sejtvonalak kdnnyen
befertézddhetnek kiilonb6zd virusokkal, baktériumokkal, gombakkal és egyes sejtvonalak (pl.
HELA) is konnyen befert6zhetnek mas sejtvonalakat. (Raadéasul bizonyos fertézéseket, példaul
a Mycoplazma fert6zést nehéz észrevenni, csak a szokatlan eredmények vagy a sejtek varatlan

haléla hivja fel ra a figyelmet). A steril munka nem csak a sejttenyészeteket védi, de a veliik
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dolgozokat is, hiszen sejttenyészeteket fertdz6 agensek az emberre is veszélyesek lehetnek,
valamint a kisérletek soran sokszor kell emberi szdveteket karositd anyagokkal dolgozni.

Kiilonb6z6 biztonsagi szintli laborokat kiilonboztethetiink meg aszerint, hogy mekkora a

2,4-9

fertdzésveszély.

A

1. abra: Munka a szovetlaborban A: Megfelel6 hémérsékletet, pH-t, CO, koncentracidt biztositd inkubator

kiilonb6z6 tipust  sejttenyésztd lemezekkel/flakonokkal (ST-45 Plus CO2 Incubator from Benchmark

Scientific).’° B: Steril fiilke munka kozben kiilénbozé pipettakkal, pipettorral, médiumokkal.

A megfeleld sejtvonal kivalasztasaval kapcsolatban felmeriil6 legfontosabb kérdések,
hogy milyen eredetick a sejtek (melyik €l61ény melyik szovetébdl szarmaznak); primer
izolatum vagy immortalizalt vonal (utdbbi esetén természetes vagy mesterséges €s milyen
madszerrel); a kisérlet egész ideje alatt hozzaférhetd lesz az eredeti vonal, vagy csak egyszeri
alkalommal; j6 modellje lehet-e a vizsgaland6 folyamatnak; van-e mar tapasztalat vele; milyen
irodalmi adatok allnak rendelkezésre; tenyésztése egyszeri vagy koriilményes illetve ha
genetikai modositasra van sziikség, egyszeriien transzfektalhatoak-e, és minden eszkdz
rendelkezésre 4ll vagy beszerezhetd-e ehhez és milyen a fert6ézési kockéazata (mas vonalakat/
kutatast végzd személyt)?

A sejtvonalakat tobbféleképpen lehet csoportositani. Osztodasi képesség alapjan
megkiilonboztethetjiik a primer (pl. HUVEC-primary Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) és az immortalizalt sejtvonalakat (2. abra A). A primer sejtek kozvetleniil a donorbol
szarmaznak, korlatozott ideig élet- és osztodoképesek, viszont a legkdzelebb all a genetikai
allomanyuk és életmtikddésiik az in vivo sejtekéhez. Az immortalizalt sejtvonalak lehetnek

tumoros eredettiek (pl. HELA-human cervical cancer) vagy mesterségesen immortalizalt (pl. a
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HEK-295- human embryonic kidney- immortalizalasa adenovirus vektorral tortént) (2.4bra A).
Ezeknek a sejtvonalaknak nem korlatozott az osztddasa, végtelen ideig fenntarthatoak, viszont
akar nagyobb eltérések is lehetnek a genetikai allomanyukban és miikodésiikben az in vivo
sejtekhez képest. Folyékony nitrogénbdl valo kiolvasztas utan csak bizonyos passzalasi szamig
szoktak kisérletes munkaban hasznalni 6ket. Csoportosithatjuk a sejtvonalakat aszerint is, hogy
a tenyészté edény aljara letapadd (adherens) (pl. fibroblastok, HEK293, HELA) vagy nem
letapadd (szuszpenzids) (pl. Ossejtek, limfoid sejtek) tipusuak. Morfologia alapjan
megkiilonboztetjiik (2. abra B) az epitél sejteket, amik nagyjabol meghatarozott méretiiek,
sokszog alaktiak ¢és kiilonallo foltokban letapadva ndnek, a fibroblaszt tipusu sejteket, amik

hosszukasak, bipolaris vagy multipolaris alaktiak, letapadva ndnek, a Lymphoblaszt-szerii

2,8,9,11-13

sejteket, melyek gomb alakuak és altalaban nem tapadnak le.

2. abra: Sejtvonalak és csoportositasuk A: Példak széles korben hasznalt sejtvonalakra: HUVEC, HELA, HEK -
293 (ATCC), hematopoetikus Gssejtek (SigmaAldrich). B: epitél tipust, fibroblaszt tipusu és lymphoblaszt-szeri
sejtek morfologia megjelenése (ThermoFisher). (A képek kiilonb6z6 nagyitastak)

A sejtek genetikailag konnyen modosithatok, bar ennek hatékonysaga €s pontos
modszere sejttipusonként eltérd lehet. Ha egy adott fehérje miikodését szeretnék vizsgalni,
akkor sziikség lehet a fehérje tultermelésére, vagy éppen csendesitésére/kiiitésére, esetleg
specialis modositasara (pl. csak bizonyos komponens elrontasara). Ha a fehérje lokalizaciojat
akarjdk meghatarozni, az egyik legjobb modszer, ha fluoreszcens fehérjével (pl.: GFP,
mCherry) fuzionalt valtozatat termeltetik és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljak. A fehérje
uj kotopartnereinek azonositasdhoz vagy a fehérje izolalasahoz a fehérjét egy cimkével (pl.:

hemaglutinin (HA), FLAG, myc cimke) fuzionaltatjak. Fontos megvalasztani a kisérletnek
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megfeleld specialis vektort, amibe beleklonozzak a vizsgalni kivant fehérjét kodolé DNS
szakaszt. Egyik szempont, hogy milyen promoterrdl torténjen az expresszio, vannak erds (pl:
Cytomegalovirus (CMV)) promoterek, amik a tultermeléshez jok és gyenge promoterek (pl:
human ubikvitin (UbC)), de van, amikor a fehérje sajat promoterét hasznaljak. Nagyon sok
vektor mar tartalmazza a sziikséges fluoreszcens fehérjét vagy cimkét kodold szekvenciat,
melyek lehetnek a klonozé helytél C terminalis vagy N terminalis iranyba is. A kloénozas
folyamata sordn legtobbszor baktériumokban szaporitjuk fel a plazmidokat, igy a
plazmidokban altaldban van valamilyen baktériumok esetében hasznalhatd antibiotikum
rezisztencia gén, de példaul a stabil sejtvonalak létrehozasa ugyancsak antibiotikumos
szelektalassal torténik, igy sziikség van ehhez megfeleld antibiotikum rezisztencia génre is.

Transzfekcios (fizikai €s kémiai alaptl) és transzdukcids (virus alapt) modszerekkel
lehet a plazmidokat, vagy mas oligonukleotidokat (pl. mRNS, siRNS) bejuttatni a sejtekbe. A
kiilonb6z6 eljarasoknak kiilonbozik az eszkdz/anyag igénye, bonyolultsaga, hatékonysaga,
biztonsagossaga, toxicitdsa vagy sejtsériilés okozasi képessége, valamint, hogy milyen tipust
sejteknél alkalmazhat6. Tovabbi kiillonbség, hogy alkalmas-e stabil sejtvonalak kialakitasara,
vagy csak atmeneti génbevitelre. Tobbféle modszerrel is 1étre lehet hozni tranziens ¢€s stabil
sejtvonalakat is. A tranziens (4tmeneti) sejtvonalak esetében a bevitt genetikai anyag nem ¢épiil
be a sejt genomjaba igy az expresszio gyorsan lecseng. Ez egy gyors eljarés, de csak par napig
vizsgalhato €s kis mennyiségli fehérje termelésére alkalmas a létrehozott sejtvonal. Stabil
sejtvonalak 1étrehozésa joval hosszabb ¢€s munkaigényesebb (nem minden beviteli
eljaras/plazmid alkalmas ehhez és hosszl szelekcids iddszakot igényel), de a bevitt genetikai
anyag beépiil a sejt genomjaba és hosszu tavl vizsgalatokra vagy fehérjetermelésre lesz képes
a sejtvonal. 1422

A fizikai alapt transzfekcios modszerek kozé tartozik a széles korben alkalmazott
elektroporaciéd (3. abra A), melynek soran az elektromos tér hatdsira a membranban
mikroporusok képzddnek és ezeken 4t jut be a plazmid. Sokféle sejttipuson alkalmazhato,
hatékony modszer, viszont kérositja a sejteket (érzékeny sejteknél nem alkalmazhatd) és
specialis eszkozt igényel. A mikroporacio €s a nukleofekcio specialis elektroporacids eljarasok.
Elébbinél csak egyetlen sejtet kezelnek, utébbindl kozvetlen a sejtmagba juttatjak be a kiilsd
genetikai anyagot. Szonotranszfekcio soran ultrahanggal, a 1ézer-kdzvetitett transzfekcid soran
impulzuslézer segitségével teszik ideiglenesen atjarhatova a sejtmembrant. A magneses
transzfekcid magneses részecskéket hasznadl a DNS sejtekbe viteléhez magneses tér

segitségével, mig biolisztikus transzfekcio soran DNS-el bevont kis méretii aranyrészecskéket
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16nek be nagy be nagy nyomassal a sejtekbe génpisztolyt alkalmazva. Mikroinjekcié (3. dbra
B), soran a nukleotid oldatot egy nagyon finom tii segitségével juttatjak a citoplazmaba vagy a

sejtmagba.t422
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3. abra: Fizika transzfekciés modszerekre példak A: elektroporacio B: mikroinjekcio!”18 (Abrak modositva)

Kémiai alapu transzfekcio egyik tipusaban a negativ toltéstit DNS-hez pozitiv kalcium-
foszfat kapcsolddik és ennek segitségével jut be a sejtbe. Olcso és egyszerli modszer, azonban
bizonyos sejttipusokban toxicitast okoz (4. abra A). Ugyancsak kémiai alapu transzfekcios
modszer, amikor kationos polimerekkel veszik koriil a DNS-t (pl.: polyethylenimine (PEI) és
azok segitségével juttatjdk be a sejtbe (4. dbra B). Egyre elterjedtebb modszer a liposzoma
alapu lipofekcio6 (pl.: Lipofectamine 2000, Turbofect, Fugene), amikor kettds lipid réteggel
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4. abra: Kémiai alapu transzfekcios moédszerek A Kalcium-foszfat alapti B: kationos polimer alapu C:

liposzéma alapu 1718 (Abrak modositva)
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veszik koriil a bejuttatni kivant genetikai anyagot (4. abra C). Ez a médszer nagy hatékonysagu,
a legtobb sejttipus esetén hasznéalhato és alacsony a toxicitdsa. Az mRNS alapt vakcinaknal
(pl.: Pfizer) ilyen lipid nanorészecskékbe csomagolt mRNS-t juttattak be. (Karik6 Katalin és
Drew Weissman az mRNS-alapt orvoslas alapjainak megteremtéséért - ami az koronavirus
elleni védboltasok gyors kifejlesztését is lehetdvé tette - nyerte el 2023-ban az orvosi és élettani
Nobel-dijat.) 1422

Transzdukcios modszerek soran virusok segitségével juttatjak be a DNS-t a sejtekbe (5.
abra). Két nagy csoportot kiilonboztetiink meg. A retrovirus (pl. Lentivirus) és adeno-asszocialt
virus (AVV) alapt transzdukci6 esetén a virusvektor integralodik a genomba. A lentivirus
dsRNS orokitdanyaga kapszidba csomagolt. A sejtbe juttatds utan a virus RNS-ét a reverz
transzkriptaz atirja dSDNS-¢, és azt az integraz enzim random helyre integralja a genomba. Az
adeno-asszocialt virusok elénye az el6zdekkel szemben, hogy 6rdkitéanyaguk nem random
integralodik. A transzdukcié masik fajtaja az adenovirus alaptak, amelyeknél a virusvektor
(dsDNS) nem integralddé a genomba, episzomalis marad. Ilyen adenovirus alapu

vektorvakcinakat is hasznaltak a COVID-19 vakcindknal (pl. Sputnyik) 1422
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5. abra: Transzdukcié két tipusa. Az retrovirus alaptaknal a bevitt 6rokitdanyag integralddik a genomba, mig

az adenovirus alaptiaknal episzomalis marad.?* (Médositott abra)

Ha a kifejeztetni kivant fehérje fluoreszcens markerrel fuzionaltatott, akkor konnyen
tesztelhetd a transzfekcid/transzdukcid hatékonysaga fluoreszcens mikroszkdppal (6. abra A)

vagy aramlasi citometridval, mely automatizalva szétvalasztja a sejteket fluoreszcens fehérje
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expresszioja alapjan. Masik elterjedt modszer az ellenérzésre a Western blot modszer (6. abra
C), melynek soran a sejtlizaitum komponenseit SDS elektroforézissel szétvalasztjak, majd
nitrocelluldzra torténd transzfer utan (fehérjére vagy a vele fuzionalt markerre) specifikus
antitesttel vizsgaljak egy adott fehérje jelenlétét. A sejtek festése (immunfluoreszcencia) is
lehetséges az expresszalt fehérje elleni, jelolt antitesttel (6. dbra B). Tultermelés esetén

quantitative PCR-rel is ellendrizhetd a transzfekcio sikeressége. 1472
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6. abra: Példak sejtvonalak ellenérzési médszereire. A-F: Griad-GFP mRNS-sel lipotranszfektalt neuron. (A)

idegsejt (B) fluoreszcencia kép a transzfekcioé elétt. C, D, E és F fluoreszcencia képek 2, 4, 6 és 8 oraval a
transzfekcid utdan.?® G: Immunfluoreszcencia: a pAKT-1 fehérjére specifikus, piros fluoreszcens fehérjével
kapcsolt antitestet alkalmazva jol latszik, hogy a felsd sejtvonalban nem, az alsoban kifejezddik a sejtekben az
PAKT-1 fehérje. A DAPI egy altaldnos sejtmag festék. (egyszerlisitve magyarazott kisérleti felallas) 2% H: Western
blott: HEK293 sejtekbe kiilonbdzé Vps fehérjéket kodolo, myc-tag-gel ellatott cDNS-eket transzfektaltak TransIT
transzfekcids reagens hasznalataval. A Western blot végén myc specifikus antitestet hasznalva jol latszanak a

kiilonbozé Vps fehérje specifikus csikok. (Simon-Vecsei Zsofia képe)

Human sejtekben elterjedt géncsendesitési technika az RNS interferencia. A sejtekben
normalisan is termelddnek miRNS-k és rendelkezésre all a RNS interferencidhoz sziikséges
Osszes molekularis komponens, igy a kivant géncsendesités beinditasahoz egyszeriien csak a
megfeleld szekvenciara specifikus duplaszala siRNS-t kell bejuttatni a sejtekbe.?*

A genomszerkesztési eljardsok koziil human sejteknél i1s hasznaltdk a cinkujj

nukleazokat (ZFN- zinc finger nuclease) és TALEN (transcription activator-like effector
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nuclease) technikat. Mindkét esetben a hasitast a Fokl restrikcios endonukledz végezte
(dimerizalt allapotba), ami egy cinkujj vagy egy TALEN DNS koté doménnel volt
fuzionaltatva. Mivel a DNS kotés biztositja a helyspecifikus hasitast, igy minden genomi
pozicidhoz 1j fehérjét kellett szintetizalni, ami hosszadalmassa és koltségessé tette ezeket a
modszereket. Ma mar ezen a teriileten is sokkal elterjedtebb a CRISPR/Cas9 rendszer
hasznalata. Ebben az esetben is két 6 komponens van, a DNS hasitast végz6 Cas9 fehérje és a
specifitast ado guideRNS. Viszont ebbdl fakaddan sokkal gyorsabb és olcsobb a modszer, mivel
csak egy 0j guideRNS-t és nem egy fehérjét kell legyartani egy 10j kisérlethez. A modszer
folyamatos fejlesztés alatt all, egyre hatékonyabb, specifikusabb €s egyre szélesebb a

felhasznalasi teriilete. 12

A modellszervezetekkel ellentétben a human sejtkultirakkal mar kdzvetleniil a human
genetikai allomanyt vizsgélhatjuk, annak minden specifikus tulajdonsagaval egyiitt, igy sok
tekintetben a legjobb modellek. A modellszervezetekkel szemben felmeriild etikai problémakra
is jO alternativat jelentenek. Ugyanakkor nem tiikrozik a betegségek patologidjanak vagy
kezelésének komplex, szervezetszintli kolcsOnhatasait. De a limitaciokat is figyelembe véve

mara talan a legfontosabb modellekké valtak a genetikai kutatdsokba.

Koszonetnyilvanitas
A human sejtes rendszerek (2D sejttenyészetek) -kel foglalkozo fejezet Dr. Simon-
Vecsei Zsofia eléadédsain alapszik. K6szonjlik, hogy évente szinvonalas el6adéassal ismerteti

meg a hallgatokkal a human sejtes rendszereket!

Felhasznalt irodalom:

1. Yao & Asayama Animal-cell culture media: History, characteristics, and current issues Reprod Med Biol.
16(2): 99-117.(2017) doi: 10.1002/rmb2.12024

2. Segeritz, C. P. & Vallier, L. Cell Culture: Growing Cells as Model Systems In Vitro. Basic Science
Methods for Clinical Researchers 151 (2017) doi:10.1016/B978-0-12-803077-6.00009-6.

3. Jiang, S. & Shen, Q. W. Principles of gene editing techniques and applications in animal husbandry. 3
Biotech 9, 28 (2019).

4. Cell Culture Contamination. (2024.marcius)
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/biological-
contamination.html.

5. Cell Culture Laboratory Safety. (2024.marcius)
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/cell-culture-laboratory-

safety.html.

6. Cell Culture Environment. (2024.maércius) https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-
cell-culture-basics/cell-culture-environment.html.

7. Cell Culture Equipment. (2024.marcius) https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-

cell-culture-basics/cell-culture-equipment.html.

81



10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Introduction to Cell Culture. (2024.marcius)
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/introduction-to-cell-
culture.html.

Cell culture basics Handbook Cell Culture Basics Cell Culture Basics Cell Culture Basics | © 2020
Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. COL011985 0820

ST-45 PLUS CO2 Incubator from Benchmark Scientific | Lab.Equipment. (2024.marcius)
https://lab.equipment/st-45-plus-co2-incubator-from-benchmark-scientific.

Cell Lines. (2024.marcius) https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-cell-culture-
basics/cell-lines.html.

Adherent Cell Culture vs. Suspension Cell Culture. (2024.marcius)
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/cell-lines/adherent-vs-
suspension-culture.html.

Richter, M. et al. From Donor to the Lab: A Fascinating Journey of Primary Cell Lines. Front Cell Dev
Biol 9, (2021).

Transfection Techniques and Basics | Thermo Fisher Scientific - HU. (2024.marcius)
https://www.thermofisher.com/hu/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/transfection-basics.html
Transzfekcid — meghatarozas, tipusok, alapelvek, alkalmazasok. (2024.marcius)
https://microbiologynote.com/hu/transfection-definition-types-principle-
applications/#2_Lentiviral_Transduction.

Kim, T. K. & Eberwine, J. H. Mammalian cell transfection: The present and the future. Anal Bioanal
Chem 397, 3173-3178 (2010).

Transfection Methods | Chemical, Physical & Viral | ibidi. (2024.marcius) https://ibidi.com/content/260-
transfection-methods

Transfection | Principle & Application | ibidi. (2024.marcius) https://ibidi.com/content/262-the-principle-
of-transfection.

Kim, T. K. & Eberwine, J. H. Mammalian cell transfection: The present and the future. Anal Bioanal
Chem 397, 3173-3178 (2010).

Kim, T. K. & Eberwine, J. H. Mammalian cell transfection: the present and the future. Anal Bioanal
Chem 397, 3173 (2010).

Nowakowski, A., Andrzejewska, A., Janowski, M., Walczak, P. & Lukomska, B. Genetic engineering of
stem cells for enhanced therapy. Acta Neurobiol Exp (Wars) 73, 1-18 (2013).

Chong, Z. X., Yeap, S. K. & Ho, W. Y. Transfection types, methods and strategies: A technical review.
PeerJ 9, (2021).

Liu, L. lin et al. Ferric lon Induction of Triggering Receptor Expressed in Myeloid Cells-2 Expression
and PI3K/Akt Signaling Pathway in Preosteoclast Cells to Promote Osteoclast Differentiation. Orthop
Surg 12, 1304-1312 (2020).

Chiu, Y. L. & Rana, T. M. RNAi in Human Cells: Basic Structural and Functional Features of Small
Interfering RNA. Mol Cell 10, 549-561 (2002).

82



Haromdimenzios sejtkulturak - Organoidok

Bevezetés

A haromdimenzios sejtkulturak legfébb jellemzdje, hogy a sejtek nemcsak egy sik
mentén €rintkezhetnek egymassal, hanem egymas folott, alatt is elhelyezkedhetnek. Az ilyen
elrendez6dés nem idéz eld olyan mesterséges polaritast, ami a kétdimenzidés, homogén,
letapad6 sejtkultirakra jellemzd. A haromdimenzi6és kultarak esetén a sejteket érd kezelés sem
egy adott oldalrol érkezik (nem polarizalt). A sejtek kozotti kapesolatok és a sejtkozotti tér is
joval valosaghiibben tiikrozi egy szerv felépiilését, mint a hagyomanyos, ,homogén”
sejtkultardkra. A sejtek térbeli elhelyezkedése és a kozottiik kialakulo kapcesolatok, sejtkozotti
terek egyiittesen a sejtek heterogenitasat eredményezik. Fentiek eredményeként egy, a valodi

szervezetre jobban hasonlité modell vélik tanulmanyozhatova.

Az elényokkel megoldandd problémdk is jarnak. A sejtek heterogenitasa gyakran
sejtkultarankként valtozik, igy az elvégzett kisérletek nehezen reprodukélhatéak. Ha egy
konkrét sejttipust akarunk tanulmanyozni, tobb zavar6 tényezoével kell szamolnunk, mint a
homogén sejtvonalaknal. A mutans sejtek valogatasa is bonyolultabb, mint a kétdimenzios
modellekben. A haromdimenzids kultiirak hasznalata koltségesebb. * (1. abra).

Ketdimenzios

sejtkultara

Bazalis polaritas ozotti tér hia
Asejtmédium feliirdl eri a mintat p Sejicasti b hianya

P 1. Kétdimenzios- és haromdimenzios-

sejtkulturak osszehasonlitasa. Az abra felsd

/ \ részéna kétdimenzios, letapadd sejtek jellemzoi
Kétott pozicio A sejtkapcsolatok x-y polaritas A sejtosztodasok 1 sik mentén
mentén korlatozottak torténnek

lathatoak. Az also képen egy sejt jellemz6i lathatoak
Haromdimenzios . . .
sejtkultara haromdimenzids kornyezetben. Az abra az alabbi

Nincs meghatarozott
polaritas

kozlemény moédositasaval késziilt. !
A sejtmédium tobb
iranybol éri a mintat

Sejtmatrix fibrillumok

—

A%
/
Kevésbé kotott pozicio

A haromdimenzios sejtkultarak pluripotens Ossejtekbdl hozhatoak 1étre. Ezen sejtkultarakat

Térben a sejtosztodas nem

Kiilonboz6 sejtkapcsolo
korlatozott

strukturak mindharom
dimenzioban

kiilonbo6z6 tipusokba lehet sorolni, mint példaul teratoma, embrioid testek €s organoidok. A
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teratoma esetén az Ossejt (Gjraprogramozott vagy embrionalis Ossejtek) szuszpenziot
leggyakrabban egerek bore ala (szubkutan) tiltetik be és 8-10 hetet hagyjak novekedni. Ez 1d6
alatt a teratdbma mindharom csiralemezre jellemz6 sejteket képez. A differenciacids id6 utan a
teratomat eltavolitjak, jellemzik a szovetcsomo heterogenitasat, majd metszeteken és sejt
homogenizatumokon folytatjdk a mintak tanulmanyozasat. A haromdimenzids sejtkultirak
gazdaszervezetek nélkiil, iranyitott in vitro kornyezetben zajlik. A modszernek koszonhetéen
az embrionalis fejlédés jobban reprodukalhato. A teratomakkal ellentétben az organoidokban
nem keverednek a kiilonb6z0 csiravonal eredetli sejtek. Azonban, amint késébb irjuk az
organoidok mérete a vérkeringés hidnya miatt korlatozott. A teratomak ezzel szemben, az egér
keringésének koszonhetden rendelkeznek oxigén ellatassal, igy a ndvekedésiik nem

korlatozott.2
Az organoidok jellemzése

Az organoidok 6ssejtekbdl vagy szerv-progenitorokbol onszervezddd sejtek, amelyek
egy adott szervhez hasonld szervezOdési valtozasokon mennek keresztiil. A teratomaktol
eltéréen benniik nem alakul ki mindharom csiralemezre jellemz6 sejt, hanem egy diffrenciacios
Iépéssorozatnak koszonhetéen egy bizonyos szervre jellemzd differencidlt haromdimenzids
sejthalmaz fejlodik. Az organoidok 1étrehozasahoz kiindulasként pluripotens embrionalis vagy
ujraprogramozott dssejtek (iPSC-k) hasznalhatoak, amelyekbdl mindharom csiravonal tipus
kialakulhat. Az iIPSC-k szomatikus sejtekb6l hozhatoak 1étre mindosszesen négy gén (Oct4,
Sox2, KIf4 és c-Myc -Yamanaka faktorok) ektopikus tultermeltetésével 3 A sejtek

ujraprogramozasat és a Yamanaka faktorok leirasat 2012-ben orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak.

A megfeleld organoid létrehozasadhoz alapvetd szoveti differenciacios ismeretekre van sziikseég.
Héaromdimenzidban a sejtek kiillonbozd sejtkapcesolo struktirakkal kapcsolodnak egyméshoz,
amely nagymértékben befolydsolja a tovabbi osztodas és dedifferencidlodas iranyat. Tehat a
molekulakat fejez ki.* Az organoidoknak az alabbi kritériumoknak kell megfelelniiik: 1. Egynél
tobb modellezendd szervre specifikus sejttipussal kell rendelkezniiik. 2. Rendelkeznitik kell a
modellezendd sejtre specifikus tulajdonsaggal. 3. A modellnek a szervhez hasonl6 szdveti

rendez6déstunek kell lennie.
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Hogyan készitsiink organoidot?

Az Ossejtek organoidokka fejlesztése specidlis tenyésztési gélekbe agyazva,
bioreaktorokban torténik. Ezen kdrnyezetben a ndvekedési faktorok szabalyozott cseréjével
iranyithatd az oragnoidok fejlddése. Példaul Activin A (TGF-B szupercsalad tagja —
multifunkcios citokin) jelenlétében mesoderma, mig hidnyaban ektoderma fejlodik. A kialakult
mesoderma kezdemény Bmp4-gyel (TGF-B szupercsalad tagja — dorzoventralis differenciaciot
indukal) és Fgf9-el kezelve koztes mezoderma alakithatd ki, amely RA (Retioninsav - A-
vitamin metabolit) hozzaadasaval vese organoidda differencialhato.* Erdemes megjegyezni,
hogy mas eljarasokkal is elérhetd hasonld organoidok keletkezése. Jelenleg szamos eljarés
létezik vese organoid ,nevelésére” (mas szervek modellezésre is), amelyek nem csak
modszertanukban, hanem a 1étrejétt organoid sejtes 0Osszetételében is kiilonbozhetnek

egymastol (2. abra).

Activin A Minimal media
— —

Mezoderma
Wnt3a w Bmp4
Fgfa \ Fgf9 20% KSR \ 1.5% KSR

“\{ Differencialodo v N

Utobél endoderma mezoderma sejtek Ideg epltellum

\ @ =

Matrigel RA Mat+rigel 2% matrigel
agitation

Utobél organoid Agykéreg organoid Retina organoid

2. abra:Organoidok készitése pluripotens éssejtekbél. Kiilonb6z6 novekedési faktorokat tartalmazo
sejtmédiumok (négyzettel hatarolt teriiletekben) hozzaadasaval eltéré csiralemezek differencialtathatoak,
amelyekbdl tovabbi specifikus sejtkdzeg biztositasdval mas-mas organoidok formalhatoak. A nyilak a
differenciacio iranyat jeldlik pluripotens Ossejtekb6l (PSCs) kiindulva. Az abra az alabbi publikacié abrajanak

modositasaval késziilt.*
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Az organoidok felhasznalasa

Az organoidok felhasznalasa nagyon sokrétii lehet. Oriasi potencial van abban a
tényben, hogy emberi, differencialt, szomatikus sejtekbdl Gjraprogramozassal allithatunk eld
Ossejteket. Ez esetben egy betegség modellezésénél nem kell szamolnunk evolucids
kiilonbségekkel, amelyek emlds modellek esetén is fennallnak. A modell egyarant alkalmas
lesz fejlodésbioldgiai és gyogyaszati kérdések megvalaszolasara. Lehetdség nyilik specifikus,
személyre szabott kezelések kidolgozasara is. Hiszen az organoid kiinduldsat képzd Ossejt
kozvetleniil a beteg (mutans) sejteket hordoz6é szervbdl szarmazhat. Betegbdl szarmaztathato
organoidok létrehozasaval olyan gydgyszer screen végezhetd, amellyel megtalalhato a beteg
szdmara leghatékonyabb kezelés vagy elkeriilhetéek azon szerek, amelyekre érzékenyen
reagalna az alany. Tehat az egyes oragnoidok ,,valaszait” vizsgalva a tesztek soran kisziirhetéek
a gyogyszerérzékenységet okoz6 hatéanyagok (3. abra).

Betegseg Gyogyszer hatékonysag
g modellezés  tesztelés

- Organoid @f Gyogyszer
§ visszaﬁltetés\@ Q : mellékhatas
: regneracio . tesztelés

3. abra:Az organoidok orvosbioldgiai felhasznilhatésaga. Az organoidoknak és a sejtek ujra
programozasnak kdszonhetden lehetéségiink van a betegekbdl szarmazo sejteket dssejtekké visszaalakitani, majd
beldliikk szervspecifikus organoidot létrehozni. A létrehozott organoid egyarant felhasznalhatod egyénre szabhato
terapiak kidolgozasaban és karosodott szervek potlasara is. Az abra az alabbi publikacié abrajanak modositasaval

késziilt.*
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Az organoidok orvosbioldgiai relevancidja a regeneraciot célzo beavatkozasok esetén
is elvitathatatlan, hiszen a betegbdl szarmazd mintakbol Iétrehozott organoidok vissza-
tiltetésénél nem kell szamolni sem kilokéssel, sem karos mértékli immunvalasszal. Mas 6ssejt
terapiahoz képest a tumor képzddése is jelentdsen kisebb, hiszen ilyenkor mar a potlandd
szervkezdeménnyé¢ differencialt szovet kertil beiiltetésre. A megkérddjelezhetetlen gydgyaszati
perspektivakon til az organoidok Ilehetdséget biztositanak evolicios, egyedfejlodési

dsszehasonlitasokra is rokon fajok kozott (3. abra).*®

A ,,miniagy” orvosbiologiai relevanciaja

A ,,miniagy” modellek mar gyakorlatban is bizonyitottak, mint betegségmodellek. A
kortex organoid fejlettsége megfeleltethetd az embriondlis agykéreg fejlettségi szintjének.
Funkcionalis serkent6 és gatlo neuronokbol épiil fel, melyek mérheté membranpotenciallal,
amplitudoval, frekvencidval és ellendllassal rendelkeznek (ahogyan a valodi idegsejtek).
Létrehozasukat kovetden akar egy évig is fenntarthatoak, bar méretiik 5-6 honap utan csdkkeni
kezd. A miniagyaknak nincs vérellatasuk, igy a belsd résziikben oxigéntdl elzart kdzeg alakul
ki, ahol a sejtek nekrdzissal pusztulnak. A nekrotikus sejtekbdl felszabaduld toxikus anyagok
karositjak a kornyez6 sejteket, amely tovabb ndveli a nekrotikus szovetet. Az oxigéntdl elzart
résznek koszonhetden az organoidok ndvekedése erdsen korlatozott.® Az agykéreg
organodidokon kiviil 1éteznek hippokampusz, kozépagy, hipotalamusz, kisagy, hipofizis és

retina modellek is .6

A miniagyak betegségek tanulmanyozasara is hasznalhatoak. A Zika-virus felnotteknél
lazzal, enyhe tiinetekkel jaro betegség, amely Ujsziilotteknél , kisfejliséget” (mikrocephaliat)
okozhat. A sziiletendd gyermek ez esetben magzatként fert6z6dik meg az anyan keresztiil a
szinyog félék (pl.: Azsiai tigrisszinyog) altal terjesztett virussal. A Zika-virus altal okozott
kisfejliség biologiai hatterét ,,miniagyakon” vizsgaltdk. Ujra programozott Gssejteket fert6ztek
Zika-virussal, majd megkezdték az agy organoidok nevelését. Kisérletekb6l megallapitottak,
hogy a Zika-fert6zott ,,miniagyakban” a neuronalis progenitor sejtek (NPC-k) gyorsabban
differencidlodtak idegsejtekké. Az NPC-k nem tudtak id6ben elegendd szamu tovabbi
progenitor sejtet képezni, igy a neurogenezis karosodott. A Zika megzavarta az NPC-k
osztodasat is, a centroszoma rendelleneségek okozasaval. A hibas NPC osztodasok
megzavartak a progenitor sejtek eloszlasat is az organoidokon beliil. A Zika-virus fertdzés tehat
az NPC populécio id6 eldtti kimeriilését, az idegrendszer fejlodési zavarat €s az organoidok

szerkezeti deformitasat okozta.’
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Az organoid Kkutatas etikai dilemmai

Etikai szempontokbol az oragnoidok hasznalata mellett lehet érvelni azzal, hogy igy
csokkenteni lehet az elvégzendd allatkisérletek szamat és valédi huméan eredeti
szervkezdeményekkel dolgozhatunk. Azonban az egyre komplexebb organoid modellek
megalkotasaval is etikai problémaék felmeriilnek. Szamos orszagban, amelyben engedélyezett
a human embriokkal valé kisérletezés a vizsgalatokat a 14. napon kell befejezni, azaz a
csiralemezek elkiiloniilése lett végpontként meghatarozva. 14 napos miniagyak mar teljesen
kifejlddnek, méretiik megkozelitdleg (4 cm®) eléri egy kifejlett egér agyanak méretét,
szervezOdése egy embriondlis agyhoz hasonlo €s képes ingereket érzékelni a kiilvilagbol. Az
egyre komplexebb organoidok létrehozasaval egyre kdzelebb jutunk emberi eredetii, emberben
taladlhatd szervekhez hasonlité organoidok létrejottéhez. Elképzelhetd, hogy a jovOben az
organoid kutatasnak is lesznek jogi korlatozasai. Jelenleg a vérellatas hianyabol fakado

méretkorlatok hatart szabnak az organoidok tovabbi fejlodésének.
Osszefoglalas

Osszefoglalva az organoidok révid id6 alatt nagy potenciallal rendelkezé modelleké
fejlodtek, melyeket tanulményozva kozelebb keriilhetiink emberi betegségek megértéséhez,
mint mas modellek vizsgalataval. Lecsokkenthetjiik vele az allat kisérleteknek aldozatul esd
alanyok szdmat. Azonban nem feledkezhetlink meg arrél, hogy teljes szervezet vizsgalatara
nem alkalmasak. fgy a sejt nem autonom hatasai esetében vagy a komplexebb élettartam,
kognitiv funkcidk, viselkedés €s tanulas méréseknél tovabbra is sziikség lesz modelléldlények

alkalmazasara
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Specialis céllal vizsgalat modellek

Hazityuk
Bevezetés

Mivel nem tudunk kivalasztani egy olyan modellszervezet, amely minden bioldgiai
kérdés megvalaszolasara alkalmas lehet. Mindig a vizsgalandé kérdés fogja megszabni azt,
hogy melyik szervezetet hasznaljuk. Vannak azonban olyan kritériumok, amelyeknek mindig
meg kell felelni. Fontos az olcs6 fenntarthatdsag, a konnyii mikrosebészeti manipulalhatosag,

illetve az ellenalloképesség a kiilonbozo kisérletes beavatkozasokkal szemben.

A megfelel6 fejlodésbiologiai modell kivalasztasanal elény lehet tobbek kozott a gyors
embrionalis fejlédés, amellyel konnyen Ilehet monitorozni a kiilonbozd fejlodéstani
stddiumokat. Madarembridkra kifejezetten nagy az embridémanipulacids technikdk tarhaza,
valamint kénnyen manipulalhatd szervezetr6l beszéliink, amely jol tiiri a mikrosebészeti
beavatkozasokat. A hazi tyuknak, mint az dsszes tobbi madarfajnak, in ovo - tojason beliil, de

az anyaallaton kiviil zajlik a fejlédése.

A madar modellekkel folytatott kutatasok nagy multra tekintenek vissza. Az 1600-as
években az artéridk és a vénak funkciojara, valamint a kapillarisok Osszekoté szerepére
madarembriok vizsgalataval deritettek fényt. Nagyon fontos Nobel-dijat ér6 felfedezés volt a
Rous szarkéma virus felfedezése (1911), ami eldszor bizonyitotta, hogy tumoros elvaltozas a
szervezetben virusfertdzést kovetden is kialakulhat.! Ugyancsak Nobel-dijas felfedezés volt a
reverse transzkriptaz leirasa, mellyel megfejtették az RNS virusok gazdasejtbe torténd
bejutasanak modjat (1973). Immunoldgiai szempontbdl kulcsfontossagu feltaras volt a B-
limfocitak és a T-limfocitak funkciojanak elkiilonitése. A B-limfocitak nevében a B a bursa
Fabricii-bol ered, amely a madarak egy speciélis, vastagbélhez asszocialt nyirokszerve. Altala
sikeriilt a timuszban 1év0 sejtek és a bursa sejtek funkciojat elkiiloniteni. Gazdasagi és
egeészségligyl szempontbol is fontos a tojasokban 1év0 virusok tenyésztése. Rutinszeriien
alkalmazott modszer a kiilonb6z6é influenzavirus tipusok tojasban torténd tenyésztése,
izolalasa, majd gyengitése és ezaltal vakcinak kialakitasa. A fejlédésbiologiaban az egyik
legfontosabb felfedezés a novekedési faktorok leirdsa is a madaraknak koszonhetd. Az elsd

leirt novekedési faktor az EGF (Epidermal Growth Factor) volt, amely az axonok novekedését
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iranyitja kiilonboz6 testtajakra. Ezt egy kisérletben sikeriilt igazolnia a kutatoknak, ahol
megfigyelték, hogy ha eltavolitjak a végtagkezdeményt az embrionalis fejlodés soran, akkor a
motoneuronok axonjai nem képesek bendni a csonkolt régioba. Azonban, ha egy masik
embridbdl izolalt végtagbimbdjat odaillesztettek az eltavolitott végtagbimbo helyére, akkor az
axonok képesek voltak beidegezni a fejlodo végtagot. Ezt kovetden, megprobaltak megkeresni
azt a faktort, ami iranyitja az axonokat. Végs6 soron leirtak az elsé novekedési faktort és ezt
kovetéen robbanasszerii fejlédésnek indult a novekedési faktorok kutatdsa a

fejlédésbiologiaban és a genetikdban.?

A madarak fejlédésbiologiai, sejtbiologiai, tumorbioldgiai, neuroanatdmiai €s mas
immunologiai kutatdsok terén is nagyon gyakran hasznalt modellszervezetek. Elonyiik, hogy a
tojasok konnyen beszerezhetbek, és a keltetés is egyszerii: keltetégépben, megfeleléen magas
a paratartalom (90-95%) és allandé 37°C fok van. Ebben a kornyezetben tudnak fejlddésnek
indulni a megtermékenyitett tojasok. Az embrid a csirke esetében 21 nap alatt képes teljesen
kifejlédni. A fiirj embridk rovidebb id6 alatt fejlédnek ki a tojasban, mint a csirke, csak 16-18
napra van sziikségiik. A gyongytyukok esetében pedig a masik két madar modellnél hosszabb,
26-28 napos inkubacios idovel kell szamolni. Az eml6s6khoz kozelebb allnak torzsfejlédéstani
szempontbol, mint mas gerinces (nem emlés) modellek. A tojasban 1évé embrio majdnem
minden része tanulmanyozhato és szinte a fejlodeés teljes iddtartama alatt hozzaférhetd a
kutatok szamdara. Emiatt korai €s késoi fejlodéstani betegségeket, vagy kiilonbozo fejlodéstani
periddusokat jol lehet modellezni madarakban. A csirke embrionalis fejlodés els6 21 napja egy
viszonylag gyors folyamat, igy az események napoknal pontosabb idébeli leirasara volt
szlikség. Az elso kilenc nap fejlodését az tigynevezett Hamburger - Hamilton stddiumokkal
osztottak tobb lényeges pontra, amely stadiumok a nulladik pillanattol egészen a kilencedik
napig jelolik a fobb Iépéseket (ez id6 alatt lezajlik a szivfejlodésben a szives6-gorbiilet
kialakulasa, a végtagbimbok fejlddése és az agyhdlyagok sth. fejlédése is).> A leggyakoribb
stadium, amivel laboratériumban dolgoznak a 10-es, 11-es, 12-es vagy a 28-as Hamburger -

Hamilton stadiumok. (1. abra).
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1. abra: Hamburger-Hamilton csirke embrié stadiumok. Az abran a csirke embrio fejlodési szakaszai

lathatéak. Az 4bra az alabbi tanulmény alapjan késziilt.®

Molekularisgenetikai technikak madar modellekben

A haztyik 78 kromoszomaval rendelkezik, ami 8 par makrokromoszomabol és 30 par
mikrokromoszoémabol, illetve ivari kromoszomakészletbdl (Z, illetve W) all 6ssze. A himeknek

ZZ, a tojoknak pedig ZW ivari kromoszoéma készletiik van.

A csirke teljes genomszekvenciajat 2004 ota ismerjiikk. Ekkor valojaban a haziasitott
csirke (Gallus gallus domesticus) ése, a Gallus gallus (bankivatytik) keriilt megszekvenalasra.*
Tehat a csirke esetén egy genetikailag is jol jellemzett modellrdl beszélhetiink. A madar
modellekre jellemz6 az ugynevezett retrovirus technika, amelynél ,,kazettaba” barmilyen gént
be lehet iiltetni a csirkébe. Injektdlva az embriot ezzel a virussal kiilonboz6 ektropikus
génkifejezOdéseket lehet elérni és ezaltal szabalyozhatoak a kiilonbozé szervkezdemények
fejlédése. A technika hatranya, hogy nem hozhat6 létre vele stabil transzgenikus vonal és a

modositott allat is mozaikos lesz.’

A kozelmultig a legnagyobb hatranya az volt a madar embriokkal valo kisérletezésnek,

hogy a genetikai modositasok nagyon nehezen megvalosithatoak. A petesejtek nagyon nehezen
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izolalhatoak (a hosszi peteveztonek koszonhetden) és nagy mennyiségii Szikanyagot
tartalmaznak. A fertilizacié altalaban a petevezetOben megtorténik, tehat az embrionalis
fejlddés mar elkezdddik ebben a stddiumban az innen izolalt embridk mar tul fejlettek a
genetikai modositashoz. Ezért a kutatoknak mas megoldést kellett keresniiik, amihez az
6sivarsejtek (PGC — Primordial Germline Cells) izolalasa jelentette az attérést. Ellentétben az
emlosokkel, az Osivarsejtek a madarak esetében a keringésben jutnak el fejlodési helyiikre.
Ezeket a keringd Osivarsejteket lehet izolalni, majd in vitro sejtkultirakban fenntartani és
genetikailag modositani (génkititést vagy transzgén bevitelt lehet 1étrehozni), majd ezeket a
modositott PGC-ket vissza lehet injektalni egy fogad6 embrid véraramba. Ezzel a modszerrel
kiméra egyedek fognak keletkezni, amelyekbdl tovabbi keresztezésekkel lehet transzgenikus

vagy génmodositott vonalakat 1étrehozni (2 .abra).?

Gének { —
transzfektalasa =
/ ——
o o
PGC sejtekizolalasa 14-17 HH KO PGC sejttenyészet Transzfektalt KO PGC sejttek

stadiumi embriok vérébol

A donor genetikailag
modositott KO csirkék

\ Hibrid csirkék >
{ b )
U |50 /
p ! , B
- - g l“ ¥ ; &
Teszt-krosszkeresztezés Modositott PGC sejtek
donorKO allatokkal mikroinjektalasa 14-17 HH stadiuma
embriok keringésébe

2. abra: Genetikailag modositott csirkék létrehozasa primoridialis csiravonalsejtek mikroinjektalasaval.
Transzgenikus vagy mutians madarak létrehozasdhoz primordidlis csiravonalsejtekre van sziikség, amelyek
izolalhatéak 14-17. Hamburger — Hamilton (HH) stadiumt embriok keringéséb6l. Az izolalt PGC sejtek
transzfektalasa in vitro sejtkultarakban torténik. A transzgenikus allatokra valo szelekcid érdekében jol lathatd
marker mutéciot (KO) hordoz6 egyedekbdl szarmaznak a PGC-k. A transzfektalt PGC-ket szintén 14-17 HH
stadiumu embridk keringésébe juttatjak vissza. A modositott PGC-kel mikroinjektalt embriokbdl felnott allatokat
recessziv KO egyedekkel keresztezik. Az utdd generacioban a homozigota KO allatok fogjak hordozni minden
sejtjlikben a genetikai modositast heterozigota formaban. Tiszta vonalak eldallitdshoz tovabbi keresztezésre

(beltenyésztésre) van sziikség. Az dbra az alabbi tanulmany alapjan késziilt.®

A madarak fehérje és gén expresszidos vizsgalatai konnyen kivitelezhetéek,
koszonhetéen az immunhisztokémiai kutatasok fejlettségének. Csirkére, fiirjre, sét a

gyongytyukra is szamos olyan monoklonalis ellenanyag érhet6 el, amellyel kiilonb6zo
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molekulakat nagyon specifikusan meg tudunk jeldlni. A madarakban in situ hibridizacios
technikak is elérhetéek. Az ellenanyagokkal szemben ezzel a mddszerrel nem fehérjéket,

hanem mRNS-eket lehet jeldlni.
A madar kimérak létrehozasa és relevanciaja

A csirke embridk manipulalasanak egyszert eszkoztarra van: hegyes csipeszekre, éles
ollokra, embridkanalra, szilikon alju petricsészékre, steril oldatokra és egy megfeleld nagyitast
mikroszkopra van sziikség. A manipulacio kezdetén a tojashéjra egy kamrat nyitnak a kutatok,
melyen keresztiil megfigyelhetd az embri6. A mikromanipulaciéo egy iivegkapillarison
keresztiil végezhetd, példaul egy specialis régid retrovirusos injektalasaval befolyasolni lehet

az embrionalis fejlodés 1épéseit.

A kiméra az egy olyan egyedet jelent, amelynek szerveinek és szdveteinek
felépitésében két kiillonbozo fajbol szarmazd sejtek vesznek részt. A szdvettani metszeten
ellenanyag jeloléssel, vagy fluoreszcens riporter fehérjékkel lehet elkiiloniteni a két faj
szoveteit egymastol. Madaraknal gyakran csirke-fiirj kimérakat hoznak létre, amely kiméraban
tanulmanyozhato, hogy milyen iranyba differencialodnak a kiilonbdz6 csiralemez eredeti
sejtek, milyen mas sejtekkel allnak kapcsolatban, milyen molekulakat termelnek és milyen
funkciokat latnak el a szovetben. A kiméra eldallitasdhoz egy eldinkubalt tojésra van sziikség,
amelyet gyakran fektetve inkubanak (ezaltal konnyebben lehet pozicionalni az embridt a
tojasban). Az alkohollal sterilizalt tojason kis ablakot vagnak. Az embriot tobbféle modon
lehetséges kiméra allapotba hozni. Az egyik mod az ugynevezett chorioallantoic membran
kiméra technika. A chorioallantoic membran (CAM) egy gazdagon erezett membran a tojashéj
alatt, amelyre kiilonb6z6 szerveket lehet , kiiiltetni”. A CAM angiogenikus faktorokat termel,
amelyek elOsegitik az erek bendvését a beiiltetett szervbe. Ilyen koriilmények kozott a
kiméraban 9 napig lehet inkubalni és megfigyelni a legkiilonb6zobb szervek fejlodését. A
modszerrel tobbek kozott megvizsgalhatd, hogy a kiilonbdzd csiralemezek sejtjei milyen
késobbi szervek kialakuldsahoz jarulnak hozza, vagy, hogy a fejlédésnek indult betiltetett
szervtelepet milyen sejtek kolonizaljak. Tovabba az is nyomonkdvethetd, hogy a szervtelep

milyen mas szerveknek ad sejteket a késSbbiekben.’

A CAM kiméra mellett a masik tipust, amivel a madar modellekben dolgoznak az a
testiireg kiméra. Utobbi esetben harom és fél napos embrionak a gorbiild sziveséve mogotti
tiregbe transzplantalnak szerveket. A betiltetett szerv az integralodas soran a hatso testfalhoz

fog hozzanéni, és itt folytatodik a fejlédése. Altaldban szénszemcsével vagy mas vitalis
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festékkel jelolik a beiiltetésre szant szerveket. A testiireg kiméra modszerrel hosszabb

periodusban, akar 13 napig is vizsgalhato a betiltetett képlet.
Ritka betegségek kutatasa madar kimérakkal

A madar embriokban lehetséges veldcsd transzplantaciot is Kivitelezni. A fejlédo
veldcsé dorzalis részérél ducléc sejtek fognak kivandorolni, amelyek a legkiilonbozébb
funkciokat latjak el késobb a fejlodé embrioban. Fejlodésbioldgiai szempontbdl relevans
kérdés, hogy a kiilonbozé veldcsdi szakaszokrol szarmazo ducléc sejtek milyen mas
struktirdkat hoznak létre. A kérdés megvalaszolasdhoz a veldcsonek egy szakaszat
eltavolitottak a kutatok (lehetséges csak a féloldali velGcsészakaszt eltavolitani), majd
atiiltették egy transzgenikus, zold fluoreszcens fehérjét (GFP-t) kifejez6 embriobdl a megfeleld
velGcsOszakaszt. A tojasokat tovabb inkubaltak és megfigyelték, hogy mely kialakult szervek
tartalmaztak GFP-t és milyen sejttipusokka differencialodhatnak. Professzor Nagy Nandor és
munkatarai a csirke bélidegrendszerének fejlédését kutatjak. Erdekes modon a csirke
bélidegrendszere tobb hasonlosdgot mutat az emberi bélidegrendszer felépitésével, mint az

egéré (a csirkében is jol elkiiloniil a plexus submucosus és a plexus myentericus ganglionjai).

A Hirschsprung-kor esetén a duclécsejtek hianyaban, nem torténik meg a bélben az ideg
progenitorok kolonizacidja. A Hirschsprung-kor egy ritka velesziiletett betegség, 1:5000-hez
az esély a kialakuldsara. A korban szenvedd ujsziilotteknél a vastagbél utolso része allando
Osszehtizodasban van, az el6tte levo régiok pedig nagyon megduzzadnak, komoly gyulladasos
folyamatok 1épnek fel. Beavatkozas nélkiil a gyulladasi folyamatok és az emésztd rendszer
hibas miikodése 2-3 napon beliil a beteg halalahoz vezet. Egyetlen megoldast a bélszakasz
sebészi eltavolitasa jelenti, ami azt eredményezi, hogy a betegnek egész életében sztomaval
kell élnie. A betegség patologias oka, hogy a vastagbél disztalis régidjabol hianyoznak
gaglionok (de azt megel6z6 szakaszokon még talalhatoak). A betegség kezelésében alternativ
terapias modszert az Ossejtterapia jelentheti. Amikor az Ossejtek belépnek a bélcsobe,
folyamatosan osztodni kezdenek és migracidjuk révén teljesen kolonizaljak a bélszakaszt,
neuronokka ¢és gliasejtekké differencialodnak. Az idegrendszert kialakitdo régiot a bélben
végfrontnak nevezik, ezek a sejtek ,,htizzak” maguk utan a tobbi ducléc sejtet. A végfront sejtjei
végig vandorolnak a bélidegrendszeren mikdzben folyamatosan osztédnak. Emldsokben,
egérben, emberben és disznoban minddsszesen 20 Ossejt elegendé ahhoz, hogy bejutva a
bélcsobe létrehozza a teljes bélidegrendszert. Csirke esetén egyetlen sejt elegend6 ugyanehhez

a folyamathoz. Tehat, néhany &ssejt bélcsébe jutasa elegendé az egész funkcionalis bél
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létrehozéasahoz. A kutatok hipotézise szerint, ha egy olyan bélszakaszt talalnak, ahol még
vannak ganglionok, akkor bel6le felszaporithatjak az ideg progenitor sejteket (sziikség estén
vissza differencialtathatjak Oket), amelyeket késobb transzplantalhatnak a betegbe. A
transzplantalt sejtek a bélben elkezdenek migralni, osztddni és kolonizélhatjak az egészet
szervet. gy kialakulhat a beteg miikodéképes bélidegrendszere. A hipotézis teszteléséhez a
csirkébdl izolalt neuronalis progenitorokat 7-10 napos tenyésztés utan transzplantaltdk. Ezt az
eljarast nevezik neuroszver technikanak. A neuroszferek létrehozasahoz kiilonb6zo
modellallatokban méas mennyiségii progenitor sejtre van sziikség: egér esetében koriilbeliil
50000 sejt elég, mig csirkénél 600000 sejt sziikséges. Erdekesség, hogy a neuroszver sejtjei
mar a tenyésztés soran képesek egymassal kommunikalni axon és dendrit nyalvanyokkal. A
kutatasok soran a neuroszverekbdl kimérakat hoztak létre, fiirjbe (amely bélszakaszaban
hianyoztak az ideg progenitorok) transzplantaltak a jelolt csirke neuroszfereket. A fiirj bélbe
transzplantalt csirke neuroszver mindkett6 plexust 1étrehozta, igy a bélszakasz funkcioképessé
valt. A neuroszverek transzplanticidja egerekben elOsegitette a bél idegrendszerének

fejlodését.d
Osszefoglalas

Osszefoglalasul elmondhaté, hogy a madir modellek egy viszonylag olcson
fenntarthatd gerinces modellek, elényei els6sorban a fejlddésbiologiai és fejlodésgenetikai
kutatasokban jelentkeznek. Az embriok anyaszervezeten kiviili fejlodése és jo ellenéllasa a
mikrosebészeti beavatkozasokkal szemben szdmos mas modellben nehezen kivitelezhetd

kérdés megvalaszolasara biztosit lehetdséget.
Koszonet nyilvanitas

Ko6szonjlik professzor Nagy Nandornak és munkatarsainak: Kovacs Tamasnak, Szdcs
Emékének és S6os Adamnak az eléadasaikért, amelyek alapjaul szolgaltak a madar modelleket

bemutato fejezetnek.
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Kutyak

Bar a genetikai nézOpont mar régdta szerepel a kutyafajtak (Canis familiaris)
tenyésztésében, a kutydk nem tartoznak a klasszikus genetikai modellszervezetek kozé, a
legtdbb , kritériumnak™ nem, vagy csak részlegesen felelnek meg. Mégis, a modern genetikai
kutatasokban mar, mint fontos modellek szerepelnek, melyhez a molekularis technikak
fejlodésére és egy kis nézdpont valtasra volt sziikség. Laboratdriumi vizsgalatokra tovabbra
sem idedlisak, de az évszdzados tenyésztésnek koOszonhetden valtozatos genetikdju ¢és
fenotipusu fajtak alakultak ki, ami a genomikai vizsgalatok fejlédésével kivaloan hasznélhato
a kutatasok soran. A kutyaknal eléfordul6 koriilbeliil 450 fajta genetika betegségbdl koriilbeliil
360 parhuzamba hozhaté emberi betegséggel, igy remek betegségmodellek. Mivel a kutydk
nagyon nagy hanyada hazikedvenc, igy gyakorlatilag ugyan azok kozott a koriillmények kozott
¢lnek, mint az ember és nagyon hasonl6 dregedési tiineteket, betegségeket mutatnak, igy kivalo
oregedési modellek is.1

Kevés kutyafajta tarthatd konnyen laboratériumi koriilmények kozott (pl.: beagle), igy
ezek nem fedik le a kutyak természetes genetikai valtozatossagat. Még ezt a néhany fajt sem
olyan egyszerli laboratoriumban tartani és tenyészteni, mint a klasszikus genetikai modelleket.
A kutyéknak joval hosszabb a generacios idejiik, az élettartamuk. Bar érdekes vizsgélatokra ad
lehetdséget, hogy jelentds, (testmérettel Osszefliggd) kiilonbség van a fajtak élettartamaban, a
kisebb testli kutyak élettartama altalaban 6-8 év, mig a nagyobb testiiek akar tobb mint 14-16
évet is élhetnek. Kevésbé szaporak. Osszetettebb kornyezeti és szocidlis igényeik vannak.
Emberhez hasonlé komplexitasuk, szocialis képességeik, fiziologidjuk izgalmas modellé teszi
Oket, de vizsgalatukat is neheziti. Sok az egyedi variancia, nincsennek teljesen homogén
populéciok. Bar lehetséges genetikailag moddositani a kutydkat, ezek az eljarasok ¢€s sok
molekuléris vizsgalat technikai €s engedélyeztetési szempontbdl is bonyolultabb, mint
egyszerlibb modellszervezeteknél. Torvényileg igen szigoruan szabalyozott a kutydk
vizsgalata, még laborkutydk esetében is csak nagyon indokolt esetben lehet invaziv
modszereket hasznalni. Pont ezért j6 modellek az embereknél is hasznalhatd, nem invaziv
modszerek kifejlesztéséhez. Els6sorban spontan kialakult betegségeket szoktak vizsgalni
esetiikben és ritkdn hoznak létre mesterségesen betegségmodelleket, nem végeznek veliik

mutans screeneket.!®
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1. abra: A kutyak régéta tart6 és intenziv tenyésztésének koszonhetéen a legvaltozatosabb tulajdonsagu

fajtak alakultak ki.?

A kutyék hazasitdsa tobb mint 14 000 évvel ezel6tt kezdddott. Az eltelt tobb ezer évben
a szamos szerepkornek (vadasz, tereld, 6rzd, renddr, vakvezetd, kedvenc stb.) megfeleléen a
kivant tulajdonsadgok eléréséért intenziv szelekcio tortént, melynek eredményeként a
legvaltozatosabb kiilalakt és viselkedésii fajtak alakultak ki (1. dbra). Az emberekkel egyiitt
¢lo kutyak gyakorlatilag egy nagy, természetes ,mutdns’-gylijteményt alkotnak. Ennek
felismerése tette lehetévé, hogy a modern modszerekkel Gtvozve a kutya kivald genetikai
modell lehessen a kutatasokban. A tenyésztés sordn a mutacidk spontan torténtek és a
megjelend elényods fenotipusokra szelektaltak, azonban a hattérben nagyon sok semleges vagy
éppen kéaros mutacio is felhalmozodott az egyes fajtakban. Ez nehézséget is jelent, mert nem
lehet azonnal egyértelmiien meghatarozni, hogy melyik fenotipust melyik mutéacié okozza.
Ugyanakkor fajtara jellemzd oOrokletes betegségek alakultak ki (pl.: bizonyos rakfajtak,
szivbetegségek, vaksag, szlirkehalyog, siiketség, csipdiziileti diszplazia stb.), melyek nagy
része hasonld az emberi betegségekhez. A kutydkban a daganatos megbetegedések spontan
modon és koriilbeliil olyan aranyban jelennek meg, mint emberben, €és a lefolyasuk is sok

tekintetben hasonld. Emellett az emberek és a kutydk ugyanabban a kdrnyezetben élnek, igy

sok kornyezeti faktor is azonos, ami befolyasolhatjdk a betegség kialakulasat vagy
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progresszidjat. A kutyak kivalo modellek, mind a betegségek genetikai hatterének
felderitéséhez, mind a lefolyasanak vagy kezelési modjanak vizsgalatara. 7

Mivel a kutyafajtak altalaban csak néhany alapitd egyedtdl szdrmaznak, igy zért
populéciét alkotnak, korlatozott lokusz- és betegség heterogenitassal, mely a genetikai
vizsgalatokat egyszeribbé teszi. A kiilonb6z0 kutyafajtak kivaldo lehetdséget adnak a
betegségek modellezésére és genetikai hatterének felderitésére. A genomszekvenalasok el6tt
kiilonboz6 fajtaji kutya allomdnyokat tartottak fenn kutatasi célra, hogy tesztparositdsokat
lehessen veliik végezni. A klasszikus genetikai térképezésen alapuldé moédszer segitségével
sikeriilt példaul felfedezni egy olyan mutaciot (hypcretin (orexin) receptor 2 génben), mely a
narkolepszia kialakulasaért felelds a kutyaknal. De ez a mddszer elég bonyolult és iddigényes
volt 159

A kutyagenom megszekvenalasa (elsoként egy szuka boxer) hatalmas 1épés volt a
genetikai térképezés eldsegitésében. A kutya genomja sok tekintetben valamivel jobban
hasonlit az emberi genomra, mint az egéré. Mas fajt4ju kutyaktodl is elemeztek genomi régiokat,
¢és elkészitették az elsd haplotipus-elemzéseket. Kideriilt, hogy a kutyafajtdkon beliil igen
kiterjedtek az LD (linkage disequilibrium) régiok. (Az LD régiokat az egymassal kapcsoltan
0rokl6do genetikai markerek jelolik ki. Az LD régio és a haplotipus nem teljesen ugyanaz, de
kozelitdleg szinonim fogalom). Azota tobb egyed (pl. uszkar, németjuhasz, német dog, baseni)
genomjat is megszekvenaltak, varhatéan idovel elkésziil egy kiatlagolt kutya-genomtérkép.
1,10-13

A kiterjedt LD régioknak koszonhetden a kutyafajtakon beliil sokkal hatékonyabban
lehet GWAS (genome wide association study) alapt genetikai térképezést végezni, mint human
populaciokban. A GWAS {6 eszk6éze az SNP-chip, melynek minden pontja egy-egy SNP-t
(genetikai térképpont) vizsgal. Kutyaknal egy-egy térképpont kiterjedtebb genomi régiot jelez.
Az SNP-chip tobb tizezer SNP esetén vizsgalja az allélokat, igy minden egyedre mas
mintazatot ad. A GWAS vizsgalat komplex betegségek elemzésére alkalmas modszer, mely
soran egy populacion beliil 6sszehasonlitjadk egymadssal az adott fenotipust mutatd és nem
mutat6 egyedeket. Az egyedek Osszességébdl kijon egy statisztikai mintdzat, melybdl latszani
fog, hogy melyik az a néhany SNP, mely az atlagnal joval gyakrabban fordul elé az adott
fenotipust mutatd egyedekben. Az ilyen SNP elég nagy eséllyel egy olyan genomi région
helyezkedik el, mely tartalmazza a fenotipusért felelds mutaciot is, ami ezek utan kénnyebben
beazonosithatd. Amikor betegségekkel kapcsolatos genetikai hatteret vizsgalnak, akkor

tobbnyire egy-egy fajtan beliil keresik a statisztikailag szignifikdnsan gyakoribb SNP-ket (2.
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abra A), melyek a betegséggel asszocidlodnak. Fajtan beliil, ha a beteg egyedek nem rokonai
egymasnak, kisebb az esélye, hogy véletleniil kapcsoldodik egy-egy SNP gyakorisidga a
betegséghez, raadasul fajtan beliil az LD régiok is kiterjedtebbek. 11011
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2. abra: Példak GWAS vizsgalatokra. A-D: Fajtan beliili vizsgalatokkal keresik a betegségekkel szignifikansan
asszocialt SNP-ket. Francia bulldogokban és amerikai buldogokban a CFA38 régid szignifikansan asszocialt a

granulomatdzus vastagbélgyulladassal. Ez a régioé emberben is asszocialt gyulladasos bélbetegségekkel, valamint
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az ebben a régioban 1évé egyik génnek egérben is szerepe van a baktériumfertézések soran. Ir farkaskutyaban a
CFA4 haplotipus asszocialt az idiopatias epilepsziaval. Mivel tobb gén is van a régidoban részletesebb vizsgalat is
sziikséges. Golden retrieverekben ugyancsak tobb gént tartalmazoé régio asszocialt limfémaval, mig labradorokban
egy olyan régiot asszocialtak hizosejtes daganattal, mely egyetlen gént tartalmaz. A piros vonalak jeldlik a
szignifikancia kiiszobértékeit.!’ E: Morfolégiai tulajdonsagok vizsgalata soran fajtak dsszevetése. A kisérletben
azt vizsgaltak milyen génlokuszokkal asszocialt a bajusz és a szemdldok megléte vagy hianya, a sz6rzet hossza

és az allatok magassaga.t*

A kiilonbozd kiillemi jellegek (pl. 16g6 fiil, rovid 1ab stb.) (2. dbra B) esetében altalaban
fajtadk kozti kiilonbségeket néznek. A fajtdk kozt véletlenszerien sok SNP mutathat
gyakorisagbeli kiilonbséget, nem csak fenotipusért felelds genomi région elhelyezkedd SNP-
k. Ennek kikiiszobolésére sok, az adott fenotipusra nézve azonos, illetve kiilonb6zo (pl.
rovidlabu és hosszulabu) fajtat hasonlitanak Ossze, mert akkor az egyes fajtak kozti
véletlenszert kiillonbségek ,,kiegyenlitdédnek”, és jobban kiemelkedik ebbdl a zajbol a keresett
SNP-csoport, 1:10:11.14

Szamos érdekes eredmény sziiletett a genetikai vizsgalatok soran. Példaul a WBSCR17
genetikai régi6 szamos pontban kiilonbozik a kutydk és a farkasok kozott. A WBSCR17 gén
mutacidja emberekben Williams-Beuren szindromat okoz, mely tobbek kozt extrém baratsagos
jellemet eredményez. Ez felveti a lehetOségét, hogy ez is egy olyan genetikai valtozas a

kutyakban, mely lehetdvé tette az emberekkel valé baratsigos egyiittélést.®

Vagy példaul a
német dog esetében a jellegzetes fehér alapon foltos ,harlekin” szin kialakuldséval
asszocialdédd mutaciot a proteaszoma egyik alegységének génjében azonositottdk. A
proteaszOma mutacidikrol kordbban nem volt ismert, hogy emldsoknél lathatd fenotipust
befolyasolnanak®>16,

A fajtdk rokonséagi viszonyainak megismerése is lehetdvé valt a genomikai modszerek
segitségével, de a tenyésztést is hatékonyabba teszik ezek a modszerek. A beltenyésztés
eredményeként mara magas a betegségekkel terhelt egyedek ardnya szamos fajtatiszta
allomanyban, aminek komoly allatjoléti vonatkozasai vannak. Ezt a helyzetet orvosolhatja a
genetikai vizsgalatok térnyerése a tenyésztésben. 18

A komplex jelenségek, pl. az 6regedés vizsgalataban is egyre nagyobb szerepet nyernek
a kutyak. Az 6regedés jellegzetes valtozasokat okoz az egyszeribb modellszervezeteknél is (pl.
fonalféreg, ecetmuslica) és szdmtalan oregedési mechanizmust, molekularis Gtvonalat tartak
fel a segitségiikkel. Az ilyen egyszeriibb modellszervezetekkel is érdemes az 6regedés kutatast

folytatni, hiszen ahogy korabbi fejezetekbdl is latszik, sokoldaliak ¢és még rengeteg
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megvalaszolatlan kérdésben a legjobb modellek lehetnek. Azonban nem lehet a vizsgalatokat
az emberi Oregedés minden aspektusara kiterjeszteni. Példaul korfliggd gerincproblémakat
egyértelmiien nem lehet rajtuk vizsgélni és az oregedéssel Osszefiiggd viselkedésvaltozasok
megfigyelhetdsége is korlatozott. (Bar vannak olyan esetek, amikor ez az egyszeriiség éppen
elonyére valik ezeknek a modelleknek.) A gerinces modellszervezetek (pl. zebradanio, afrikai
tiirkiz killi, egér) mar komplexebb megkozelitésre adnak lehetdséget, példaul vizsgalhato a
bélflora és az oregedés kapcsolata; lehetdség van a gerinc valtozasainak megfigyelésére;
dsszetettebb viselkedési paraméterek vizsgalhatoak. 1172

A kutydk évtizezredek ota az emberrel egylitt ¢élnek, rengeteg olyan valtozason
(genetikai, fiziologia ¢és kognitiv) mentek keresztiili melynek eredményeként jobban
alkalmazkodtak ehhez az egyiittéléshez. Mivel emldsok, anatdmiailag és fiziologiailag is
jobban hasonlitanak az emberre, mint az egyszeriibb modellszervezetek, de példaul az agyuk
az egerekhez képest is nagyobb hasonldsagot mutat. Mivel a tarsallatként tartott kutyak egytitt
¢lnek az emberrel, életterét, taplalkozasat (annak valtozatossagat), a kornyezeti stresszorokat
tekintve is nagy a hasonldsag az emberrel. A farkashoz képest sokkal hatékonyabban képesek
emészteni a keményitdt, mivel az amilazt kodold génjei duplikalodtak. Az emberi dregedést
szintén befolyasol6 szocio-kognitiv tényezok is nagy szerepet jatszhatnak az kutyak oregedési
folyamataban. gy gyakorlatilag az emberhez legkozelebb allé modellek. Ugyanakkor mivel az
emberhez képest joval rovidebb az élettartamuk annak mérése, az utankovetési lehetdségek
sokkal konnyebben megoldhatok. A kutyak tanuldsi és szocialis képességei, emberekkel valod
egylttmiikodeési igénye ugyancsak nagyban megkonnyiti a vizsgalatukat. Talan az egyetlen
nehézség, hogy még mindig kevés konkrét ismeret all rendelkezésre a molekularis szintll
valtozaskrol a kutydk oregedése soran. Az Oregedést irdnyitd genetikai utvonalak nagyrészt
konzervaltak, azonban lehetnek fajspecifikus eltérések. A hidny potldsara egyre nagyobb
szovetbankok ¢és molekularis adatbazisok késziilnek vildgszerte, vagy nem invaziv
mintavételezés eredményeként vagy olyan kutydk mintdinak felhasznalasadval (gazdak
engedélyével), akiket orvosi okok miatt el kellett altatni. 2172

Az egyik legfontosabb tulajdonsaga az dregedéskutatds szempontjabol a kutydknak,
hogy az 1d6s kutyak jelentds aranyanal fordul el természetesen id6skori demencia (pl.: térbeli
dezorientacio, szocidlis viselkedési zavarok, i1smétlodé viselkedés, apatia, fokozott
ingerlékenység, alvas-ébrenlét ciklus megszakadasa stb), igy a legjobb modellek a demencia
vizsgalatara. Emellett sokféle, az Oregedéssel is Osszefiiggd raktipus €s neurodegenerativ

betegségek is megjelenik naluk. Ezek komplexebb vizsgalatdban is kiemelkedden fontosak. A
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kutya bél mikrobiom Osszetétele sok hasonlosdgot mutat az emberével, egyes kutatasok szerint
jobban hasonlit, mint az egér vagy akar a sertés mikrobiom Osszetétele. Egy kis mintaszamu
kisérletben kapcsolatot talaltunk az életkor és a bél-mikrobiom, illetve az idéskori memoria-
teljesitmény és a bél-mikrobiom kozétt is. 1172

A tarsként tartott kutyak genetikai vizsgalatait nagyban elésegithetik az tn. ,,Citizen
science” megkozelités, melynek sordn aktivan bevonjak az adatgytjtésbe a nem szakember
kutyatartokat is. A gazdak ismerik a kutyék élettorténetét, kozremiikodhetnek a laboratoriumi
vizsgalatokban, de rengeteg fontos informaciot szolgaltathatnak a kutyak otthoni kdrnyezetben
valo viselkedésérol is. Ezzel a megkdzelitéssel kevés koltséggel ki lehet hasznalni a kiilonb6zo
kutyafajtakban rejlo genetikai sokféleséget és nagy adattmennyiség gyiijthet6 be. Ebben a fajta
adatgytjtési felallasban kutatdi részrdl is kiemelten fontos az interdiszciplinaris megkozelités,
tehat a kiilonb6z6 szakteriiletek képviseldinek egyiittmikodése (allatorvos, genetikus, etologus
stb.). Térsadalmi szempontbdl is sokkal érthetdbbé ¢és tamogatottabba valnak az

(6regedés)kutatasok a tajékoztatas és részvétel kovetkeztében. 11922

Bar a kutyak nem tartoznak a klasszikus genetikai modellek koz¢ jol példazzak, hogy a
genetikai eszkoztar fejlodésével €s a kritériumok ujragondolésaval hogyan valhatnak jabb
szervezetek is modellé specialis kérdések vizsgalatara. Bar megvannak a korlatai ennek a
modellnek a laboratériumi vizsgélatok sordn, de letagadhatatlan jelentdsége az oregedés és

kiilonbo6z6 betegségek komplex genetikai hatterének felderitésében.

Koszonetnyilvanitas
A kutyak genetikai modellként valo felhasznéalasarol szo6lo fejezet Dr. Sandor Séra
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Uj genetikaimodellek létrehozasa és relevanciaja

A kisérleti biologia tudoményag fejlddését az elvégzendd munka igénye vezérli. A
modellorganizmusok lehetdséget nyujtanak komplex modellezésére példaul az emberi
egészség  szempontjabol  relevans  folyamatok, betegségek  modellezésére. A
modellorganizmusok konnyen ¢€s olcson tenyészthetoek laboratoriumi koriilmények kozott,
gyors generacids idével rendelkeznek és genetikailag konnyen manipulalhatéak. Napjainkban
szamos nagy multd modellélélény elérhetd a kutatok szdmara, amelyek mind mas és mas
nézépontbol szamitanak sikeres modellnek. Egy kérdés megvalaszolasdnal szempont lehet a
gyorsasag, a mintaelemszam, a reprodukdlhatdsag, koltségek és természetesen a modell
hasonldsaga az adott tényezdvel (pl.: emberi betegség). Egy laboratorium miikodésében a 2
legfontosabb meghataroz6 tényezéd a kisérletes érdeklddés (mit kutatnak) és a
modellorganizmus (mivel kutatnak). Elképzelhetd, hogy a laboratérium altal vizsgalt
¢lélénynek korlatai vannak egy kérdés megvalaszolasaban, vagy raébrediink, hogy egy masik

¢l6lény sokkal idealisabb szdmunkra.

Ebben a fejezteben egy kutatdcsoport 2009-ben megkezdett munkajan keresztiil szeretnénk
megmutatni, hogy mi kell ahhoz, hogy egy kivalasztott faj, esetilkben az egyiptomi
csipdsziinyog (Aedes aegypti) genetikai modell valjon. A kutatocsoportnak évtizedes
tapasztalatai voltak rovarokkal, korabban Drosophila melanogaster-rel dolgoztak, igy
munkajuk soran is ez a modell volt az §sszehasonlitasi alap, illetve a technikai inspiraciot is
sok esetben ez a faj jelentette. Becslések szerint 260 millié évnyi evolucié valasztja el a
szanyogokat a Drosophilatélt, szamos fontos génnek nincs kdzds funkcioval rendelkezd
ortologja mindkettd fajban, ezért sok mddszer nem volt adaptalhaté a szinyog modellben.
Matthews ¢és Vosshall 10 egymast kovetd 1épésben hatarozta meg, hogy mi kell egy Uj
modellélSlény ,sziiletéséhez”.? Erdemes megjegyezni, hogy a kozlemény szerz6i is
hangsulyozzék, hogy nem minden pont 6rokérvényl és bizonyos esetekben egyes 1épések

mell6zhetoek.

1. Erdekes és relevans organizmus Kivalasztisa
Eldszor is ki kell valasztani egy olyan fajt, amely megéri az energiabefektetést. Ezt a
valasztast az alabbi szempontok is vezérelhetik: segithet-e a modell jobban megismerni

bolygonk sokféleségét, vizsgalata hosszatavon fejlesztheti az egészségiigyet, vagy segit
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fedezni a mezdgazdasagi sziikségleteket. A valasztas etikai és gyakorlati szempontok mentén
is megkozelithet6. Nem megfeleld valasztas, ha olyan fajokkal akarunk kisérletezni, amelyek
veszélyeztetettek vagy észszeriien nem tarthatok fenn laboratériumban. A szinyog modellek
fejlesztésének elsésorban orvosbioldgiai relevancidja van. Egyes szinyogfajok tekinthetéek a
leghalalosabb allatoknak a bolygon, amelyek csipés altal olyan kérokozokkal fertézhetik meg
a gerinces ,,prédaikat”, mint a Plasmodium malaria, sargalaz, vagy a Zika virus. A szinyogok
egyediilallo anatomiai felépitéssel rendelkeznek, amely lehetévé teszi szamukra a bor
atszurasat, a vérszivast, tovabba kidolgozott ¢érzékeldérendszeriik van a gerinces
gazdaszervezetek felkutatasara is. Ezen specialis tulajdonsagaik mas rovar modellekben nem
tanulmanyozhatoak. Fenti okok miatt egy sziinyog modell fejlesztése indokolt volt.

A szunyogok az Antarktiszt leszamitva minden kontinensen megtalalhatéak. A tobb mint 3500
szunyogfaj két alcsaladba €s 113 nemzetségbe sorolhatd. Modell valasztasnal Matthews és
munkatarsai két faj, az Anopheles gambiae és az Ae. aegypti szunyog koziil probaltak donteni.
Kozegészségiigyi szempontbol az An. gambiae volt a relevansabb. Ehhez a fajhoz tobb halalos
kor terjesztése kothetd, azonban a fajt nehezebb volt laboratoriumban fenntartani, és nehézkes
volt benne genetikai manipulaciot végezni. Az Ae. aegypti els6sorban a sargalaz virus vektora,

évente koriilbeliil 200.000 embert fertéz meg vele, koziilikk 30.000-nek okozza halalat.

2. Megtanulni, hogyan kell a kivalasztott fajjal laboratériumi koriilmények kozott
dolgozni

A modell kivalasztasanal olyan gyakorlati megfontolasokat kell figyelembe venni, mint
példaul a hémérséklet és paratartalom, helyigény, etetés modja és hogyan lehet biztositani a
parzashoz sziikséges felételeket. Egyes fajoknak egzotikus taplalkozasi vagy kornyezeti
igényeik vannak, amelyek ellehetetlenitik a laboratoriumi tenyésztést. A szezondlis parzas
vagy a diapauza szintén gatat szab a folyamatos munkanak. Ha a kivalasztott faj nem tud
laboratoriumi  koriilmények kozott szaporodni, akkor a genetikai manipulaciok sem
megoldhatoak.
Az Ae. aegypti a vilag legtobb tropusi és szubtropusi orszagaban megtalalhato faj. Olyan,
emberkozeli kornyezetet kedvel, ahol allovizek taldlhatdéak. Kinézetre hasonld az &zsiai
tigrisszinyoghoz, 4-7 mm hosszu, tora dorzalis, felilletén fehér csikok huzddnak, a labak
izesiiléseinél is fehér savok lathatéak. A himek €s a ndstények ndvényi nektarral taplalkoznak,
de a peteéréshez a ndstényeknek gerincesek vérére van sziiksége (az egyiptomi csipdszinyogok

esetén ez foleg emberi gazdatesteket jelent). A kifejlett ndsténynek élete soran 5 alkalommal
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van peteérése €s alkalmanként 100-200 petét rak le. A petecsomok lerakasat elsésorban nedves
kornyezetben végzi, de a peték képesek honapokig tulélni a kiszaradast. A peték mennyisége
az elfogyasztott vér mennyiségétdl is fligg. Az egyedfejlodés koriilbeliil 8 napot vesz igénybe,
a stadiumok koziil a 4 larvastadiumnak és a babnak vizhez kotott kornyezetre van sziiksége. A
mozgékony, de nem taplalkoz6 babban koriilbeliil 2 nap sziikséges a metamorfozishoz. Ezt
kovetden a szabadban az imagok 2 hét és 1 honap kozotti az éttartamuk (1. abra). Az Ae. aegypti
laboratériumi fenntartasa viszonylag egyszeri mas sziunyogfajokhoz képest. Ennek oka, hogy
az egyiptomi csipdszinyogok petéiket nem kozvetleniil a viz felszinére rakjak, hanem attol
tavolabb, a peték pedig toleraljak a kiszaradast. Igy a peték gytijthetéek és laboratériumi
koriilmények kozott 6 honapig tarolhatdak. A kisérletek igy szinkronizalhatova és tervezhetdveé
valnak. A peték oxigénmentes vizben kelnek ki.® A felnétt allatok 10% szaharézos desztillalt
vizzel, a larvak pedig Orolt hal és sertésmaj pehellyel taplalkoznak. A kifejlett allatok egy halos
ketrecben laknak és parzanak (1. abra). A ndstények 5 napos koruktol 37°C-ra melegitett juh
vért kapnak egy adagold késziilék segitségével. A vérrel taplalast kovetd napon a ketrecbe
specialis, nedves szlirOpapirt helyeznek, a ndstények ezekre fogjak helyzeni a petecsomokat.

A papirt ezt kdvetden ki lehet szaritani és tarolni a rajta levd petéket a kovetkezé kisérletig.®

A

1. abra: Az egyiptomi csipészinyog egyedfejlodése és laboratoriumi tartisa. A) Az eg};iptomi

csip6szinyog négy fejlodési allapoton megy keresztiil a teljes atalakulds soran. A larva egymast kovetd 4
stadiumon keresztiil jut el a mozgd, de nem taplalkozo babig. Mindkét nema adult allatnak nektarra van sziiksége
taplalékként, de a peteéréshez a néstényeknek gerinces allatok vérrére van sziikségiik. B) Laboratoriumi
koriilmények kozott a felndtt szinyogokat halos ketrecekben tartjak, ahol cukrozott vizzel taplaljak oket. A
peterakashoz a ndstények melegitett alvadasgatlos (citratos) juh vért kapnak. Az abra az alabbi tanulmanyok

abrainak modositasaval késziiltek.>*

3. A genom és a génexpresszios profil megismerése
A modern genetika eszkdztara a genetikai modell genomjénak ismerete nélkiil nem

1étezhet. Egy jol 0sszedllitott genom a gének és izoformaik teljes listajat tartalmazza. Ismert a
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kodold szakaszok kromoszomakon vald elhelyezkedése is, amely tudas sziikséges a célzott
genetikai manipulaciokhoz. Az elmult két évtizedben rohamosan fejlédtek a szekvenalasi és
informatikai technikék, amelyeknek koszonhetden manapsag viszonylag olcson és gyorsan
lehet Uj fajok teljes genomjat feltarni és kezelhetd adatbazisok formajaban mindenki szamara
elérhetvé tenni. Az Ae. aegypti genomjat 2007-ben tették kozz¢®, amely viszonylag nagynak
(>1,2 Gb) és repetitivnek (>65% repetitiv szekvencia) tekinthetd. Ez a genom kozel 10-szer
nagyobb, mint a D. melanogaster genomja.

4. Kidolgozni a genetikai anyag bejuttatasanak modszertanat

A genetikai modositas olyan reagensek bejuttatasat igényli, amelyek megvaltoztatjak a
géneket vagy modosithatjak a génexpresszidt az adott fajban. Ha a célunk, hogy 6roklédjon az
eloidézett génexpresszids valtozas, a reagenseket be kell juttatni a csiravonalsejtek DNS-ébe.
Ehhez szamos modszer létezik, de rovarokban a transzgenezist leggyakrabban DNS
mikroinjektalassal végzik. Ezzel a moddszerrel juttatnak be DNS-t az embridkba. Néhany
esetekben a peték tal torékenyek vagy tul kemények a fizikai injekcidozashoz, és mas
modszerekkel kell probalkozni. A reagensek ballisztikusan vagy elektroporacioval is

bejuttathatok az embrioba vagy a petesejtbe. Kutatoink szerencséjére Ae. aegypti

crer

5. Transzgénikus allatok eléallitasa

A precizids genomszerkesztés megjelenése elott a genetikai mddositasok az idegen DNS
beépitésére és Ujramobilizalasara korlatozodtak. A technoldgia eldnye, hogy rendkiviil
hatékony és megfizethetd. A transzpozonok specialis ismétlddd szekvenciakat és a transzpozaz
nevil enzimet hasznaljak, amely segitségével a genom kozeli, véletlenszerii helyein
integralddhatnak. A mddszerrel inszercios mutaciok hozhatoéak 1étre, amelyeket a transzpozaz
Ujraaktivalasaval lehet remobilizalni (pl.: hdsokk-promoterrel szabalyozott transzpozaz
atirddas). A transzpozon kivagodasa gyakorta pontatlanul torténik, a mobilis elemmel
kivagodhat a gén egy része is. Ekkor a korabbi inszercios mutdnsbol delécios torzs késziilhet.
A Drosophila P-elemek olyan transzpozonok, amelyek nagy gyakorisaggal épiilnek be gének
5’UTR régiodjaba, felhasznalasukkal konnyen lehet funkcidvesztéses alléleket 1étrehozni.b A
mobilizdlandé transzpozon ¢és a ra specifikus transzpozdz kodold szekvencidi
kiilonvalaszthatdak egymastol. Integraciot kdvetden a transzpozazt keresztezéssel el lehet
tavolitani a genombol (vagy eleve csak plazmidként keriil injektalasra és nem épiil be a

csiravonalba) és ezzel stabilizalhatd a transzpozon. A transzpozon ismétlédd szakaszai kozé
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szelekcios gének is beilleszthetéek, igy konnyen nyomon kovetheté a transzpozon
integralodasa és generacionkénti oroklédése. Altalanosaban elmondhaté a transzpozon-medialt
transzgenezisrdl, hogy nagyon hatékony moddszer, ennek koszonhetden lecsokkenti az
injektalasra szant embriok szamat. Az integracidé azonban lényegében véletlenszerti, bar egyes
transzpozon - transzpozaz rendszerek elényben részesitik a genom bizonyos rajuk jellemzo
"forr6 pontjait". Az egyik lehetséges megoldas erre a problémara a helyspecifikus integrazok
adaptacioja.” Ilyen esetben a transzgénhez specifikus promoter/enhancer szekvencidkra is
sziikkség van, hogy a kivant szovetben kifejez6dhessenek. Egy 0j modellorganizmusban,
kiilonosen egy nagy ¢és ismétlodé genommal rendelkezd fajban probléméat okozhat az ilyen
szabalyozoelemek de novo azonositasa, a tavoli fajokbol szarmaz6 promoterek/enhancerek
pedig nem fognak megbizhatéan kifejezddni. A hatékony €s robusztus szabalyozé elemek
azonositasa és hasznositasa az 1j modellorganizmusokban ezért fontos kihivast jelent a kutatok

szamara.

6. Knock-down és knock-out rendszerek kidolgozasa

Miel6tt a helyspecifikus genomszerkesztés forradalmasitotta a modern bioldgiat, az RNS
interferenciat (RNSi) széles kdrben hasznaltak a gének poszttranszkripciondlis csendesitésére.
Ez a technika azzal az el6nnyel jar, hogy szekvencia specifikusan lehet RNS-ek lebontasat
eldidézni. Ha a csendesitendd génnek alternativ splice varidnsai vannak, célzottan lehetséges
Oket kiilon-kiilon lebontani. Fontos, hogy az RNSi korlatozhaté egy az adott szovetre vagy
fejlodési idoszakra. A D. melanogaster-ben RNSi segitségével barmely gén csendesithetd,
barmely szdvetben.” A Drosophila és C. elegans esetén transzgenikus és plazmid kényvtarak
allnak a kutatok szolgéalataban, amelyek tobb ezer gén csendesitésére kindlnak egyszeri
megoldast. Mas modelleknél a felhasznaloi kozosség talsagosan Kicsi ahhoz, hogy tamogassa
konyvarak (torzsbankok) létrehozdsanak koltségeit. Transzgenikus torzsek ezreinek
fenntartasa is kivitelezhetetlen sok esetben. Ezért 0j, kevesebb kutatolabor érintettségével jaro
modelleknél valdsziniibb, hogy az RNSi modszer helyét még inkabb atveszik a CRISPR/Cas9

altali célzott génszerkesztési technikak. Utobbira mar ismert Ae. aegypti-ben is protokoll .

7. Preciz mutagenezis kidolgozasa
A homolog DNS hibajavitési és rekombinacidos mechanizmusokrol szerzett tudas rugalmas
¢és pontos genomszerkesztést tesz lehetdvé a kutatok szamara. Ezzel a modszerrel, olyan

mutaciok hozhatoéak létre a gén kodold szekvencidjadban, ami funkciovesztéses mutaciot

109



eredményez. Ezenkiviil rovid szekvenciakat hasznalnak donorként, példaul olyan kazettak
bevitelére, amelyek a genotipizalas megkonnyitése érdekében tartalmaznak stopkodonokat és
restrikcidés enzimhelyeket is. Az ilyen mddon beépiilt attP szekvencidkat késobb tovabbi
célzott modositasokra lehet haszndlni homolog rekombindcid segitségével (tovabbi
funkcionalis egységek inszertalasara, vagy kivagasara, cseréjére).’ A homolég DNS javitas
felhasznalhato exogén szekvenciak in-frame bevitelére, akar egykodold szekvencia kdzepére
iS. A modszerrel fokozhatjuk egy gén kifejez6dését, plusz exonként funkcionalis endogén
modon expresszald riporter rendszert hozhatunk Iétre, vagy akdr termoszenzitiv allélek
létrehozasa is megoldhato.'® Szamos sziinyog modellel foglalkozé laboratorium célja az ilyen

tipust rendszerek fejlesztése.

8. Binaris effektorrendszerek kifejlesztése (Gal4, Q)

A Drosophila melanogaster az idegtudomanyok kedvelt gerinctelen modellje, elsdsorban
a genetikai eszk0zok €s reagensek miatt, amelyeket tobb mint egy évszazad alatt fejlesztettek
ki és hasznilnak a mai napig.!’ Ezen eszkdzok lehetévé tesznek nemcsak molekularis és
sejtbiologiai, de viselkedés, fittnesz €s memoria vizsgalatokat is. A Drosophiladt bemutatd
fejezetben részletesebben sz6 esik az UAS-Gal4 rendszer hasznalatarol, mellyel gének
csendesitése, tultermeltetése, jelolése stb. szovet és 1d6 specifikusan meghatarozhaté modon
torténik. Biologiai jelenségek tanulmanyozasara hasonld eszk6zok kifejlesztése szinyogokban
¢s mas nem hagyomanyos rovar modellekben is cél. Az Ae. aegypti genomja azonban
lényegesen nagyobb, mint a Drosophila genomja, igy a megbizhatd szabalyozo elemek
azonositasa és alkalmazasa nagyobb kihivas a kutatok szdmara. Tovabba, az integracios hely
jelentds hatassal lehet a transzgén kifejezddésére is. A random integracioval bejutatott
transzgén gént kodold szakaszba is keriilhet, ahol inszercios mutaciot okozhat, vagy
epigenetikailag le vagy tulszabalyozodhat a kifejez0dése. Megoldast a 7. pontban bemutatott
attP (vagy FRT-FLP) homoldg rekombinacios rendszerek jelenthetnek. Ekkor elszor
inszercios helyeket kell létrehozni a genom olyan részein, amelyek nem, vagy kevésbé
befolyasoljak mas gének kifejezédését és nem a heterokromatikus régioban helyezkednek el.*?
Az ezt kovetd masodik lépésben torténhet a transzgének elhelyezése a genom immar
promoterek kompetalnak a Gal4 fehérje forrasért €s a génkifejez6dés modosulni fog ahhoz
képest, mintha csak kiilon-kiilon lenne a két UAS-gén kifejeztetve. A Q-rendszer (vagy

QUAS), az UAS-Gal4 rendszerhez hasonlé binaris rendszer, mely szintén egy transzkripcios
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faktoron és egy altala kifejeztetett transzgénen alapul. A modszer elénye, hogy mas binaris
rendszerektdl fiiggetleniil lehet vele egyidejiileg folyamatokat szabalyozni. Példaul: egyszerre
lehet a Q- és UAS-Gal4- rendszerekkel genetikai modositasokat végezni, ugy, hogy egymas
milkddését nem befolyasoljadk. A QUAS rendszer masik elénye, hogy tobbszor be és ki
,kapcsolhato™ altala egy transzgén kifejezddése, igy lehetdség van gyogyszer kezeléshez
hasonld periodikus szabalyozasra is.!® Binaris rendszereket szinyog modellel foglalkozo
kutatok is kifejlesztettek, ma mar elérhetéek ebben a modellben is példaul az UAS-Gal4- és a
Q- rendszerek.

9. Effektorok létrehozasa binaris rendszerekhez

A Dbinaris rendszerek kifejlesztése megnyitja az utat a szovet vagy sejt specifikus
elemzésekhez. Létrehozhatéak markerek, vagy taltermeld és gatldo faktorok, amelyek
segitségével specifikusan tehetiink fel kérdéseket. Példaul lehetéséglink van neurondlis
aktivitds manipulalasara térbeli, molekuldris, iddbeli, optikai vagy kémiai ingerek

1.14 A binaris rendszer szépsége a kombinatorikus jellegben rejlik, amely rugalmas

segitségéve
és kreativ felhasznalast kinal a kutatok szamara. Uj riporter torzsek viszonylag konnyen
létrehozhatoak transzpozon-medialt transzgenezissel, vagy szekvencia szinten pontos
lokuszokban a CRISPR/Cas9 segitségével. A l1étrehozott 0j transzgenikus térzs kombinalhato
lesz a korabban létrehozottakkal és igy egy 10j torzs beillesztésével tjabb kombinacidkra,

szamos megvizsgalhato kérdésre nyilik lehetdségiink.

10. A létrehozott rendszer alkalmazasa és tovabbi sziikséges modellek fejlesztése

A modellorganizmusok fontos és potolhatatlan szerepet jatszanak a biologiai
tudomanyokban, azonban ezen rendszereknek eldnyei és korlatai is vannak. Krogh elve szerint
minden biologiai problémara van egy a tanulmanyozasara leginkabb alkalmas faj. Tehat
sziikségiink lehet a jovében is 0j szervezetekre. Uj modellek reményében a tudomanyos
kozosség kiakndzhatja a viselkedés sokféleségét az allatvilagban. Az ) modellek altal
kozelebb keriilhetlink példaul az evolucid vagy az agymiikddés alapelveinek megértéséhez. A
kutatok szamara szamos izgalmas kérdés még feltarasra var. Uj modellek segitségével a
jovoben megérthetd lesz a denevérek echolokacioja, a méhek szocialis kommunikaldja vagy a
nagy tavolsagokra navigald tragyabogarak ¢és a galambok is. A szinyogok veszélyes
betegségek terjesztdi, igy a modellben feltehetd kérdések relevancidja is a betegségek
terjesztése koré csoportosul. Hogyan képesek észrevenni a gazdaszervezetet, milyen mddon

marad fenn a korokozo a szunyogban, mi kell a terjesztéshez?
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Uj genetikai modellorganizmus létrehozasa az ELTE-n

A kinai paradicsomhallal mar az 1970-es évektdl kezdve szdmos viselkedésbiologiai
tanulmanyt végeztek az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Etologia Tanszékén dr. Csanyi
Vilmos ¢€s kollégai. Azonban a paradicsomhal molekularis biologiai aspektusai felderitetlentil
maradtak. Dr. Varga Maté témavezetésével négy éve kezdddott Gijra a paradicsomhallal valo
kutatasok egyetemiinkon. A cél egy potencialis 11j genetikai modellszervezet 1étrehozasa volt.
A kinai paradicsomhal a labirintkopoltylis halak csaladjaba tartozik, Dél-kelet Azsiaban
Oshonos, ahol alacsony oxigénkoncentracioji édesvizekben €l. A faj elonye a zebradénidval
szemben a joval komplexebb viselkedésében ¢és a specidlis 1égzdszervében, a
labirintusszervben, mutatkozik meg. El6bbi komplexebb ideg és viselkedés tudomdanyi
kérdésekre adhat valaszt, mig a labirintusszerv egyedfejlédés és adaptiv evoliciod
szempontjabol érdekes.!> A paradicsomhal laboratériumi koriilmények kozott fenntarthaté és
szaporithatd, bar a kutatok munkajat neheziti, hogy az ivas a hajnali 6rdkban (4 6ra kortil)
torténik. 2023 ota ismert a paradicsomhal teljes genomja, amely szintén Dr. Varga Matéék
halcsoportjanak munkdja.'® Jelenleg a kutatok a génetikai modositashoz sziikséges injektalas
jelentette kihivasokkal kiizdenek. A fenti 10 pontos lista alapjan tehat a kinai paradicsomhal a

modell¢ valas utjanak 4. allomdasan 4ll.
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