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LENGYEL ANGELA KINGA — BALOG KATALIN — BAGI ZOLTAN - HEGEDUS BETTINA —
BARANYAI EDINA — FEHER MILAN — BARSONY PETER — KUSZASZILVIA

OSSZEFOGLALAS

A szerzdk a ponty allomanyokban jelents karokat okoz6 gerincdeformités kialakulasat befo-
lyasolo6 tényezdket vizsgaltak. Tobb szdvettipusban (vér, hatizom, agyveld) elemezték héstressz
gének (HSP70, HSP9O0) relativ expresszids szintjeit, majd ezeket az eredményeket 6sszevetették a
gerincoszlop makro- és mikroelem tartalmaval. A HSP70 relativ expresszidjanak mértéke mindharom
szdvettipusban magasabb volt a deformalt halak esetében, mint a normal csoportban, ami jelzi a gén
érintettségét a szervezet immunvalaszaban. A HSP9O0 relativ expresszidja vér és agyveld szévetekben
alacsonyabb volt a deformalt csoportban, mig a hatizomban a deformalt csoport mRNS szintje volt
magasabb. A HSP9O0 elsédleges funkcidja a sejt-névekedéshez és a tuléléshez kapcsolddik, ezért
a HSP9O0 igéretes jeldlt lehet a deformitasok kezelésében. Statisztikailag szignifikans kllonbség
nem mutatkozott a csoportok kdzott egyik gén esetében sem. A gerincoszlop makro- és mikroelem
tartalmanak vizsgalata soran a normal és deformalt csoportok kdzétt szignifikans eltérés nem mu-
tatkozott. Ugyanakkor a relativ expressziés szintek bevonasaval készitett 6sszefliggésvizsgalatok
tobb szignifikdns kapcsolatot tartak fel. A legtdbb esetben a hatizomban mért HSP70 mRNS szint,
illetve a kalium volt érintett ilyen 6sszefliggésekben.
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In the present study we investigated, in carp, the relative expression levels of two heat stress
protein genes, HSP70 (70 kDa heat stress protein) and HSP90 (90 kDa heat stress protein gene),
which may be associated with spinal deformity. Our aim was to draw conclusions about spinal
deformity from the results of tissue-specific analysis of these heat stress genes. For this study, 20
common carp individuals of the same breed and age, reared under the same housing conditions
were selected. The relative expression levels of the genes were different in the different tissue types
studied (blood, dorsal muscle, brain). In addition, we examined the macro- and microelement content
of the spinal columns of normal and deformed individuals and whether these results are related to
the relative gene expression of the genes studied. The relative gene expression levels of HSP70 in
all the three tissue types were higher in the deformed fish than in the normal group. The higher levels
of HSP70 expression in deformed individuals played an important role in the normal functioning
of cells, thereby compensating the negative effects of deformity, appearing in a ,protective” role.
The increased level of the relative expression of the heat stress protein gene could also be caused
by the induction of further HSP70 production by damaged HSP70 protein. In summary, the HSP70
heat stress protein gene has physiological properties that play a role in maintaining normal cell
function. The level of HSP90 heat stress protein gene expression in blood and brain was lower in
the deformed fish than in the normal group, except in the dorsal muscle, where the value of the
deformed group was higher. The increased relative gene expression level of the heat stress protein
HSP90 in the dorsal muscle plays a role in normal muscle formation and contributes to the stability
of protein function. Lower levels of relative gene expression in blood and brain are due to defects
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in signal transduction and protein tyrosine kinase receptor function, thereby contributing to spinal
deformity. The HSP90 gene is associated with cell growth and, consequently, inhibition of HSP90
would be a promising approach to treat deformities. There was no significant difference between
the macro- and microelement contents of the spines of the normal and deformed groups. However,
correlation analyses involving macro- and microelement contents and relative expression levels
revealed several significant correlations, most of which concerned potassium on the one hand
and the level of HSP70 mRNA in the dorsal muscle on the other. This study may allow to reduce
the incidence of recurrent spinal deformities in the future by minimizing or even counteracting the
effects of heat stress. Our results may contribute to preventive measures that could significantly
reduce the problems caused by severe malformations in carp.

BEVEZETES

A vilag lakossaganak névekedése napjainkban komoly kihivas elé allitjia az
élelmiszeripart és a mez6gazdasagot. A ndvekedés kdvetkeztében az allattenyész-
tésben is fontossa valt az idétényezd, igy megjelentek intenziv tartasi technologiak,
melyeknek a szamos elénye mellett a hatranyaival is szamolnunk kell. Az egyik ilyen
hatrany a gerinc deformitasanak jelensége, mely a brojler csirkék és a sertések
mellett szamos tenyésztett eurdpai halfajt is érinthet. A gerinc deformitasanak
kdvetkeztében az allatjéléti problémak mellett filézési nehézségek Iéphetnek fel,
illetve a hasitott test gyengébb min&ségU lehet, igy a termeldk jelentés gazda-
sagi karokat szenvedhetnek el. Ugyan a valodi gazdasagi veszteségeket nehéz
pontosan megbecsllni, de az eurdpai akvakultira agazatban okozott minimalis
éves veszteség meghaladhatja az 50 millié eurét évente, és feltételezhetd, hogy
ennek 50%-a a csontvaz deformitasainak és rendellenességeinek kdszénheté
(Bostock és mtsai, 2016; Shefat és Karim, 2018). Ezért a halak gerincdeformacidinak
vizsgélata az akvakultUra-agazatban tdébb figyelmet igényel napjainkban. A te-
rilet ugyan az elmult években egyre népszerlbb lett, és elérelépés is tortént az
ok-okozati tényezdk feltarasa és a jobb tenyésztési eljarasok kidolgozasa terén
is, de a probléma tovabbra is fennall, és jelentbs veszteséget okoz az iparag
szamara. Fontos tehat ennek az egészségugyi problémanak a minél alaposabb
megismerése és a hozza kéthetd folyamatok feltarasa az intenziv rendszerekben
torténd haltenyésztés fejlesztése érdekében.

A gerincdeformitas egy olyan fejl6dési rendellenesség, amely a gerinc alak-
janak kéros mérték elvaltozasait foglalja magaba (Vagsholm és Djupvik, 1998).
A rendellenességnek sokféle megjelenési formaja lehet, mértéke valtozé, az eny-
hébb formatdl a stlyosabb allapotig terjedhet. A csontos halak nagyon érzékenyek
afejl6dési gerincdeformacidkra, mivel a csontrendszer fejlédése és névekedése
olyan folyamat, amelyeket szamos tényezé befolyasolhat. Az erre hajlamosité
tényezd8k kdzé tartoznak példaul nem 6roklddd velesziletett rendellenességek
(Boglione és mtsai, 2013), tenyésztési és takarmanyozasi technikak (Kasprzak
és mtsai, 2018), gyulladassal jaro vagy fizikai traumas sérulések (Roberts, 2012),
kdrnyezeti problémak és mérgezé anyagok (példaul a nehézfémek) (Lavado és
mtsai, 2012; Boglione és mtsai, 2013; Sfakianakis és mtsai, 2015), tovabba para-
zitéak (Yokoyama és mtsai, 2005; Roberts, 2012) és néhany patogén baktérium
(Madsen és Dalsgaard, 1999), valamint az 6rokletes genetikai okok (Hansen és
Puvanendran, 2010). Ezek kézUl sok tényezét gazdalkodasi korilmények kozott
lehet manipulélni, és igy kockazati tényez8&knek tekintheték.
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A deformitasok kllénb6zd csontrendellenességek komplex keverékei, beleértve
a csigolya és a gerinc alakulasat. A fentiek tikrében a torzulasok kisérletes vizs-
galata a gerincdeformaciodk jobb megértését szolgalhatja, ami javithatja a kezelési
lehetéségeket. Jelen tanulmanyban a HSP70 és HSP90 héstresszfehérje gének
relativ expresszids szintjének valtozasait vizsgaltuk egészséges és gerincdefor-
malt halak kisérleti csoportjaiban, hatizom, agyvel6 és vér szdvettipusokban.
Ezeket az eredményeket Osszefliggésvizsgalatok segitségével dsszevetettik
a gerincoszlop makro- és mikroelem (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,P, Sr, Zn,
S) tartalmaival is. Az eredményekbdl kdvetkeztetéseket vonhatunk le a gének
szerepérdl a gerincdeformitas kialakulasaban, ezzel hozzajarulva az akvakultira
agazat fejlédéséhez és a deformitasok mértékének csdkkentéséhez.

IRODALMI ATTEKINES
A halak gerincdeformitasaval 6sszefiiggésbe hozhato abiotikus tényezbk

A halak gerince normal esetben egy, hatrafelé konvex ,S” gorbuletet mutat
(De Jonge, 2001). A torzulas soran a gerincoszlop tengelye megroévidil, aminek
kdvetkeztében a hal teste a hatiszék mogott megtorik, igy a hal teste aranytalanul
magas és tdmzsi lesz. Ez természetesen mas, mint a jo taplalkozasi viszonyok
kdzott él6 halak hatanak iveltsége. Kilonbdz6 alaku gerincferdeségek ismeretesek,
flggdleges és vizszintes sikban egyarant. Kiilbnbséget lehet tenni a gerincferduilés
irdnyaban, mértékében és abban is, hogy a torzulas a gerinc melyik szakaszan
jelent meg (scoliosis, lordosis és kyphosis).

A viz hdmérséklete az egyik tényez8, amely a csontrendszeri deformaciok
kialakulasahoz vezethet, de valamilyen ikraérést és keltetést befolyasol6 kdrnye-
zeti hatas is okozhatja. Farkasstigéren (Dicentrarchus labrax) végzett vizsgalatok
szerint a 20 °C-os vizhdmérsékleten nevelt halakban gyakrabban fordult el
gerinctorzulas, mint a 15 °C-os vizben nevelteknél. A magasabb vizhémérsékle-
ten gondozott halak kdzel felét a sulyos deformacié miatt nem tekintették piac-
képesnek (Sfakianakis és mtsai, 2006). Barmely halfajon kialakulhatnak ezek a
tinetek, azonban leggyakrabban tégazdasagban elénevelt halakon figyelheték
meg. Természetes vizi halakon a deformitas ritka, mivel a torzult forma miatt a
rendellenes egyedek még korai ivadék korban aldozatul esnek a ragadozéknak
(Molnar, 2003).

A hal organizmusokban a leggyakrabban eléfordulé nehézfémek kdzll a kadmi-
umot, a rezet, az 6lmot, a cinket, a higanyt és a krémot vizsgaltak leggyakrabban
a halak deformitasat illetéen (Ahmed és mtsai, 2017). Ezekrél a nehézfémekrdl
ismert, hogy neuromuszkularis karosodasokat okoznak, igy a csontrendszeri
alakvaltozasok kovetkeztében a fejlédési folyamatok karosodéasa, illetve csontvaz
deformaciék Iéphetnek fel. Az 6lom (Pb) és a kadmium (Cd) krénikus jelenléte
és mtsai, 1976; Muramoto, 1981).

A taplalkozasi tényezdk és bizonyos tdpanyagok a legjelentésebbek a csont-
rendszeri rendellenességek kialakulasaban. Szamos szerz§ vizsgalta kilonb6z6
tapok hatékonysagat a ndvekedésre, illetve az esetleges negativ hatasait is
(Wolnicki és mtsai, 2006; Demény és mtsai, 2009; Demény és mtsai, 2011; Printzi
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és mtsai, 2021). Demény és mtsai 2009-ben réticsik larvakat (Misgurnus fossilis)
etettek harom féle médon (kereskedelemben kaphaté tappal, keverékkel és é16
eleséggel), a kisérlet elsé 10 napjaban torzulas az él6 eleséget kapd csoportban
nem alakult ki, mig a két tapot fogyasztd csoportban kisebb résziikén gerinc-
torzulasok, tobbségikdn pedig fejtorzulasok jelentkeztek. Egy hasonlo kisérleti
beallitadsban kllonbdz6 takarmanyok névekedésre gyakorolt hatasat vizsgaltak
széles karaszokon (Carassius carassius). A kisérlet soran az él6 eleséggel etetett
csoportban nem fordult elé deformacid, mig a vegyesen etetett csoportokban
(tap alapu takarmanyozéas heti egyszeri természetes takarmany kiegészitéssel)
kulénféle torzulasok fordultak elé. A tappal etetett csoportban fordultak eld torzu-
lasok a legnagyobb szazalékban (23,3+7,6%) (Demény és mtsai, 2011). Compokon
(Tinca tinca) is végeztek ilyen tipusu kisérletet, négy kereskedelmi forgalomban
lévé tappal, melybdl harom esetében akar 96,4%-o0s kilsé testdeformacio is eld-
fordult (Wolnicki és mtsai, 2006). Mindegyik kisérlet megfigyelései egybevagnak,
ugyanis a magas fehérje és zsirtartalmu tapok etetése révén a halak zsirtartalma
majdnem kétszerese lett a kisérlet végére, mint az alacsonyabb az él6eleséggel
etetett csoportokban, mely a nagyfoku deformacidkat is okozhatta.

A szervezet alapvet6 fizioldgiai folyamatainak megfelel6 mikddéséhez nél-
kilozhetetlenek a makro- és mikroelemek (Pyz-tukasik és Chatabis-Mazurek,
2019). Egyes vitaminokkal ellentétben ezeket az elemeket nem lehet szintetizalni,
igy csak taplalékkal juthatnak be a szervezetbe. Egyre tobb kutatéds vizsgalja
az élettani szereplket a gerincdeformitassal dsszefliggésben is (Bagi és mtsai,
2022). Jelen tanulmany esetében érdemes kiemelni a kaliumot, ugyanis a gyors
elektromos potencial valtozas miatt az ideg és izomszévetek mikoédéséhez
elengedhetetlen (Kowey, 2002). A viz alacsony kaliumszintje miatt a vdzizomzat
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tubularis nekrézisat tartak fel barramundi halakban (Partridge és Creeper, 2004).
Genetikai tényez6k

A deformitas 6rokl6désének nagysaga és a kiilonb6z6 gazdasagok halainak
deformitasa kdzotti genetikai korrelaciok mennyisége azt tdmasztja ala, hogy a
csigolya deformitasat additiv genetikai 6sszetevd hatarozza meg (Gjerde és mtsai,
2005). A deformitas és a testsuly ko6zott alacsony genetikai dsszefliggéseket
véltek felfedezni. A beltenyésztés egyltthatoja és a teljes csalddok deformitasa-
ra vonatkozé tenyészértékek kdzotti alacsony korrelacid hatarozottan azt jelzi,
hogy a beltenyésztés nem jelentds oka a vizsgalt gerincdeformitasnak (Gjerde
és mtsai, 2005). Pontyok fejdeformacids vizsgéalata soran a gerinc deformacidit
is megfigyelték. A tenyésztett utddok kdzott nem észleltek rendellenességet, ami
genetikai tényez6kre utalna a deformaciok lehetséges okaként (KuZir és mtsai,
2015). Ebbdl a feltevésbdl adddodan szelektiv tenyésztési kisérlet soran vizsgaltak
pontyok uszonyanak deformacioit, &m a deformaciok k6zotti genetikai korrelacio
tébbnyire negativ és pontatlan volt, a beltenyésztés hatadsa pedig nem magyarazta
atulajdonsagok varianciajat (Kocour és mtsai, 2006). Hasonlé eredményt kapott
Eissa és mtsai (2009), aki két helyszinrdl begydjtétt csontos halak vazrendszeri
rendellenességeit kutatta és eredményeit deformaciok eléfordulasanak és mér-
tékének valtozasa jellemezte. Nilusi tilapia (Oreochromis niloticus), afrikai harcsa
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(Clarias gariepinus) és ponty esetében a deformalt egyedek ritkabbak voltak a
természetes populéacidokban, mint a gazdasagokban. Mindezektél fliggetlendl
azonban nem lehet egyértelmien kizarni a genetikai komponenst a jelenség
kialakulaséért felel6s tényezdk kozll. A molekularis genetikai modszerek fejlé-
dését kihasznalva érdemes Uj megkozelitésekbdl és Uj mddszerek bevonasaval
is kutatni a gerincdeformitas kialakulasanak hatterét.

A héstressz fehérje gének altalanos jellemzése

A stresszfehérje gének a sejtek kulcsfontossagu elemei kdzé tartoznak, nélki-
I6zhetetlen szerepet jatszanak a sejtek életében normal kdrilmények kodzott, és
akkor is, amikor a sejteket vagy az egész szervezetet karosodas, stressz éri. Az
emberi és allati sejtekben a riboszomakon létrejovd, vagyis az RNS-rél megha-
tarozott aminosav sorrendben 0sszeépllé fehérje gének segitséget igényelnek
ahhoz, hogy elfoglaljak végs6, a mlikddésikhoz Iétfontossagu szerkezetiiket. Ez
csavarodas vagy tekeredés utjan valésul meg. Legfontosabb szereplik, hogy a
normal kérilmények kdzott vagy leginkabb a sejtet ért artalom hatasara, a nem
megfeleld szerkezetl, azaz a tobbé-kevésbé kitekeredett és visszatekeredd fehér-
jéket tamogassak abban, hogy eredeti felépitésiket visszakapjak. Részt vesznek
még a jelatviteli folyamatokban, a mar nem javithaté proteinek lebontasaban és
a programozott sejthalalban is (Ftist és mtsai, 2003).

HSP70 (Heat shock protein 70) és HSP90 (Heat shock protein 90)

A 70 kDa-os h&sokkfehérje (HSP70) egy igen konzervalt fehérje, mely a
stresszfehérjék egyik legismertebb képviseléje. Hasonld szerkezetl fehérjék
gyakorlatilag minden él6 szervezetben léteznek. A HSP70-ek segitenek megveé-
deni a sejteket a stressztél. A HSP70 héstressz fehérjét kédold gének konzervalt
génszakaszokon helyezkednek el és fejez6dnek ki valtozatos stressztényezdk ha-
tasara (Yoshimune és mtsai, 2002). AHSP70 héstressz fehérjét a HSPA1A, HSPA1B,
HSPAI1L, HSPA2, HSPA5, HSPAG, HSPA7, HSPA8 és HSPA9 héstressz fehérje
gének kédoljak (Yang és mtsai, 2015). A HSPA1A gén, mely tobb fehérje mellett a
HSP70 hésokkfehérjét is kddolja, egy intron nélkili gén. AHSPA1A és HSPA1B a
sejtmagban és a citoplazméaban helyezkednek el. A HSPA1L aminosavszekvenciaja
90%-0s homoldégiat mutat a HSPA1A és HSPA1B izoformakkal, viszont mar ren-
delkezik intronokkal. Bar a HSPA1A és HSPA1B-hez hasonlé homoldgiat mutat,
eltéréen szabdlyozédik és nem hé-indukalhaté. Altaldban a HSPAI1L alacsony
szinten expresszalodik a szovetekben (Yang és mtsai, 2015).

A HSP90 egy chaperon fehérje, amely segiti mas fehérjék megfelel6 6sszehu-
z6déasaét, stabilizalja a fehérjéket a hdstressz ellen, és segiti a fehérje lebomlasat.
HSP90 baktériumokban és az eukariétak minden agaban jelen 1évé, a citoplaz-
maban az egyik legnagyobb mennyiségben megtalalhat6 fehérjegén (Truman
és mtsai, 2007). Két izomorf formaja létezik, a HSP90 a és HSP9O0 {3 (Truman és
mtsai, 2007). A HSP90 hdstressz fehérjét a HSPO90AA1, HSP90AA2, HSP90OAB1
és a HSP90B1 hdstressz fehérje gének kdédoljak. A HSPOOAA1 gén, mely a
HSP90a hésokkfehérjével all kapcsolatban, két kiilénalldé mRNS transzkriptumot
kodol, amelyeket kiildn transzkripcids starthelyektdl inditottak. A HSP9OAAT és
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HSP90AA2 molekularis chaperoning képességét az ATP hidrolizis altal taplalt
strukturdlis atrendezddési ciklus hajtja. A hasonlé aminosav-szekvencia megosz-
tasa ellenére a HSP9O0A expressziojat mas mddon szabalyozzak, mint a HSP90B1
expresszidjat. A HSPO0A a stresszindukalhaté izoform médon, mig a HSP90BH1
konstitutivan expresszalddik (Chen és mtsai, 2005).

Héstressz gének szerepe a gerincdeformitasban

A hdstressz fehérjék tehat az é18 sejtekben a megemelkedett hdmérsékletre (a
hésokkra) valaszul fokozott mértékben termelédnek, tovabba igen nagy mennyi-
ségben vannak jelen, a szervezetek létfontossagu alkotdelemeit képezik. A HSP
gének hésokkra és egyéb stresszfaktorokra adott valaszai a hésokk transzkrip-
cios faktor (HSF) aktivalasan keresztil torténnek (Chen és mtsai, 2005), ezek a
h&sokk-faktorok egy célszekvenciahoz, az ugynevezett h6sokk-elemhez (HSE)
kétédnek, amelyek a hé promoterekben taldlhatdéak (Chen és mtsai, 2005). Sza-
mos kutatas vizsgalta mar a hésokk fehérjék expresszidjat halakban, (lwama és
mtsai, 1998; Machado és mtsai, 2017). Vijayan és mtsai 1998-ban arra a kovet-
keztetésre jutottak, hogy a maj, a vese és a kopoltyluszévetek azok, amelyek a
leginkabb érzékenyek a HSP gének valaszaira (Vijayan és mtsai, 1998). Ezt pedig
alatamasztja Rajeshkumar és Munuswamy (2011) munkaja, mely soran szévettani
és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztek tejhalban (Chanos chanos), egy
nehézfémekkel szennyezett terlletrél. A szennyezett teriiletrdl gyUjtétt halak-
ban szdvettani elvaltozdsokat detektaltak, példaul az izomban az izomrostok
megduzzadtak, az izomkdtegek pedig lebomlottak. A hepatocitak is karosodtak
ezekben a halakban, tovabba szabalytalan majlemez-repedéseket figyeltek
meg. Az immunfestési analizis azt mutatta, hogy a HSP70 nagy intenzitassal
expresszalddik a szennyezett helyrdl gydijtott halak széveteiben, a kevésbé szeny-
nyezett helyekrdl 6sszegyUijtétt egyedekkel ellentétben. A HSP70 pozitiv sejteket
szOvetmetszetenként hat helyen tartak fel, a két helyrél szarmazé eredmények
pedig statisztikailag szignifikansan eltértek (Rajeshkumar és Munuswamy, 2011).
A HSP70 magas expresszids szintje a cellularis stresszvalasz érzékeny indika-
toraként szolgalhat a szennyezett kdrnyezetre. Olsvik és mtsai szintén 2011-ben
a higannyal (Hg) dusitott GUledékek hatasait vizsgalta halakban. A kisérlet soran
a toxikus UledékUli akvariumban tartott atlanti t6kehalakban (Gadus morhua) a
kalretikulin, a HSP70 és a hem oxigenaz mRNS szintje szignifikdnsan nétt a
kopoltytkban és a majban. A konkluzié az volt, hogy az tGledékhez kététt higany
elérhetd a halak szamara, és befolyasolja az oxidativ stresszre reagalé enzimek
transzkripcidjat (Olsvik és mtsai, 2011). Sassi és mtsai 2012-ben a kadmium (Cd)
képz6dés mechanizmusat, illetve a folyamatban részt vevé gének expresszidjat
aranydurbincsban (Sparus aurata). A kisérletbe stressz biomarkernek a HSP gé-
neket valasztottak, ugyanis ezek szintézise megnd a fizikai és kémiai stresszorok
fokozodasaval (Sassi és mtsai, 2012). A 6 napos expozicid soran ellentmondasos
eredmények szllettek, ugyanis a HSP70 csokkent expresszioét mutatott a 0,1mg/I
és a 10 mg/l-es koncentracios csoportokban is a kontroll csoporthoz képest. Ezt
az eredményt azzal magyaraztak, hogy az expozicié idétartama révid lehetett,
illetve a cstkkend tendenciat okozhatta az is, hogy az egyedek kordbban mar
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lehet, hogy érintkeztek kadmiummal, igy beindult egy egyfajta alkalmazkodasi/
tlirési mechanizmus. Ezzel egyidében az osteocalcin gén transzkriptum szintjét
is mérték a kadmium expozicié alatt, mivel az osteocalcin a csontfejlédési me-
chanizmus és mineralizacio egyik fontos eleme. A kisérlet ideje alatt az egyedek
a kdzéps6 csigolya és a faroklszd komplex csontosodasan estek at, igy az 5
szintje jelentésen lecstkkent.

Wargelius és mtsai 2005-ben arra keresték a valaszt, hogy a hésokk milyen
hatassal lehet a szomitogenezisre és a csigolya deformitasanak kialakulasara
atlanti lazacokban (Salmo salar). A szomitogenezis soran a fejlédé embridban
kialakulnak a porcok és inak (Wargelius és mtsai, 2005). Az embridkat a fejl6dés
korai szakaszaban, kiilénbz6 hirtelenséggel fellépd hémérsékletvaltozasok soran
figyelték. 10 hénappal kés8bb ezeknél az egyedeknél a farokcsigolyak elvaltoza-
sanak aranya viszonylag magas volt (27-34%). Két gént azonositottak, amelyek a
csontvaz fejlédéséhez sziikséges markereket kddoltak, nevezetesen a gének a
szekretalt fehérje, az Shh (Sashh) és a Twist transzkripcids faktor (Satwist) voltak
(Wargelius és mtsai, 2005). Az embridkban megvaltozott ezeknek a fehérjéknek
igy azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a killénb6z8 mértéki héstressz hatassal
van a szklerotéma miikddésére. A kisérlet soran érdekes volt, hogy kilénb6z4
életszakaszokban az egyedek héstressz elleni védekezd mechanizmusai eltéréek
voltak, ugyanis a génexpresszié cstkkenése nem volt minden szakaszban kimu-
tathato, illetve nem az 6sszes egyedet érintette a deformitas jelensége.

Galt és mtsai (2016) a kortizol hatasait vizsgaltak az izomfejlédéssel kapcsolatban,
miosztatin, illetve HSP90 gének expresszidjaval lazacfélékben. A tanulmanyba a
kiralylazacot (Oncorhynchus tshawytscha), az orgyilkos pisztrangot (Oncorhynchus
clarki), a pataki pisztrangot (Salvelinus fontinalis) és az atlanti lazacot (Salmo salar)
vontak be. Az emlésdkben a gliikokortikoidok szabalyozzak az izomndvekedést
gatlé miosztatint a glikokortikoid valaszelemeken keresztil, ami izomsorvadashoz
vezethet (Galt és mtsai, 2016). Korabbi vizsgéalatok arra utalnak, hogy ez a szaba-
lyozé mechanizmus a gerincesek kérében konzervalt, azonban a halak esetében
ez még nem igazan ismert. Ezért ennek a tanulmanynak az volt a célja, hogy vizs-
galja a kortizol hatasat a miosztatinra és a HSP90 expresszidjara, illetve az, hogy
megallapitsa, elé6fordultak-e eltérések a kilonb6zd lazacfajokban. A lazacfélék
intraperitonealisan kortizolt kaptak (50 ug/|/testsuly), majd 48 6ra elteltével értékelték
a génexpresszidé mértékét. A plazma glikdz és kortizol szintjét a kortizol minden
fajban szignifikdnsan megemelte, ami a kezelés fiziol6giai hatékonysagat mutatta.
Osszefoglalva a 3 nemzetségbdl szarmazoé 4 faj eredményei azt mutatjak, hogy a
kortizol mennyisége képes szabalyozni a HSP90-et az izmokban.

Bildik és mtsai (2019) a HSP30, HSP70, HSP90 és az IGF-1 hémérsékletre adott
valaszreakcioit és génexpresszidjat vizsgaltak aranydurbincs (Sparus aurata)
egyedekben. A HSP70 mRNS relativ expresszids szintje az izomban a januari
hénapban szignifikdnsan magasabb volt, mint juliusban (kéralbelll 1,7-szerese),
mig a HSP30 gén expresszidja a majban juliusban kétszeresére nétt. Viszont a
vizsgalt szbvetekben (m4j, izom) a h6mérsékletvaltozasok nem befolyasolték az
IGF-1 és a HSP90 gének transzkripcidjat. A HSP70 és HSP30 gének expresszidja
szezonalis valtozast mutatott.
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A fent emlitett irodalmak is alatdmasztjak azt, hogy a héstressz gének muiko-
dése szamos élettani folyamatban szerepet jatszik. Ha nehézfém szennyezés
fordul el8 a vizterekben, akkor is szabalyozotta valik a miikddésik, melynek
kodvetkeztében eléfordulhat gerincdeformitas. Ha viszont a larvak, illetve a fiatal
egyedek gyorsan valtoz6 hémeérsékletnek vannak kiteve, akkor is kialakulhat sza-
mos malformacié mar a csigolya fejlédés soran is. Osszefoglalva a HSP gének
megfeleld biomarkernek tekinthetdk a halak esetében, melyek gyorsan reagéalnak
a kornyezet valtozasaira és a szervezetet ért kiildnb6z8 stresszhatasokra.

ANYAG ES MODSZER
Mintagytijtés, RNS izolalas, cDNS atiras és RT-gPCR

A kisérletbe 20db, 268 napos, egy tajfajtaba (hajduszoboszloi pikkelyes) tarto-
z6 pontyot (Cyprinus carpio) vontunk be, a kdvetkezd csoportokat kialakitva: 10
db normal és 10 db deformalt. A halakat a Debreceni Egyetem Mez6gazdasag-,
Elelmiszertudomanyi es Kérnyezetgazdalkodasi Karanak Halbiolgiai Labora-
toriumaban nevelték. A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatj6léti
Bizottsaganak iranyelvei szerint hagytak jéva és kivitelezték a DEMAB/15/2019
regisztraciés szamu engedély alapjan.

A kisérletbe vont halak mesterséges szaporitasbol és ugyanazon szUl6ktdl
szarmaztak. A kisérletbe vont dllomany takarmanyozasa a halfaj szamara optima-
lisnak tekinthetd protokollt kdvette. A szikzacsko felszivodasat, illetve az exogén
taplalkozas megkezdését kdvetden a larvakat 7 napig élé eleséggel (Artemia
naupliusz larva) etettik, majd megkezdtik a szaraz tapra torténd atszoktatast.
A halak takarmanyozasat a nevelés tovabbi szakaszaiban kereskedelmi forgalom-
ban kaphat6 tapra alapoztuk, amely 30%-0s nyersfehérje- és 7%-0s nyerszsir-
tartalommal rendelkezett.

A halak nevelése, a keltetéstdl a mintavétel végrehajtasaig azonos kdrnyezeti,
technoldgiai és takarmanyozasi feltételek mellett tortént.

A csoportok intenziv recirkulaciés rendszerekben, 350 literes mianyag tar-
talyokban voltak nevelve, a tartalyok mechanikus biofilterrel és UV lampaval
voltak ellatva. A halakat naponta 3 alkalommal etették (08:00, 12:00 és 16:00),
kereskedelmi forgalomban 1évé szaraz tappal. A takarmany maradékok és a
széklet naponta eltavolitasra ker(lt. Az oxigén-telitettsége 80% felett, a h6mér-
séklet 25,05 + 0,5 °C-on volt tartva. A fényperiédus 12 éra vilagos és 12 éra
sotét volt. A vizhdmeérséklet és az oldott oxigén naponta ellenérizve volt HACH
HQ30d hordozhat6é mérével (HACH CO., Loveland, CO, USA). Az NO2-, NO3- és
NH4+ -koncentraciékat HACH Lange DR/3900 spektrofotométerrel (HACH CO.,
Loveland, CO, USA) mérték. Az ellendrzétt kdrnyezet kdvetkeztében a kisérletbdl
a kornyezeti tényez8k befolyasat kizarhatjuk, hiszen az azonos kérnyezeti feltéte-
lek k&zott tartott egyedeknél a gerincdeformitas megjelenésének genetikai okai
kerllnek el6térbe.

A mintavétel soran az allatok agyvelejébdl, hatizomszovetébdl, illetve vérébdl
vettink mintat, amiket RNAlater (Roche) oldatba helyeztik az RNS stabilizala-
sa és védelme érdekében. A folyamat soran a teljes szervet homogenizaltuk.
A boncolas el6tt szegfliszegolajjal végeztiink eutanaziat az egyedeken. A mintak
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-70 °C-on voltak tarolva a laborat6riumi vizsgalatokig, mely a Debreceni Egyetem
Agrar Genomikai és Biotechnolégiai Kézpontjaban zajlott. Az RNS izolalast a vér
esetében az RNeasy Protect Animal Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Németorszag),
mig a hatizom és az agyveld esetében az E.Z.N.A. Tissue RNA Kit (USA) hasz-
nélataval végeztik, kovetve a gyartdk utasitasait. Az E.Z.N.A. Tissue RNS Kit
kimondottan az allati szovetekbdl szarmazé teljes RNS izoldlasara lett kifejlesztve,
kiléndsen néhany nehéz rostos szdvetre, mint példaul a vazizom, a sziv és az
Scientific, Waltham, MA, USA) spektrofotométerrel mértiik. AcDNS-re irds a PCR
Biosystems gPCRBIO cDNA Synthesis Kit szintetizal6 kit alkalmazasaval, annak
gyartoi protokolljat kdvetve tortént.

Az RT-gPCR vizsgalat soran az el8irt 6sszetevékbdl egy mixet készitettiink,
ami egy mintara vonatkoztatva a kdvetkez6 mennyiségeket tartalmazta: 1,3 pl
desztillalt viz, 0,6 ul forward primer (10uM), 0,6 ul reverse primer (10uM), 5 ul
SYBR Green (Applied Biosystems, USA). 7,5 ul mixhez 2,5 ul (2 ng/ul) templat
cDNS-t adtunk. Az RT-qgPCR-hez 7300 Real Time PCR System-et hasznaltunk,
a vizsgalatot kétszeres ismétléssel végeztik el. A kapott cikluskiiszob értékeket
(Ct) Pfaffl-moédszerrel (Pfaffl, 2001) elemeztik. A szamitasok elvégzéséhez a
Microsoft Excel 2013 (v15.0) programot hasznaltuk. Az elemzések soran a HKG
(House Keeping Gene), a B2M, vagyis a béta-2-mikroglobulin volt. Az alkalmazott
primerek adatait az 1. tabldzatban foglaltuk 6ssze.

1. tablazat
Az alkalmazott primerek adatai

Gének (1) Primer szekvenciak (5'—3’) (2) Amplikon hossza
(bp) (3)
B-actin2 F: CCATCGGCAATGAGCGTTTC 75

R: GCACAGCATAAGACTCACCCA

HSP70 F: CTCAGGCACGTGGAGCATC 20
R: TGAAAGACAAAGTGACAAGTCCA

HSP90 F: ACGGATCATGAAAGCCCAGG 104
R: TGAGAGGATGTTTGGGGTTGAT
Table 1. Data of the applied primers

Genes (1); Sequence of the primer (2); Length of the amplicon (3)

A boncolas soran ateljes gerincoszlop eltavolitasra kerilt makro- és mikroelem
tartalom vizsgélata céljabél. Ezek feldolgozasat a Debreceni Egyetem Szervetlen
és Analitikai Kémia Tanszéken végezték el. A mintakat kemencében allandé t6-
megig szaritottak, és 2x4,0 ml salétromsavval (HNO2) marték (p.a. 65%). Ezutan
1,0 ml hidrogén-peroxidot (H202) (p.a. 30%) adtak a mintakhoz, amelyeket a
mérés el6tt kiegészitettek 10 ml-re. A makro- és mikroelem értékeket ezekbdl az
oldatokbol mérték egy 5110 VDV Agilent ICP-OES (Agilent, Santa Clara, USA) 5
pontos kalibraciés vonal alkalmazasaval.

Minden statisztikai elemzést SPSS 26.0 szoftverrel végeztink (IBM Corp.,
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Armonk, New York, USA). A csoportok kdzotti kiildnbségek 6sszehasonlitasara
flggetlen mintas T-prébat és Mann-Whitney U-prébat hasznaltunk. A normalis
eloszlast a Shapiro Wilk teszt segitségével, a szérashomogenitast pedig Levene
tesztjével értékeltlik. Ha a szérdshomogenitas nem volt szignifikans, akkor flig-
getlen mintas T-probat alkalmaztunk, ha pedig szignifikans értéket kaptunk, akkor
a Welch T-tesztet hasznaltuk.

A génexpresszio és az elemtartalom kozotti 0sszefliggések vizsgalatara line-
aris regressziés modellt alkalmaztunk. Ha a vizsgalt mintdk mRNS-expresszidja
vagy elemtartalma nem mutatott normalis eloszlast (Shapiro-Wilk teszt esetén),
akkor egy nem paraméteres statisztikai tesztet, a Spearman-féle rangkorrelaciés
tesztet hasznaltuk a kapcsolatok elemzésére.

Minden statisztikai teszt/préba soran p<0,05 kiszobértéket alkalmaztunk a
szignifikancia értékelésére.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Osszesen 20 egyedet vizsgaltunk, kétféle csoportositasban: 10 normal, 10 de-
formalt egyed. Az 1. dbra bemutatja a HSP70 gén relativ kifejez6dését a vizsgalt
szbvettipusokban. Az X-tengelyen a szdvettipusokat lathatjuk normal és deformalt
csoportok bontasaban, az Y-tengelyen pedig a relativ génexpresszié szintjét.
Az 1. abrardl egyértelmien leolvashatd, hogy a HSP70 relativ kifejez6désének
mértéke deformalt halak esetében minden szovettipusban magasabb értéket
mutatott. A normal (vér: atlag=1,9; széras=1,4; hatizom: atlag=1,02, széras=0,23;
agyveld: atlag=1,03; sz6ras=0,26) és deformalt (vér: atlag=3,64; sz6ras=7,69;
hatizom: atlag=1,45; széras=0,42; agyvel6: atlag=1,45; sz6ras=0,74) csoport
relativ expresszidja kdzott szignifikans kilonbséget egyik szévet esetében sem
talaltunk (vér: t(4,34) =-2,083 p=0,100; hatizom: t(10)=-1,882 p=0,089; agyvels:
t(10)=-1,924 p=0,083). A legszembet(inébb klldnbség a vér esetében volt tapasz-
talhaté a két csoport kdzbtt. A vazizomban a HSP70 gyorsan indukalja a normal
és karos stressz-ingereket is, beleértve a testmozgast és az akut izomsérlléseket.
A HSP70 tulmikodése hozzajarul az izomrost integritdsanak fenntartasahoz és
elésegiti az izom regeneraldédasat és helyreallitasat. Az indukalhaté HSP70 szintje
megemelkedik a vazizomban a kllénb6z8 zavarok, példaul a testmozgas és az
izom sérlilése, valamint az ezekhez az allapotokhoz kapcsol6dé izomndvekedés
és regeneracio idészakaiban. Ezzel ellentétben a HSP70 génexpresszidja cstkken
az izom inaktivitasa és 6regedése soran (Senf, 2013). Ahogy az 7. dbra mutatja,
a HSP70 felllexpresszalt a deformalt csoport minden szévettipusadban az egész-
séges halakhoz képest, bar ez a klldnbség nem volt statisztikailag szignifikans.
Ez abba az iranyba mutat, hogy a génnek nagy szerepe lehet a stresszre adott
véalaszban, és mintegy ,véd&” szerepben feltlinve, segithet megdrizni az izom-
funkcidt, példaul a hatizom normalis miikddése érdekében.

Szamos eredmény ismert az egyes stressz-valasz gének expresszios szintjének
novekedése kapcsan. A gerincesek korai embriondlis fejlédésének vizsgalatahoz
HSP47, HSP70 és HSP90 géncsaladok tagjait kiénoztak. Az ilyen tipusu vizsgala-
tokra leggyakrabban zebrahalat (Danio rerio) hasznalnak (Yeyati és mtsai, 2007;
Du és mtsai, 2008; Van Gennip és mtsai, 2018). Szamos hésokk-gén komplex
mintakat mutat a konstitutiv és indukalhat6 expresszidban mind gerinctelenek,
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mind gerincesek korai embrionalis fejlédése soran (Chen és mtsai, 2005). Amint
az 1. abran lathaté, a deformitassal érintett hatizomban magasabb szintl HSP70
génkifejez8dést észleltiink, mint a normal csoport esetében. Ennek egyik le-
hetséges magyarazata lehet, hogy a sérilt héstressz fehérjék tovabbi HSP70
hdstresszfehérje aktivitast valtanak ki, és a halak szervezete igy reagal a testlket
ért behatasokkal szemben.

Az altalunk tapasztalthoz hasonléan, emelkedett HSP70 génexpresszids szintet
észleltek szivarvanyos pisztrangok héstressz vizsgalata soran kérnyezeti ténye-
z6kkel kapcsolatban. A kornyezeti szennyezédések a héstressz fehérjegének
szignifikans kifejez6dését is elSidézik. A szivarvanyos pisztrangbdl szarmazé
elsédleges vizsgalati eredmények alapjan kimutattak, hogy a HSP70 tébb szeny-
nyez6éanyag jelenlétében magasabb génexpresszids szintet mutat (lwama és
mtsai, 1998). Ezek az eredmények, miszerint az allatokat ért kilénb6zd forrasu
stresszhatasok noévelik a HSP70 relativ génexpresszidjanak szintjét, sszecsen-
genek az altalunk észlelt eredményekkel, azzal a kiildnbséggel, hogy esetlinkben
a gerinc deformitasa lehetett az indukalé stresszhatés.

Machado és mtsai, (2017) tanulmanyaban a HSP70 és a p53 géneken ke-
resztll vizsgaltak a k6zdnséges ponty embridk viselkedési reakcidit magasabb
hémérséklet hatasara. A HSP70 és a p53 génexpresszids szint névekedése volt
megfigyelhet6 a vizsgalt 6sszes szdvetben, a kontrollcsoporthoz viszonyitva,
jelezve a fehérjék funkcionalis szerkezetének cstkkenését és a DNS-karosodasat
a ponty embridkban. Ez a tanulmany arra utalt, hogy a magasabb hdmérsékleti
kezelés viselkedési és fehérje kifejez8dési valtozasokat okoz a halakban, és
ezek a valtozasok befolyasolhatjak a faj tulélését. A HSP70 képes megvédeni a
sejteket a stressztdl. A halak kuldndsen érzékenyek a kdrnyezeti felmelegedésre,
mivel nincsen hdszabalyozasuk, a testhémérsékletlik kapcsolddik a kdrnyezet
hémérsékletéhez, azaz poikiloterm allatok. Machado és mtsai, (2017) vizsgalata-
ban a magasabb hémérsékleten nevelt csoportokban a HSP70 génexpresszié a
citoplazmaban és az izom magjaiban szignifikdnsan magasabb volt. A p53 és a
HSP70 génexpresszid szinte észlelhetetlen volt a 25 °C-on tartott halakban, amik
a kontroll csoportot jelentették (Machado és mtsai, 2017). Ahogy az 1. abran is
megfigyelhetd, vizsgalatunkban a HSP70 héstresszfehérje génexpresszids szintje
magasabb értéket mutatott a deformalt csoportnal minden vizsgalt szévettipusban,
mint a normal csoport esetében, ugyanakkor ez a kiilénbség nem volt statisztika-
ilag is alatamaszthato. Mig a fenti példaban a kezelési csoportok kdzott az eltérd
kérnyezeti hémérséklet volt a kiilbnbség, a mi vizsgalatunk soran a kornyezet
azonos volt a normal és deformalt csoportok esetében. Tehat stresszfaktorként
a deformalt gerinc jelentkezett, ami folyamatos nehézséget, terhelést jelent az
érintett allatoknak, ezaltal ,bekapcsolhatta és folyamatosan mukddtethette”
szervezetlUk védelmi mechanizmusat. Ez energiat vonhat el a szervezet normal
mUkodésétdl, vagy masként fogalmazva tdbblet energiat igényel az allattol.
Afentiek tikrében elképzelhetd, hogy a gerincdeformités jelentette stresszhatasok
névelhetik a HSP70 gén kifejez6désének mértékét is.

A 2. abran lathatjuk a HSP9O0 héstresszfehérje gén relativ kifejez6désének mér-
tékét a vizsgalt szovettipusokban. A HSP90 héstresszfehérje gén expresszidjanak
mértéke vér és agyveld szévettipusban alacsonyabb értéket mutatott a deformalt
halak esetében, mint a normal csoportnal, viszont hatizom szévettipusban a defor-
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1. abra HSP70 relativ kifejez6dése a vizsgalt szévettipusokban

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

wir (2) hétizom (3) agyveld (4)

HSP70 relativ expresszidjanak szintje (1)

mNormal (5) m Deformdélt (6)

Figure 1. Relative expression level of HSP70 in each studied tissue types

Relative expression level of HSP70 (1); blood (2); back muscle (3); brain (4); normal group (5);
deformed group (6)

malt csoport értéke volt magasabb. A normal (vér: atlag=2,1; széras=1,9; hatizom:
atlag=1,08; széras=0,42; agyveld: atlag=1,45; széras=1,63) és deformalt (vér:
atlag=1,76; sz6ras=2,2; hatizom: atlag=1,34; széras=0,6; agyveld: atlag=1,04;
sz6ras=0,74) csoport relativ expresszidja kdzott statisztikailag szignifikans kilénb-
séget egyik szvet esetében sem talaltunk (vér: t(6,38)=-2,32 p=0,057; hatizom:
t(10)=1,208 p=0,255; agyvels: t(10)=-1,857 p=0,093). A HSP90 fehérjék kdrnyezeti
szempontbdl érzékeny chaperonok, amelyeket gerincesek tdbbszords I6kuszaiban
kédolnak. Normal kérilmények kézott el@segitik az Ujonnan szintetizalt fehérjék
hajtogatédasat, valamint a szabalyozhatd molekulak, példaul kinazok és szteroid
hormon receptorok kisérését. Mutacié vagy kérnyezeti stressz hatasara tovabbi
HSP90-kapacitas szlikséges az Ujonnan destabilizalt fehérjék megtartasahoz,
magasabb expresszids szintet eredményezve. E kettds szerep kdvetkezménye,
hogy a HSP90 funkcionalisan korlatozhatéva valik, annak ellenére, hogy stressz
hatasara indukalédik (Yeyati és mtsai, 2007). Vizsgalatunkban, ahogyan a 2. abran
is megfigyelhetd, vér és agyvel6 szdvettipusban az ellenkezd eset bekdvetkezése
valészinlsithetd, mivel a génexpresszids szint alacsonyabb értéket mutat a deformalt
csoportnal. Ez ellentmondasban van az elébb emlitettekkel, és ennek oka talan az
lehet, hogy a deformalt egyedek vér és agyveld szdveteiben zavar [éphetett fel vagy
pedig ezekben a szbvetekben nem jelentkezett stresszhatasként a gerincdeformitas,
nem volt egyértelmi kapcsolat kdzéttiik. A hatizom viszont kdzelebb van a gerinc-
hez és jobban kitett a deformalt gerinc kdzvetlen hatasainak, igy abban nem volt
szamunkra meglepd a magasabb expresszios szint HSP90 héstresszfehérje gén
esetében, amit a stresszre adott valasz jeleként is értelmezhetink.

Egy vizsgalat kimutatta, hogy a HSP90a kifejezetten a zebradanié (Danio rerio)
embridk vazizomzataban fejez8dik ki (Du és mtsai, 2008). A kutatas szerint a
zebradanioé két HSP90a gént tartalmaz, amelyek hasonlé génexpressziés minta-
zattal rendelkeznek. AHSP90a1 kulcsszerepet jatszik a miofibrillum szerelvényben,
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ami a vazizom izomroston bellili 6sszehlzddasra képes alapegysége. A HSP90a1
génexpresszidjanak csdkkentése a vazizomban mozgasképtelen embriékhoz
vezetett. A funkcionalis vizsgalatok azt mutattak, hogy a HSP90a1 génexpresszio
gatlasa er6sen megzavarta az izom fejlédését, mikdzben a HSP90a2 blokkolasa
nem volt hatasos (Du és mtsai, 2008). Ezekbdl a kutatasi eredményeinkbdl arra
a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a hatizomban a HSP90 hésokkfehérjegén
expresszios szintjének megemelkedése a deformalt gerinc hatasaibol adadik, a
sejt- és az izomfunkci6 stabilizalasanak érdekében.

A HSP90 héstresszfehérje gén fontos szerepet jatszik a patogén transzformacié
szabdlyozasaban. A rosszindulatd betegségek jellemzé funkcidi mellett szamos
laboratériumi vizsgalat utal arra, hogy a HSP90 részt vesz a neuronalis fehérjék
funkcionalis stabilitdsanak fenntartasaban, akar mutans, akar tulaktivalt az adott
fehérje, lehetbvé téve és fenntartva a mérgezé aggregatumok felhalmozédasat.
Ezen tulmenéen a HSP90 szabalyozza az 1-es (HSF-1) transzkripcios faktor f6
szabalyoz6génjét, melyet a sejtek a védelemhez hasznalnak, ha stresszes korl-
ményeknek vannak kitéve. Ezek miatt a bioldgiai funkciok miatt HSP90 gatlast
javasolnak, mint a neurodegenerativ betegségek kettds terapias modja (Luo és
mtsai, 2010). A HSP9O0 szerepet jatszhat a normal izomképzés soran, segiti a fe-
hérjék mlkoddésének stabilitasat, ami alatamaszthatja a vizsgalatunk soran észlelt
megemelkedett génexpresszids szintet a hatizom szdévettipusban.

A HSP9O0 védd szerepe a gerinces allatokban el&forduld 6roklédd fejlédési
rendellenességek valtozé penetrancidjanak vagy sulyossaganak tudhatoé be.
A HSP9O0 inhibitor szinteket zebradanidban hataroztak meg. A HSP90-gatlas
csokkentheti a zebrahal fejlédési stabilitasat, a vizsgalatok azt mutatjak, hogy
a HSP90 funkcié enyhe zavarasa a kritikus fejlédési szakaszokban, szamos fej-
I6dési rendellenesség valtozd penetrancigjat és expresszivitasat tamasztja ala,
ahol a genotipus és a kdrnyezet kdzotti kdlcsdnhatas is fontos szerepet jatszik.

2. abra HSPIO relativ kifejezédése a vizsgalt szévettipusokban
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Figure 2. Relative expression level of HSP90 in each studied tissue types
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deformed group (6)
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Stresszhelyzetekben a HSP90 hd@stresszfehérje gén expresszids szintjének
csoOkkentését vélték felfedezni. Az eredmények azt mutattak, hogy a gerinces
allatokban a HSP9O0 képes a diszkrét kvalitativ morfoldgiai jellemz8k fenotipusos
variabilitasat pufferelni, kiilalakilag aszimmetrikus egyedeket eredményezve (Yeyati
és mtsai, 2007). Tehat a 2. abran lathaté deformalt csoportok csdkkent HSP90
relativ génexpresszios értékét magyarazhatjak a fenti informéaciok, miszerint
a stresszhelyzetekbdl adédoé kulalaki elvaltozasok dsszefliggésben allnak az
alacsonyabb HSP90 héstresszfehérjegén expresszids szinttel agyveld és vér
szOvettipusban. Ennek igazoladsa azonban kiterjedtebb, tovabbi szdveteket és
magasabb elemszamot alkalmazé vizsgalatokat igényel.

A relativ génexpresszio szintjei és a gerincoszlop elemtartalma k6zotti
kapcsolatok

A 2. tablazatban az mRNS-szintek és a gerinc makro- és mikroelem tartalmanak
statisztikailag szignifikans kapcsolatai lathatéak a lineéris regresszié és a Spearman-
féle korrelacié alapjan. A halakban az asvanyi anyagoknak is fontos szerepuk van
az ozmoregulacidban és a vazképzésben, valamint a kdztes anyagcsere folyama-
tokban is. Viszonylag nehéz tanulmanyozni a halak megfeleld és karos asvanyi
szlkségleteit, de rendkivil érdemes, ugyanis egyes asvanyi anyagok nagyon kis
mennyiségben, mas asvanyi anyagok pedig jelentds mennyiségben szilkségesek
szamos élettani folyamathoz (El-Sadaawy és mtsai, 2013; Sfakianakis és mtsai, 2015).
A takarmanyozasi hibak sulyos asvanyianyag-hianyhoz vezethetnek, ami a halak
vezethet szamos egyéb betegségen kivil (Koumoundouros és mtsai, 2002). Az ilyen
tipusu 6sszefliggés vizsgalatokra pedig a korrelacio vizsgélatok a legalkalmasab-
bak. A tablazatban lathatd, hogy t6bb esetben kimutathatd 6sszefliggés volt az
egyes gének klilonbozd szévetekben mért relativ expresszidja és a gerincoszlop
asvanyianyag tartalma kdzott, tovabba minden esetben erés kapcsolat volt a valtozok
kozott. Osszesen 10 esetben volt szignifikans kapcsolat, mely soran legtdbbszér a
hatizom allt kapcsolatban a gének expresszidjaval és a gerinc elemtartalmaval (7
eset), melybdl csak 2 esetben fordult elé kapcsolat a normal csoportban, a tébbi
eset mind a deformalt csoportokra volt jellemzé. Legkevesebb alkalommal pedig az
agyvel6 allt kapcsolatban a gének expresszidjaval (1 eset). A hatizomban a HSP70
erds negativ korrelaciéban allt a gerincoszlop réz tartalmaval a deformalt csoportban
(r=-0,901; p=0,014), illetve a hatizomban szintén negativ korrelacié mutatkozott a
foszforral a deformalt csoportban a HSP70 génben (r=-0,883; p=0,020). A t6bbi
esetben az 6sszefliggések kdzott pozitiv korrelacio volt. A normal csoport hatizom
szOvetében példaul a HSP70 expresszidja és a kalium koncentracié alltak erds,
pozitiv kapcsolatban (r=0,811; p=0,050). llletve magas, pozitiv korrelaciot detektal-
tunk a normal csoport hatizom szévet HSP90 gén expresszidja és a gerincoszlop
kalium tartalma kozétt (r=0,970; p=0,001). A HSP90 gén a deformalt csoportban
magas korrelaciét mutatott vérszévetben a kaliummal (r=0,829; p=0,042). A defor-
malt csoportban mért legalacsonyabb regressziés érték az agyvelé HSP90 mRNS
szintje és a gerinc vastartalma kéz6tt volt (R?=0,668; p=0,047). A legmagasabb
regresszio pedig a deformalt csoport hatizom szévetében a HSP70 kifejez6dés és
a kalcium kozott fordult elé (R?=0,780, p=0,020).
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2. tablazat
Az mRNS-szintek és a gerincoszlop mikro- és makroelem-tartalmanak kapcsolatai linearis
regresszid és a Spearman-féle korrelacié alapjan

Linearis Regresszio (5) Spearman féle korrelacié

(6)

Szovet (1) | Gén (2) | Elem | Csoport | p-érték | R?(8) | Korrigalt | rho korrelacios | p-érték
3) (4) (7) R2 (9) egyUtthato (10) (7)

hatizom HSP70 Ba | deformalt | 0,036 | 0,706 | 0,632
(11) (14)

hatizom HSP70 Ca deformalt | 0,020 | 0,780 0,725
hatizom HSP70 Sr deformalt | 0,035 | 0,713 | 0,641

agyvelé HSP90 Fe | deformalt | 0,039 |0,695| 0,618
(12)

hatizom HSP70 | Cu | deformalt -0,901 0,014

hatizom HSP70 K normal 0,811 0,050
(15)

hatizom HSP70 P deformalt -0,883 0,020

vér (13) HSP90 K deformalt 0,829 0,042

hatizom HSP90 K normal 0,970 0,001

vér HSP90 S normal 0,819 0,046

Table 2. Relationship between mRNA levels and spinal micro- and macroelement content based
on Linear Regression and Spearman Correlation

tissue (1); gene (2); element (3); group (4); Linear Regression (5); Spearman’s correlation (6); p-value
(7); R2-value (8); Adjusted R-squared (9); rho Correlation Coefficient (10); back muscle (11); brain
(12); blood (13); deformed group (14); normal group (15)

KOVETKEZTETES

Osszességében elmondhaté, hogy a két vizsgalt héstressz gén miikddése
szOvetenkeént eltérd volt. A HSP70 expresszidja a deformalt csoportban minden
esetben magasabb értéket mutatott a normal csoporthoz képest, ugyanakkor
ezek a kulénbségek nem voltak statisztikailag szignifikansak. Az eredményeket
az irodalmi adatokkal 6sszevetve elképzelhetd, hogy a deformalt egyedek eseté-
ben elindulhatott a génnek a biomarker funkcioja, igy a megjelend egészséguligyi
karosodas jelzése soran valtozott a génexpresszié mértéke is. llletve a megndve-
kedett relativ expresszids szintet okozhatta az is, hogy a sérlt fehérjék tovabbi
HSP70 aktivitasat valtottak ki.

A HSP90 gén relativ expresszidjanak mértéke a vér és agyveld szdvetekben
alacsonyabb értékeket mutatott a deformalt csoportban a normal csoporthoz
képest. A hatizom szdvetben viszont a deformalt csoport értéke volt magasabb.
A HSP90 génnek fontos szerepe van a normal izomképzésben, illetve segiti a
fehérjék funkcidjanak stabilitasat, ezért az altalunk kapott eredmény ésszhangban
volt elézetes varakozasainkkal. A vér és agyveld szdvettipus esetében eléforduld
alacsonyabb kifejez6dési szint pedig a szignal transzdukci, protein-tirozin kinaz
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receptoranak nem megfeleld mikddésébdl adddhat, melyek hozzajarulnak a
gerincoszlop deformaltsdgahoz. Fontos kiemelni, hogy egyik vizsgalt gén relativ
expresszidja esetében sem sikerllt szignifikdns mértéki kilénbségeket kimutatni
avizsgalati csoportok kozott. A statisztikailag igazolhato kiilénbség hianyara egy-
arant magyarazat lehet a biolégiai kapcsolat hianya és a jelen vizsgalatban alkal-
mazott alacsony elemszam is. Ahogy a bemutatott irodalmi adatok alatamasztjak,
a bioldgiai kapcsolat nem zarhaté ki, igy a kérdés eldéntése érdekében javasolt
lenne a vizsgéalatsorozat megismétlése nagyobb elemszam alkalmazéasaval.

A gerincoszlop makro- és mikroelem tartalmanak vizsgalata izgalmas eredmé-
nyeket szolgaltatott. A legtdbb kapcsolatban a hatizom volt érintett, ami megfelelt
az el8zetes varakozasainknak, mivel a hatizom a legkozelebb elhelyezkedd szdvet
a gerincoszlophoz, amiben pedig a makro-, illetve mikroelemek nagy hanyada
raktarozodik. Erdekes volt, hogy csak 2 esetben volt szignifikans kapcsolat a
normal csoportban, a tobbi szignifikdns kapcsolat esetében a deformalt csoport
volt érintett. Az elemek tekintetében a kalium volt a leggyakoribb eléfordul6
makroelem, mely a hatizom és vér HSP génjeinek relativ expresszidjaval allt gyak-
ran igazolhat6 6sszefliggésben. Mindharom esetben erds pozitiv korrelacié volt
ajellemzd. A sejtek normal mikddéséhez szlikséges az, hogy az 6ket korilvevd
membran két oldalan elektromos tdlteés alakuljon ki, mely elsGsorban a kalium
megoszlasatdl fiigg (Kowey, 2002). Eppen ezért a kalium kulcsfontossagu az olyan
szovetekben, melyekre a gyors elektromos potencial valtozas a jellemzd, tehat
példaul az ideg és izomszovetek miikddéséhez elengedhetetlen. Tovabba fontos
a szervezet vércukorszint szabalyozasaban is (Kowey, 2002), igy ezzel magya-
razhat6 lehet a deformalt csoportban fellépé magas korrelacidja a vérszévetben.
A tovabbiakban pedig a normal csoport esetében volt 6sszefliggés a hatizom és
a kalium kdzott, ami jelentheti azt is, hogy az egészséges egyedekben mikddott
megszokott mddon a kalium. Partridge és Lymbery 2008-ban sés talajvizben
torténd kélium kiegészités hatésait vizsgélték az ézsiai stigér (Lates calcarifer)
kdzegekben vizsgaltak a halak novekedesre illetve fizioldgiai reakciokra adott
valaszait. Higitatlan talajvizet (45 ppt) nem hasznéltak a kisérlet soran, ugyanis az
az egyedek nagyfok( mortalitdsat okozta egy korabbi kisérletben (Partridge és
Creeper, 2004). Osszesen 4 fokozatot allitottak be a kalium kiegészités szempont-
jabél, ennek megfeleléen higitottak is a sos talajvizet kiérmentesitett csapvizzel.
Az 50%-0s kalium-egyenérték( vizben a halak 4 hétig éltek, de a testsulyban nagy
fogyas kovetkezett be. A 75%-0s és 100%-0s egyenértékl vizben a halak hizast
és jo kondiciét mutattak. A vérplazma kalium homeosztazisat ezekben a halakban
a vazizomzat pufferelésével tartottak fenn. Az emlitett kisérletek alatamasztjak a
kalium fontossagat, ugyanis Partridge és Creeper 2004-ben végrehajtott kisérlete
sorén a kérszévettani vizsgélat a vézizomzat s(JIyos degeneréciéjét és nekrézisat,
kovetkeztetésre jutottak, hogy a nagyfokd mortalitas 6 oka a viz alacsony kallum-
szintje altal kivaltott csontrendszeri myopathia volt (Partridge és Creeper, 2004).
Mivel az egyedek ellenérzétt korlilmények kozott, nem szennyezett terlileten és
vizben voltak tartva, igy valdszinlleg ezért nem alakultak ki egyéb, kulénleges
mintazatok a makro- és mikroelemek tekintetében.
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Eredményeink ravilagitanak a héstressz gének komplex élettani szerepére és a
gerincdeformitas genetikai hatterének bonyolult dsszefliggéseit is sejtetik. Javasol-
juk tovabbi vizsgalatok elvégzését a témaban, melyek az itt felvetett kutatasi iranyok
kiteljesitését szolgalnak. A klildnb6zé héstressz gének relativ expresszéjanak és a
gerincdeformitas 6sszefliggéseinek igazolasara nagyobb elemszamu, és a jelen
tanulmanyban bemutatott két HSP génen tul tovabbi héstressz gének bevonasa
indokolt lenne. Hasznos informaciokkal szolgalhatna a génexpresszios eredmé-
nyek és a hatizom szdvet kllénb6z6 elemtartalmakra vonatkozé koncentracidinak
Osszevetése, tehat a két vizsgdlattipust egyazon szdvetben elvégezni, az esetle-
ges kozvetlen kapcsolatok feltarasara. Megitélésink szerint ezek a vizsgalatok
a jov8ben az intenziv haltermeld rendszerek szamara is adaptalhaté gyakorlati
eredmények megszlletéséhez vezethetnének a jelentds gazdasagi karokat okozé
gerincdeformitas jelenségének visszaszoritasa érdekében.
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