A halembriok szerepe a molekularis
toxikologiai vizsgalatokban
- kihivasok és megoldasok-

Csenki-Bakos Zsolt
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Alternativ modellek

Sejt- és

szovettenyészetek C. elegans

In silico modellezés Halembriok




Danio rerio
(Cypriniformes)
Oryzias latipes

(Beloniformes)

Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes

(Tetraodontiformes ) Development. 2004



Tient pout a sebraddnio?

-Népszer( akvariumi diszhal
-Békés természet

-Konnyen tarthatd, szaporithaté
-Ivari dimorfizmus
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Zebradanio mint modellallat

* OECD altal javasolt toxikologiai modell
* Kis termet
* Rovid generacios id6
* Nagy mennyiségl ivartermék
 ex utero fejlédés, attetsz6 embrid

* teljes genom ismerete

* 2 gének, receptorok, a folyamatok molekularis
biologiai és élettani hattere homoldog az
emldsokkel

* teljes életciklus vizben

* Az embridk és a larvak a taplalkozo kor eléréséig nem
mindsiilnek allatnak!






A laboratoriumi modellek osszehasonlitasa

Toxikoldgiai vizsgalatok megoszlasa: 80% egér/patkany; 10% zebradanié 10%-egyéb (kutya, tm, nyul, béka stb...)

Tartasi koltségek SSS
Toxikoldgiai vizsgalatok ++++

Transzgenikus és mutans vonalak

Célzott génmoddositas
Transient in vivo assay
Alkalmassag atfogd screening
vizsgalatokra




Milyen kihivasokkal kell szembenézniink a zebradanids
toxikoldgiai vizsgdlatoknal?

Az engedélyeztetési folyamatokban
nagyobb presztizs, de allatkisérlet...
Durva vizsgalati végpontok a szabvany
teszteknél

Csak az allat felaldozasa utan
figyelhet6ek meg a szervi elvaltozasok
(kivéve ,,Casper”)

Kisebb elismertség az engedélyeztetési
vizsgalatok soran

Adult vizsgalatokkal sokszor nem korrelalnak
az eredmények (enzimkészlet még mas,
ikrahéj barrier)

Vizes expozicid” miatt a magas szervesanyag tartalmu mintak vizsgalata nehéz
* Kis elfogadottsag a human betegségmodelként
* Mas halfajokra mennyire Gltethet6ek at az eredmények?



Fenotipusos elvdltozdsok keresesenek
IeheTOSege| Zeb rac TUNETERTELMEZG ADULT ZEBRADANIOKHOZ

A hal ,tiinetszegény” modell.

Adult halak esetében ez dltalaban igaz—> az embridkban ML e ——
van lehet6ség erre, de altalaban nem hasznaljak ki.

OECD szabvanyokban is csak 3 fenotipusos végpontot irnak
E|6 hisztis

Vad tipusu és transzgenikus embriokat is hasznalhatunk a
vizsgalatokhoz, de gyakorlat kell hozza.

mberben is van tunetszegeny

de azért nem ez az altalanos
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A fenotipus vizsgdlat erre a jatékra hasonlit:
Keresd a két kiilonbséget a ket kép kozott...

cosmopolitan.hu

... a nehezités csak annyi, hogy senki nem mondja meg el6re mennyi kilonbség lesz.



A zebradadnié embridk egyedfejlédése
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Osztrogénhatdsd anyagokra jellemzé
fenotipusos rendellenességek

Zearalenon (mikotoxin)

2000 pg/l

1000 pg/I

750 pg/l

500 pg/l

250 pg/l

Kontroll

Heart and soul ,-szer(” fenotipus = atipikus protein-
kindz C (aPKC) gén miikodése valtozik ,valdszinlileg”
(epithelidlis szovetek kialakuldsa és szervfejl6dés)

Ha ezeket a tiineteket tapasztaljuk egy Uj vegyuletnél, akkor
érdemes azt 0sztrogénhatasra is tesztelni.

Szabalytalan pigmentacio
ZEA

Kontroll




A 4-etil- benzaldehid (EBA)hatasai

Az EBA:

- Viztisztitasi melléktermék
- lbuprofen bomlasi termék
- Aromaanyag

Génexpresszios valtozas alatamasztasa fenotipusos vizsgalattal
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Legyen LATHATO a ldthatatlan
- Transzgenikus vonalak-

GFP-denved mRFP1-derived Evolved by SHM
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A 3-amino-9-etilcarbazol (3A9EC) 2

hatdsa az érfejlodésre i,

Ez is viztisztitasi melléktermék
A hatasok vizsgalata: v.vérsejt- és ér-transzgenikus vonalakon Kontroll

Bright Field GFP RFP RFP GFP

=
=)
g
.ET
<
: |
&

Olyan hatasait irhatjuk le egy vegyuletnek, amit vad tipusu vonalon nehezen
lathatunk.



Kornyezeti mintdk (xenodsztrogén) vizsgalatanak
nehézségei

Tobb szaz molekula rendelkezik
hormonhaztartast megzavard hatassal

A vegyiiletek szerkezeti valtozatossaga miatt
kiilonb6z6 analitikai modszerek sziikségesek
a kimutatasukhoz

Kornyezeti mintakban keverékek formajaban
vannak jelen a vegyiiletek

A hatas oldalrél torténd megkozelités egyfajta
megoldast jelenthet a problémara—
transzgenikus biomarker modellek

, hulladéklerakdk (1), szennyviztisztité telepek (2), ipari
hasznalata tevékenység (3), haztartdasok és kdérhdzak elfolyd vize (4),
allattarté telepek (5) szantofoldek, gabonatdrolék(6)

Kép: Csepeli Andrea



Tg(vtgl: mCherry) 6sztrogén hatdst kimutaté
transzgenikus bioszenzor zebraddnidé vonal

Vitellogenin — 6sztrogénfiiggl =P Kifejezodése majspecifikus

vtgl promoter mCherry

Egy élettani folyamatot teszlink Iathatova

Kontroll 100ng/I E2

A jel er6sségének kiértékelése egyszerd,
integrdlt denzitas érték (ID) alapjan
fényképrdl (Imagel szoftverrel)

*A vonal elkésziilte utan még
modszerfejlesztések és validalasok
sziikségesek

A fluoreszcens jel megjelenését
szamosbioldgiai tényez6 befolyasolja




17-B-0sztradiol

Szennyviz-
tisztito teleprol
elfolyo vizben
(0,02 - 0,15 pg/1)
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Valéban hasznalhaté kornyezeti mintakon?

» 5 szennyviz minta (pelyhes, eleveniszapot is tartalmazé fazis)

* Vizsgalat az uj vonallal és 6sztrogénhatast kimutato élesztével
(BLYES)- validalas
e Osztrogénhatds mindkét mddszerrel 1 mintdban
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Mi a helyzet kifejlett korban?

Kontroll 100 ng/l E2 5 ng/l E2

mCherry

BF +
mCherry




In vivo ovotestis modell kialakitasa

» Ovotesztisz: here- és petefészekszovetet egyarant tartalmazo belsé
nemi szerv

* Him halaknal gyakran el6fordul kornyezeti 6sztrogénterhelés hatasara
e Kimutatasa szovettannal - az allat felaldozasaval jar
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A CSILTI (Chili) vonal

Casper: mitfa*w2/w2; mpv1l7”2a9/a9 Csili= mitfa*w2/w2; mpv17/7a9/a9; Tg(bact:YFP; vtgl:mCherry)




Fejleszthetiink él6helyeket toxikoldgiai vizsgalatok
segi’rségével? (amikor feliil kell vizsgdlnunk a modelliink eredményeit...)

» Mintavételi pontok

~
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1 - Kerekudvar hid felett <+ Domolyko (Squalius cephalus)
2 - Kerekudvar hid Uledék kontakt vizsgalat (vizes fazis)

3 - Kerekudvar hid alatt Uledék kivonat vizsgalat (olddszeres fazis)



Uledék kontakt teszt eredményei

Uledék kontakt teszt B Domolyks
I Zebradanid|

| H " H " H “ H " H " H ” H " H |
0.1 0.25 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Koncentracio (g)

F - Kerekudvar hid felett H - Kerekudvar hid A - Kerekudvar hid alatt



Szerves kivonat teszt eredményei

Szerves kivonat teszt

Il Domolyko
I Zebradanié

Tuleles (%)

F H A JLF H A JLF H A JLF H A JLF H A
3.75 7.5 15 30 60

Koncentracio (mg/L)

F - Kerekudvar hid felett H - Kerekudvar hid A - Kerekudvar hid alatt



A domolyko is alkalmas modell, de...

Kontroll




Hogyan vizsgdl junk magas szervesanyag tartalmd mintdkat?

Magas szervesanyag tartalmu oldatok teszelésére alkalmas
modszerek jellemzoi:

« EXxpozicio kezdete 4 - 128 sejtes allapotban (termékenyulést kovetd 4.
oraban az embriok tulélése magasabb (Geller és Heinrichsdorf 2001))

* Az embriok meéretéhez viszonyitva nagy térfogatban kell elvégezni

* Vizsgalati anyagot higitani kell — nagy mennyiségu hulladék keletkezik
» Az expozicio 48- 120 ora, az elGirt vizsgalati végpontok szama csekély
« Oxigénhiany léphet fel a tesztkozegben




Toxikologiai vizsgdlatok halakon
mikroinjektalas segitségével - a kezdetek-

Szivarvanyos pisztrang 1994 Indole-3-carbinol, AFB1 indole-3-carbinol Dashwood et al.
embrid antikarcinogenitas aktivitas

vizsgalata
Zebradanié, medaka 1997 HCB, TCDD, toluene, karciovascularis defektusok Mizell és Romig
embrio benzene, ezek

keveréke

Ezustlazac embrio 1988 AFB1 majkarosodas Black et al.
Medaka, guppi larva 1988 Benzo(a)pyrene maj karcinogenitas
Szivarvanyos pisztrang 1994 PAH, PCB EROD aktivitas és mortalitasEngwall et al.
embrio
Zebradanié embrio 1999 4-chloroaniline maj és kopoltyu citopatoléogiaBurkhardt-Holm

€s regeneracio et al.
Szivarvanyos pisztrang 1988 Benzo(a)pyrene karcinogenitas vizsgalat Black et al.
embrio
Medaka embri6 1995 pentachlorophenol PCP hatas vizsgalat Helmstetter et al.
Szivarvanyos pisztrang 1998 AFB1, klorofillok Klorofillok kemopreventiv  Dashwood et al.
embrio hatas az aflatoxinra
Szivarvanyos pisztrang 1999 Arzén maj hiperplazia és vese Kotsanis és
embrio fibrézis lliopoulou-

Georgudaki



Miért nem terjedt el a kezdeti probalkozasok utan?

« Magas mortalitasi értekek jelentkeztek még a kontroll csoportok
eseténis

« |dbigényes modszer tartottak

« Akapott eredmenyek ertékelése nehézkesnek tiint — korrekcio a
kontroll csoport mortalitasi eredményeivel.

Mivel érvelnek manapsag a moédszer ellen? (Hatranyok)

« Nem alkalmazhato dozis-hatas 0sszefliggés meghatarozasara
« Aszik kiaramolhat az injektalas helyén

» Kicsi cseppmeret valasztasa a kapillaris eltomodesét okozhatja
 Nem tarthato a csepp merete az injektalas soran

 Nem termeészetkozeli vizsgalat



Bizonyitsuk be, hogy mégis j6 médszer, a t6bbit
meglat juk...

Koncentrécistarté-e a médszer? (IGEN) Van-e negativ hatasa 6nmaganak az injektalasnak? (NINCS)
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Droplet volume deviation (nL)

0.52 1.77 417
Nominal droplet volume (nL)




Gyakorlati felhaszndlds: Toxinbonté
mikroorganizmusok mindsitése 3 |épésben
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Allattarté telepek karnyezeti terhelése
0sztrogénhatds szempontjabdl

Az allattarto telepeken jelentds mennyiségli tragya keletkezik, melyet szerves tragyaként
szivesen hasznalnak fel a novénytermesztésben.

A mezdgazdasagi hulladékok, példaul a szarvasmarha-gazdasagok tragydja, azonban a
természetes €s szintetikus szteroid 0sztrogének €s nem szteroid tipusu
Osztrogénvegyiileteknek 1s a forrasai.

Egy telep 0sztrogen kibocsatasat (takarmanyozas, ¢letkor, allomanynagysag, vemhes allatok
szama stb.), valamint az 0sztrogénhatasu anyagok kornyezeti sorsat is szamos tényezo
befolyasolja (pl. talaj tulajdonsagai, mikrobioldgiai tényezdk, iddjaras stb.).

A tragyaban nem csak 0sztrogenhatasu vegyiiletek talalhatoak €s ezek befolyasolhatjak a
hatasukat.



Na vizsgadljuk csak meg halon is...

YES test

-,

I 32/32
> estrogenic

00000000

20/32
estrogenic

A

12/32
non estrogenic

J




4 teleprol mintai

WERES
szervesanyagtar
talm minta —
mikroinjektalas
sal vizsgaltuk

A modszer
kialakitasahoz és
validalasahoz
YES teszt

A YES tesztben
minden minta
pozitiv volt

Allattarté telepek kornyezeti terhelésének vizsgdlata
0sztrogénhatds szempont jdbdl

Integralt denzitas
o

Integralt denzitas
o« B @

o

Osztrogénhatas igazoldsa 20 minta estében (6sszes mintaszam:32)

K1
2017.01.

Elemzés egy , Cut-off formula” segitségével: (MEAN + 3 x SD) of negative controls Classen et al. (1987)

Telep-1 (K)

K2 K3 K4 Abs C
2017.03. 2017.05. 2017.07.

Mintak

Telep-3 (S)

S2 S3 S4 Abs C
2017.03 2017.05. 2017.07.

Mintak

-+Hig
=Iszap

Telep-2 (V)

Integralt denzitas

\al v2 V3 V4 Abs C
2017.01. 2017.03. 2017.05. 2017.07.

Mintak
Telep-4 (Sz)

Integralt denzitas
g &8 8
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-
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Sz1 Sz2 Sz3 Sz4 Abs C
2017.01. 2017.03. 2017.05. 2017.07.

Mintak

+Hig
=|szap

A higtragya
termotalajra
torténo kijuttatasa
kockazatot rejthet
magaban
0sztrogénhatas
szempontjabol.

Tragyakezelési
eljarasokat
tesztelhetiink a
vizsgalattal



A Kklasszikus és a fluoreszcens megfigyelések talalkozasa

A mintak hepatotoxikus hatasa befolyassal van az 6sztrogénhatas kimutatasara
Publikalas folyamatban



Mire j6 még az injektalas?
Kornyezeti baktériumok virulencidjanak mérése

Vlrulenaavnzsgalatok eredmenyen a tulelt egyedek %-a alapjan
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virulencia kategoéria  tualélési arany

avirulens 100-75%

kozepesen avirulens  74-50%

kozepesen virulens 49-25%
24-0%




Hogyan noveljik a zebradanio modell elfogadottsagat

novekedése
tesztelt vegyiiletek eredményeinek kozvetlen felhaszndldsa klinikai tesztelésben

doi:10.1093/brain/aww342 BRAIN 2017: 140; 669-683

A JOURNAL OF NEUROLOGY

Clemizole and modulators of serotonin

signalling suppress seizures in Dravet syndrome

Aliesha Griffin,' Kyla R. Hamling,' Kelly Knupp,? SoonGweon Hong,? Luke P. Lee® and
Scott C. Baraban'

vet syndrome is a catastrophic childhood epilepsy with early-onset seizures, delayed language and motor development, sleep
disturbances, anxiety-like behaviour, severe cognitive deficit and an increased risk of fatality. It is primarily caused by de novo
mutations of the SCN1A gene encoding a neuronal voltage-activated sodium channel. Zebrafish with a mutation in the SCN1A
homologue recapitulate spontaneous seizure activity and mimic the convulsive behavioural movements observed in Dravet syn-
drome. Here, we show that phenotypic screening of drug libraries in zebrafish scz1 mutants 1 ly and successfully identifies new
therapeutics. We demonstrate that clemizole binds to serotonin receptors and its antiepileptic activity can be mimicked by drugs
acting on serotonin signalling pathways e.g. trazodone and lorcaserin. Coincident with these zebrafish findings, we treated five
medically intractable Dravet syndrome patients with a clinically-approved serotonin receptor agonist (lorcaserin, Belviq™) and
observed some promising results in terms of reductions in seizure quency and/or severity. Qur findings demonstrate a rapid path

from preclinical discovery in zebrafish, through target identification, to potential clinical treatments for Dravet syndrome.




Személyre szabott gydgydszat
-Avatar modellek-

A modszer |ényege, hogy rdkbeteg pdciensek tumordbdl izoldlt
sejteket (ltetnek be egér/patkdny egyedekbe. Miutdn a tumor
kialakult benniik, kikisérletezhetik rajuk a legmegfelelébb gydgyitdsi
mdédszert. A médszer miikodik, azonban igen koltséges és idGigényes.




Gyorsabb kiértékelés
Olcsobb vizsgdlati alany
Nagyobb mennyiség(i tesztelési lehetéség

5 napos kor elétt gyakorlatilag nincs immunrendszere a
halaknak

Allatvédelmi torvények nem szabdlyozzdk

Human sejtek --- Zebradadnié sejtek hémérsékletigénye
eltéré - ez a probléma jelenleg még megolddsra var

© 20th Century Fox



MiRNS-ek alkalmazdsa a tumor diagnosztikaban és
terdpidban

mir-91,

, mir-211, mir;';?f’él({”’
MRNS lebontas mir-17-92t, mir-211,

mir-34) mir-200]

MIRNS

mir-211, )
mir-15-16}, mir-2101,
mir-34 mir-17-921

Jimils _==lﬂ_—.ﬂ._,ﬂ__ﬂ.

fehérje szintézis
gatlasa fontos szabalyoz6 szerep a
tumorok kialakulasa soran

tumor diagnosztika

tumor terapia



Kombinalt mikotoxinkezelések hatdsa a miR-731 miRNS
expresszidjdra és a vese fejlodésére Tg(wt1l:GFP) embridkban

Génexpresszios valtozas alatamasztasa fenotipussal
Ochratoxin (OTA) — vad tipusu vonalon ez nem lenne megfigyelheté

miR-731 | OTA OTB OTC CIT DHC

PRgiga |
p-STA'I; 1 ;AKT |

Renal defects
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KONTROLL OTA oTB cIT DHC OTA+OTB OTA+OTC OTA+CIT OTA+DHC
e Control  OTA+OTB OTA+OTC OTA+CIT OTA+DHC
Expozicio Koexpozicio
A miR 731- vizhaztartast, OTA: 0,23 uM 0,23 uM OTA + CIT: 3,125 uM
szervefejl6dést befolyasold OTB: 2,58 uM 0,23 uM OTA + DHC: 3,125 uM Fejlesszlink ilyen
Utvonlon keresztiil hat. OTC: 0,055 nM 0,23 uM OTA + OTB: 2,58 uM markereket eml6sre halon!
Lehet?
(Wu et al. 2016) QT: 3,125 uM 0,23 uM OTA + OTC: 0,055 nM
lgen ©
DHC: 3,125 pM




Hozzuk kozelebb egymdshoz az halembrié és az adult hal
eredményeket (és ha lehet, az emldst is...)

SOS- Chromotest

embryo microinjection

SOS inducing potency
(SOSIP)

AFB1 ®  AFB1+S9 T

STC e STC+S9 T

mortality

4

AFB1 4 AFBT +89?

STC +4 STC+S9 T

sub-lethal effects

malformations are similar

DNA double strand breaks

AFB1 e AFB1+S9e

STC e STC+S9 T



Sikertlt ©...

C Control

AFB1+S9

Frequency (%)
Frequency (%)

Dose (nL) Dose (nL)

STC STC+S9

Frequency (%)
Frequency (%)

STC+S9

Dose (nL) Dose (nL)




Koszonom szépen a megtiszteld figyelmet!
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