’l WYDZIAt NAUK O ZYWNOSCI

| RYBACTWA
Lachodniopomorski Wydziat
Uniwersytet Nauk o Zywnosci
Technologiczny i Rybactwa

Remigiusz Andrzej Panicz

Zastosowanie metody real-time PCR oraz
kompetycyjnego testu ELISA do okreslenia potencjatu
wzrostowego lina Tinca tinca L.

Application of real-time PCR and competitive ELISA assays for testing
specific growth rate of tench (Tinca tinca L.)

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem:
Dr hab. inz. Jacka Sadowskiego, prof. nadzw.
w Zaktadzie Akwakultury

Szczecin 2010



Serdecznie dziekuje

Dr hab. inz. Jackowi Sadowskiemu, prof.
nadzw., za cenne uwagi, wytrwatos¢ oraz wole
walki W ksztaltowaniu niniejszej dysertacyi,
ponadto pracownikom Zaktadu Akwakultury
za wsparcie merytoryczne.



Prace dedykuje najblizszym, ktorzy
swym wsparciem wnieSli w niq
najwiecej.



Ich bedanke mich ganz herzlich bei
Herrn Dr. med. vet. Sven M. Bergmann fiir die

wertvollen praktischen und sachlichen Bemerkungen

bei der Gestaltung der vorliegenden Arbeit.



SPIS TRESCI

Lo WSTEP .ottt ettt et nne s 7
2. CEL PRACY ottt b et be e 10
3. BUDOWA | FUNKCJONOWANIE OSI SOMATOTROPOWEJ U RYB........ 11
4. MATERIAL I METODY ....oooiiiiiiiiiiiii ittt 18
4.1 Klasyfikacja taksonomiczna badanego gatunku lina...........cccccevvvevviieieeiesiennnn, 18
4.2 Okreslenie sekwencji genu hormonu wzrostu lina. Model struktury
tzeciorzedowej bialka hormonu WZrostl ........ccccovcviiiiiiiiiin i 18
4.2.1 Material do badan ..........coceiiiiiiii i 18
4.2.2 Izolacja oraz ocena wyizolowanego DNA............cooiiiiieneneeeee 19
4.2.3 Projektowanie starterow oraz fancuchowe reakcje polimeraz....................... 20
4.2.4 Poréwnanie mRNA gh lina wzglgdem innych gatunkow ryb .........ccccceeeenee. 26

4.2.5 Modelowanie struktury przestrzennej biatka oraz weryfikacja poprawnosci
OtrZYmManNEgo MOUEIU.........cviiiiciece et 27

4.3 Kontrola jednorodnosci genetycznej osobnikow dos§wiadczalnych metoda PCR-
RFLP. Pomiar aktywno$ci genu hormonu wzrostu linow metoda qPCR. Ocena
zalezno$ci migdzy hormonem wzrostu a insulinopodobnym czynnikiem wzrostu typu

I w osi somatotropowej lina za pomoca testu ELISA........coooooiiiiiiiiiiiieeee 28
4.3.1 Selekcja osobnikow lina do czgs$ci do§wiadCzalng].......ccocevvviivivivnieienn, 28
4.3.2 Wybdr osobnikéw do oceny przydatnosci metod izolacji RNA.................... 28
4.3.3 Ocena jednorodnosci genetycznej metoda PCR-RFLP ..., 29

4.3.3.1 Izolacja DNA, ocena otrzymanych izolatow oraz amplifikacja genu nd-1
FIN8 s 29
4.3.3.2 Dobor enzymow restrykcyjnych oraz analiza PCR-RFLP genu nd-1 lina
............................................................................................................................ 31
4.3.4 Przygotowanie uktadu doswiadczalnego, jego przebieg oraz pobor prob do
DAAAN ... e nr e 35
4.3.4.1 Uklad oraz funkcjonowanie doswiadczenia ...........ccoocvveiiininiiiciinnnennn, 35
4.3.4.2 Pobor oraz zabezpieczenie prob do analiz..........cccocevivviiiiiiiiciieinen, 36
4.3.5 Ocena skutecznosci metod izolacji catkowitego RNA ..........cccooviiiiiiennns 37
4.3.5.1 Izolacja catkowitego RNA metoda kolumnowa ...........ccocceeeviiiiinnennnn. 38
4.3.5.2 Izolacja catkowitego RNA Trizolem™ ...........cocooorvveeeonreeeneeensesinneane, 38
4.3.5.3 Ocena wydajnosci porownywanych metod izolacji RNA ...................... 39
4.3.6 Pomiar aktywno$ci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR w
doswiadczalne] grupie lINOW .......cccocviiiiiiiiiiiiii s 40
4.3.6.1 Izolacja oraz ocena izolatdw RNA ........ccccoeiiiiiiiii e 40
4.3.6.2 Przygotowanie rozcienczen IC-2 EGFP RNA oraz GH RNA lina......... 40
4.3.6.2.1 Charakterystyka i wykonanie rozcienczen dziesigtnych konstruktu
IC-2 EGFP RNA ..ot bbbt 40
4.3.6.2.2 Wykonanie rozcienczen dziesi¢tnych z matryc RNA po in vitro
TFANSKIYPCTE 1ottt 41



4.3.6.3 Pomiar aktywno$ci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR........ 44
4.3.7 Okreslenie tendencji zmian GH 1 IGF-I za pomoca kompetycyjnego testu

B S A . bbb e nns 46
4.3.7.1 Przygotowanie prob watroby oraz krwi do analizy. ............cccevvveeiinnns 46
4.3.7.2 Okreslenie stezenia GH 1 IGF-I w prébach plazmy krwi oraz watroby . 47

S.WYNIKI Lottt ee e 49
5.1 Okreslenie sekwencji genu hormonu wzrostu lina. Model biatkowy hormonu
WZEOSEU. ..t s 49

5.1.1 Ocena czystosci otrzymanych iZolatOW. ..........cccovveriiiiiiiiiiciccec e 49

5.1.2. Projektowanie starteréw oraz tancuchowa reakcja polimerazy................... 50

5.2 Kontrola jednorodnos$ci genetycznej osobnikow doswiadczalnych metoda PCR-
RFLP. Pomiar aktywnosci genu hormonu wzrostu linow metoda qPCR. Ocena
zalezno$ci migdzy hormonem wzrostu a insulinopodobnym czynnikiem wzrostu typu

I w osi somatotropowej lina za pomoca testu ELISA. ... 67
5.2.1 Ocena otrzymanych 1zolatow DNA ..........ccooiiiiiiiiii e 67
5.2.2 Amplifikacja genu nd-1 doswiadczalnych osobnikéw lina..........c.ccecvreennenn 67
5.2.3 Analiza dtugos$ci fragmentow restrykcyjnych w obrebie genu nd-1 ............. 68

5.3 Ocena przydatno$ci metod izolacji RNA.........ccoiiiiiiiiii s 72

5.4 Pomiar aktywnosci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR

W do$wiadczalne] grupie HINOW........cocuieiiiiiiiiie e 74
5.4.1 Izolacja i ocena uzyskanych izolatow RNA .........cccoovviiiiiieinieece 74
5.4.2 Krzywe standardowe dla reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym........... 75

5.5 Pomiar stgzenia GH 1 IGF-I w probach krwi oraz watroby do$§wiadczalnych linéw

metoda kompetycyjnego testu ELISA ... 81
5.5.1 Stgzenie hormonu wzrostu w plazmie krwi oraz watrobie, a do§wiadczalny
WATTANT TEMPETATUNY ....cvieieeec ettt 81
5.5.2 Stezenie insulinopodobnego czynnika wzrostu typu I w plazmie krwi oraz
watrobie, a doswiadczalny wariant temperatury..........ococvreeiinieinieeiieiesee e 83
5.5.3. ANaliza StatySLYCZNG ....cc.ooveiviiiiiiiiieiee e 85

B. DYSKUSIA Lo 87
T WWINTOSKI ... 98
8. PISMIENNICTWO ........ooooviiiieeieiieeeeeeeeeesee e tes e aen st 99
9. STRESZCZENIE ... 116
10. SUMMARY .ottt bbbt 118



1. WSTEP

Historia chowu ryb w Polsce sigga poczatkéw ubieglego tysiaclecia, Kiedy to
w przyklasztornych stawach przetrzymywano ryby jako jedno ze zrddet pozywienia,
z ktorych najbardziej ceniono takie gatunki jak: karpie, sumy, liny, sandacze, szczupaki
oraz pstragi (Guziur i in. 2003). Wedtug Lirskiego (2007), nasza rodzima akwakultura
jest waznym sektorem produkujacym zywno$¢, gdzie gldwnymi gatunkami
hodowanymi sa karp (Cyprinus carpio) oraz pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss),
aw mniejszym stopniu sum afrykanski (Clarias gariepinus). W celu poprawy
konkurencyjnosci polskich gospodarstw wprowadza si¢ do produkcji dodatkowe
gatunki, takie jak amur Dbialy (Ctenopharyngodon idella), tolpyga pstra
(Hypophthalmichthys nobilis), totpyga biata (Hypophthalmichthys molitrix), lipien
(Thymallus thymallus), pstrag zrédlany (Salvelinus fontinalis), czy kara$ srebrzysty
(Carassius auratus gibelio) (Grabowska i in. 2008). Jednak, aby nowe gatunki ryb
trafity na stot konsumenta, musza speini¢ kilka warunkow. Pierwszy z nich to
optacalno$¢ chowu, ktory nie moze przynosi¢ strat, kolejny to wzglednie krotki czas
uzyskiwania masy towarowej ryb, nastgpnie walory smakowe migsa oraz minimalna
ilo$¢ osci, pozwalajaca na tatwe przygotowanie i konsumpcjg.

Gatunkiem ryby, ktory od zarania polskiego rybactwa jest obecny
w gospodarstwach rybackich, jest lin (Tinca tinca). Ryba ta, w dawnych czasach
szczegblnie ceniona ze wzgledu na walory smakowe, z biegiem czasu stracita
zainteresowanie ze wzgledu na niskie tempo wzrostu. Ponowny jego wzrost nastapit
z poczatkiem XX wieku, gtownie w Niemczech, jako przejaw mody na konsumpcje
delikatnego i smacznego migsa lina. Dzigki d6wczesnej ,,modzie na lina” gatunek ten
zostal wprowadzony do cyklu produkcyjnego gospodarstw rybackich w innych krajach
Europy, ale takze Azji, Ameryki Potudniowej oraz Afryki (Starmach 1951, Skrzypczak
I Mamcarz 2006). Pomimo doskonalenia technik chowu i hodowli lina nie udato si¢
W pelni rozwiazaé problemu niskiego tempa wzrostu, ktore zawsze byto wolniejsze niz
w przypadku Kkarpia. Przetlomem byly prace selekcyjne prowadzone w latach
migdzywojennych w Niemczech, gdzie opracowano szybkorosnaca lini¢ lina zwana
Quolsdorf od nazwy miejscowosci potozonej w Saksonii. Osobniki lina nalezace do tej
linii w drugim roku zycia osiagaly mase towarowa 250 g. Istnieja takze ustne przekazy,
ze osobniki nalezace do tej linii byly introdukowane do gospodarstw rybackich lezacych

na terenie obecnego wojewoddztwa dolnoslaskiego. Ostatecznie, szybkorosnaca linia lina



Quolsdorf zanikta, pozostawiajac problem niskiego tempa wzrostu otwartym (Milkau
1921, Miiller 1961).

Od konca XX wieku prowadzone sa szeroko zakrojone badania dotyczace
zagadnien podchowu stadiéw juwenilnych, udomowienia oraz poprawy wyjatkowo
niskiego tempa wzrostu lina (Sestakova i in. 1988, Sestakova i in. 1989, Bilard
I Flajshans 1995). Znaczna czg$¢ tych badan poswigcona byta zagadnieniom
zywieniowym, migdzy innymi sprawdzano przydatnos$¢ poszczegolnych pasz pod katem
sktadu, pochodzenia (naturalne, sztuczne, mieszane), strawnosci oraz okresu i sposobu
ich podawania (Wolnicki i Korwin-Kossakowski 1993, Quirds i Alvariiio 2000,
Arlinghaus 1 in. 2003, Wolnicki i in. 2003, Celada i in. 2008). Interesujacym
spostrzezeniem w eksperymentach zywieniowych byly niekorzystne zmiany
w morfologii linow, ktorych pojawienie si¢ bylo przypisywane nicodpowiednim
sktadom pasz, a szczegdlnie nadmiernej zawartosci lipidow (Rennert i in. 2003, Kamler
I in. 2006, Wolnicki i in. 2006). Badania dotyczyly takze wpltywu czynnikow
srodowiska zewngtrznego na przezywalno$¢ i tempo wzrostu lina oraz okreslenia
wlasciwego zageszczenia obsad (Billard i Flajshans 1995, Celada i in. 2007). Mimo tak
szeroko zakrojonych badan nie rozwiazano podstawowego problemu, jakim jest nadal
relatywnie niskie tempo wzrostu lina.

Czynniki srodowiskowe istotnie wptywaja na tempo wzrostu, aczkolwiek liczne
programy hodowlane ryb oparte na danych uzyskanych z badan genetycznych, badz
bezposrednio stosujace manipulacje genetyczne, modyfikuja ten wpltyw (Gomelsky
2003, Kause i in. 2004). Jak powszechnie wiadomo, wyraz cechy fenotypowej jest
efektem Scierania si¢ panujacych warunkéw srodowiskowych oraz genotypu, ktoremu
przyszto zaistnie¢ w danym czasie. Dzigki wprowadzeniu badan genetycznych w prace
hodowlane szyhciej selekcjonuje si¢ osobniki pod katem pozadanej cechy (Fjalestad
1in.1993, Chevassus i in. 2004). Efektem takiego podejscia sa osobniki, ktore
wzgledem grupy kontrolnej charakteryzuja si¢ zwigkszona odpornoscia na patogeny,
wyzsza tolerancja na czynniki $rodowiskowe, korzystniejszymi wskaznikami
efektywnosci chowu oraz szybszym tempem wzrostu (Meuwissen i Sonesson 2004,
Overturf i in. 2004).

W badaniach genetycznych lina mozna zauwazy¢ dwie tendencje. Pierwsza
z nich obejmuje badania filogenetyczne, rozwazajace zrdZnicowanie
wewnatrzgatunkowe migdzy osobnikami lina w oparciu o markery mikrosatelitarne
(Kohlmann i Kersten 2006, Kohlmann i in. 2007). Druga natomiast dotyczy manipulacji

w obregbie kariotypu, celem otrzymania osobnikéw o zwigkszonej ploidalnosci, badz
8



takich, ktore kontynuuja swdj rozwdj ontogenetyczny wytacznie na podstawie
informacji zapisanych w chromosomach matczynych badZz ojcowskich (Flajshans
11n.1993, Linhart i in. 1995, Flajshans i in. 2007). Jakkolwiek badania pierwszego nurtu
posrednio dotycza zagadnien hodowlanych, tak drugiego skupity si¢ bezposrednio na
manipulacjach, ktére miaty zapewni¢ osobnikom wysoka przezywalno$¢ oraz znacza
poprawg ich tempa wzrostu. Dzigki przeprowadzonym manipulacjom cytogenetycznym
uzyskane osobniki triploidalne szybciej uzyskiwaty mas¢ towarowa niz osobniki
diploidalne. Jednak jak wskazuja sami autorzy, taki wynik (tempo wzrostu) nadal
W pelni nie gwarantuje sukcesu w hodowli lina, dostarcza natomiast kolejnych pytan
zwiazanych z ewentualnym wplywem triploidow badz tetraploidow na $rodowisko

naturalne (Flajshans i in. 2004).



2. CEL PRACY

Badania wptywu czynnikéw biotycznych lub abiotycznych na osobnicze tempo
wzrostu naleza do najszerzej zakrojonych. W niniejszej pracy podjeto probe
wyprowadzenia wlasciwe] metody badawczej, w oparciu o techniki biologii
molekularnej oraz testy immunoenzymatyczne, ktére w przysztosci pozwola na
prowadzenie prac selekcyjnych w kierunku wyprowadzenia szybkorosnacej linii lindw.
Dlatego tez ogdlnym celem pracy bylo okreslenie mozliwosci zastosowania dwoch
metod detekcji (real-time PCR oraz kompetycyjnego testu ELISA) w badaniach

stuzacych okresleniu potencjatu wzrostowego lina. Szczegoétowymi celami byty:

- okreslenie struktury genu hormonu wzrostu lina wraz z okre$leniem pokrewienstwa

wzgledem innych gatunkéw ryb,

- okreslenie struktury trzeciorzegdowej biatka hormonu wzrostu z zaznaczeniem

potencjalnych miejsc zaangazowanych w wiazanie z receptorem GH,

- okreslenie przydatnosci metody real-time PCR w okreslaniu mozliwo$ci wzrostowych

ling,

- okreslenie przydatnosci kompetycyjnej odmiany testu ELISA w okreslaniu

mozliwosci wzrostowych lina,

- okreslenie wptywu temperatury oraz ptci na potencjal wzrostowy lina.
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3. BUDOWA | FUNKCJONOWANIE OSI SOMATOTROPOWEJ
URYB

Wzrost ryb jest procesem szczegodlnie ztozonym. W odrdznieniu od ptakow
| ssakow trwa on w sposob ciagly w miare uptywu lat (Sumpter 1992). Regulowany jest
wieloczynnikowo oraz wielopoziomowo, a zaangazowane czynniki wspotoddziatywuja
ze soba, stymulujac badz hamujac dziatanie innych. T¢ ogromna sie¢ antagonistycznych
zaleznos$ci dodatkowo moduluja czynniki §rodowiska, takie jak temperatura, fotoperiod
oraz jako$¢ dostgpnego pokarmu, a catos$¢ jest dodatkowo $cisle powiazana ze szlakami
regulujacymi procesy rozrodcze. Czynniki srodowiskowe ksztaltuja wzrost organizmow
poprzez rozbudowany system endokrynny, w ktorym centralna rol¢ zajmuje o$
somatotropowa. Najwazniejszymi elementami tej osi (Ryc.1) sa hormon wzrostu (GH),
receptory genu hormonu wzrostu (GHR) oraz insulinopodobne czynniki wzrostu typu |
(IGF-1) oraz Il (IGF-11) (Bolliet i in. 2001).

PODWZGORZE
GHRH SRIF

PRZYSADKA
MOZGOWA

WATROBA
IGF-1i IGF-II

.

Ryc.1. O$§ somatotropowa z zaznaczonymi podstawowymi zalezno$ciami. GHRH
pobudza a SRIF hamuje aktywno$¢ komoérek somatotropowych, nastepnie GH pobudza
poprzez GHR komorki watroby do produkcji IGF-I i IGF-1I. Ultrakrotka petla
(sprzgzenia zwrotnego) — wydzielany GH wptywa ujemnie na komoérki somatotropowe,

mata petla — GH stymuluje SRIF do zahamowania aktywnosci prosekrecyjnych innych
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czynnikow wzgledem komorek somatotropowych, duza petla — IGF-1 i IGF-II wplywaja
hamujaco na komorki somatotropowe i GHRH, oraz dodatnio na SRIF.

Hormon wzrostu jest syntetyzowany w kwasochlonnych komorkach o
(somatotropach) ptata przedniego przysadki moéozgowej w formie niedojrzalej, pre-
hormonu. Etap ten jest glownie regulowany poprzez antagonistyczne dziatania
neuropeptydéw, somatoliberyny (GHRH) oraz somatostatyny (SRIF). Neurony
wydzielajace neuropeptydy wywodza si¢ odpowiednio z jadra tukowatego oraz
okotokomorowego, nastgpnie biegna unerwiajac bezposrednio przysadke 1 w jej
strukturze uwalniaja GHRH i SRIF (Kah i in. 1993). Sekrecja hormonu wzrostu
z przysadki mozgowej nastepuje w sposob pulsacyjny w zaleznosci miedzy innymi od
temperatury wody, jakos$ci dostgpnego pokarmu oraz uwarunkowan rozwojowych
danego organizmu (Marchant i Peter 1986, Reddy i Leatherland 1994, Bjornsson i in.
2002). Zauwazalne sa takze wigksze jego stezenia we krwi w momencie fazy ciemnej
dobowego okresu i jest to najprawdopodobniej skorelowane z intensywno$cia
wydzielania melatoniny (Holloway i Leatherland 1997, Falcon i in. 2003).

Hormon wzrostu wywiera wplyw na komoérki docelowe poprzez aktywacje
receptorow  GH (GHR) rozmieszczonych w ich btonach. Wedlug analiz
przeprowadzonych przez Butler i Le Roith (2001) najwigksze zaggszczenie GHR
znajduje si¢ na powierzchni komorek watroby, ktore po pobudzeniu zaczynaja
produkowa¢, a nastgpnie wydziela¢ do krwioobiegu, insulinopodobne czynniki wzrostu
(IGF-1 i IGF-II). Mniej liczne koncentracje GHR zostaly zidentyfikowane w btonach
komoérkowych migéni oraz adipocytow, regulujac wzrost organizmu poprzez kierowanie
metabolizmem biatek oraz tluszczow (Mommsen 2001). Lokalizacja receptorow GH
w komorkach skrzeli, nerek oraz przewodu pokarmowego przemawia za ingerencja
hormonu wzrostu w procesy osmoregulacji (Sakamoto i McCormick 2006). Natomiast,
gdy organem docelowym sa gonady oraz niektore regiony modzgu wysoce
prawdopodobny jest jego wplyw na procesy steroidogenezy, gametogenezy,
witellogenezy, zachowania organizmoéw oraz samoregulacj¢ poprzez wplyw na
podwzgorze (Canosa i in. 2007).

GHR nalezy do rodziny cytokinowych receptorow typu I, do ktorych zalicza sie¢
m.in. receptor prolaktyny, interleukiny, erytropoetyny i leptyny (Waters 1999).
Zbudowany jest z pojedynczego biatka integralnego zawierajacego domeng
cytoplazmatyczna, transblonowa oraz zewnatrzkomoérkowa. Domena
zewnatrzkomorkowa, do ktorej przytacza si¢ GH, sktada si¢ z dwoch antyréwnolegle

utozonych B-kartek, natomiast domena cytoplazmatyczna jest zbudowana z dwoch
12



zakonserwowanych ewolucyjnie struktur, uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu do
jadra komorkowego. Pierwsza struktura zawiera miejsce wiazania kinazy Janusa 2
(JAK2), pehliacej nadrzedne funkcje w transdukcji sygnalu, druga utrzymuje
konformacj¢ catej domeny (Govers i in. 1999). Pomimo, ze struktura biatkowa
receptora hormonu wzrostu zostala w pelni poznana, to sam sposob przekazywania
sygnatu GH przez blong do wngtrza komorki jest nadal przedmiotem licznych badan
(Baumbach 1 Bingham 1995). Dostgpne sa informacje opisujace sekwencje zdarzen
wewnatrz komoérki od czasu, gdy GH przytaczy sie¢ do GHR. Wtedy GHR ulega
dimeryzacji, wewnatrzkomoérkowe kinazy tyrozynowe JAK2 zblizaja si¢ do siebie i
dzigki ich domenom SH2 nastepuje proces wzajemnej fosforylacji. Zaktywowane
kinazy JAK2 przeprowadzaja nastgpnie fosforylacj¢ reszt tyrozynowych na N - koncu
cytoplazmatycznych czynnikow transkrypcyjnych STATI, 3 oraz 5 (Meyer i in. 1994).
Dzigki temu monomeryczne czynniki STAT ulegaja dimeryzacji i w formie
kompleksow z odpowiednimi biatkami (importynami) transportowane sa do wngtrza
jadra, gdzie wiaza si¢ z promotorowymi sekwencjami nukleotydowymi dla genow
regulowanych tym sposobem (VanderKuur i in. 1995, Moutoussamy i in. 1998,
Kopchick i Andry 2000, Takeda i Akira 2000, Woelfle i in 2003).

Dopuszczalna jest takze droga przekazywania sygnatéw z kompleksu GH-GHR
do jadra komorkowego poprzez szlak rozpoczynajacy si¢ od biatka Ras. W takcie
dimeryzacji GHR aktywacji ulega kinaza aktywowana mitogenami (MAP), ktora
nastgpnie przeprowadza fosforylacjg reszt tyrozynowych biatka She. Ufosforylowane
biatko Shc nabywa aktywno$¢ katalityczna i wiaze si¢ z kompleksem biatko adaptorowe
Grb2/biatko Sos. W utworzonym kompleksie biatko Sos petni funkcje aktywatora
wymiany nukleotydow guaninowych, dzigki czemu stymuluje wymiang GDP na GTP
w biatku Ras. Taka zmiana powoduje przejscie nieaktywnej formy bialka Ras-GDP
w forme aktywna Ras-GTP, ktora nastepnie uruchamia szereg: kinazy Raf — kaskady
kinaz MAP (MEK 1 i MEK 2) — kinaz ERK 1 i ERK 2, ktore ostatecznie
transportowane sa do jadra komodrkowego i wplywaja na sekwencje promotorowe
odpowiednich genow (Aronheim i in. 1994, Vojtek i Der 1998, Paul i in. 2009).

Synteza insulinopodobnych czynnikéw wzrostu nie zachodzi w réwnym stopniu
przez caly okres zycia osobnika. Zazwyczaj IGF-Il jest produkowany jedynie we
weczesnych stadiach rozwojowych, potem jego ilo$¢ maleje, w przeciwienstwie do IGF-
I. Jest on produkowany stale, ale ze zmiennym natgzeniem oraz w szeregu rodzajow
komorek. Podobnie jak w przypadku hormonu wzrostu, IGF-I i IGF-II wymagaja

specyficznych receptoréw, aby wywotac¢ efekt w komorkach docelowych (Nakae i in.
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2001, Pozios i in. 2001). Insulinopodobne czynniki wzrostu typu I, przytaczaja si¢ do
heterotetramerycznych transblonowych receptorow IGF-IR zbudowanych z dwoch
zewnatrzkomorkowych podjednostek o oraz dwoch transblonowych podjednostek .
Dodatkowo podjednostki B zawieraja w przestrzeni wewnatrzkomérkowej domeneg
0 aktywnosci kinazy tyrozynowej TKA (LeRoith i in. 1995, Stewart i Rotwein 1996).
Od momentu aktywacji IGF-IR mozliwe sa dwa scenariusze przekazania sygnatu do
wngetrza jadra komorkowego. Pierwszy poprzez kaskade MPAK oraz drugi za pomoca
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, jednak obie drogi nie zostaly dotychczas doktadnie
zglebione i dane ich dotyczace sa fragmentaryczne (Parrizas i in. 1995, Florini i in.
1996, Castillo i in. 2006).

Istotnym czynnikiem dla funkcjonowania osi somatotropowej sa biatka wiazace
insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFBP), ktore przylaczajac si¢ do IGF reguluja
wzrost, r0zw0j, dojrzewanie oraz procesy rozrodcze organizmu (Zhou i in. 2008).
IGFBP sa produkowane gtownie w komoérkach watroby, po czym wydzielane sa do
krwioobiegu, gdzie tacza si¢ z IGF. U ryb tososiowatych ilos¢ IGFBP wystgpujacych
w kompleksach z IGF sigga ponad 99% (Shimizu i in. 1999). Pomimo prowadzonych
badan dokladne informacje okreslajace sposob oddzialywania IGFBP na IGF sa nadal
znikome.

To, w jaki sposob uktada si¢ cata o§ somatotropowa, nie jest rOwnoznaczne
z tym, ze jest ona wylacznie regulowana przez jej produkty. Os GH/GHR/IGF-1 jest
nieodlacznie powiazana z osia tyreotropowa i gonadotropowa poprzez oddziatywania
przekazywane przez uklad nerwowy, hormony oraz neurohormony. Wszystkie sygnaty
docierajace do osi somatotropowej zdrowego organizmu wplywaja na nig a zarazem
powoduja wzbudzenie aktywnos$ci czynnika o przeciwnym dzialaniu, ktory z kolei
wywiera swoO] wpltyw indukujac kolejny antagonistyczny czynnik. U organizmoéw,
u ktorych taka wahadtowa regulacja nie przebiega w sposob wilasciwy, powstaja
zaburzenia wynikajace z niedoboru badZz nadmiaru hormonu wzrostu. Dlatego tez
nalezyta regulacja wydzielania GH jest kluczowym elementem funkcjonowania osi
somatotropowej oraz innych szlakow z nia zwiazanych (Boeuf i in. 1999).

Najlepiej zbadanym czynnikiem hamujacym produkcje oraz sekrecj¢ hormonu
wzrostu jest 14 aminokwasowy peptyd somatostatyna, ktéra moduluje podstawowy oraz
wzbudzony poziom wydzielania GH niezaleznie od zrodia (czynnika), ktory zainicjowat
sekrecje (Yunker i Chang 2004). SRIF nalezy do duzej rodziny wielofunkcyjnych
biatek, czego dowodem jest ich ogromne rozproszenie w centralnym uktadzie

nerwowym oraz tkankach peryferycznych (Youson i in. 2006). Przyktadem moze by¢
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rozmieszczenie SRIF w komoérkach nadnercza oraz przewodu pokarmowego
wskazujace na zaangazowanie w regulacje wydzielania insuliny i glukagonu (Eilertson
I Sheridan 1993). U karasia pospolitego (Carassius carassius) rozmieszczenie SRIF
W kresomdzgowiu oraz polu przedwzrokowym kory moézgowej powiazano z migracja
w okresach o roznym natezeniu $wiatla, sugerujac na aktywnos¢ SRIF, jako
neuromodulatora i neurotransmitera (Canosa i Peter 2005). W przysadce mozgowej
SRIF wptywa hamujaco na wydzielanie hormonu wzrostu poprzez inaktywacje cyklazy
adenylowej, ktorej brak powoduje zahamowanie produkcji cAMP, wstrzymanie
translokacji Na" i Ca®* w kanatach transblonowych, co skutkuje hyperpolaryzacja blony
poprzez wyrzut jonow K* (Sims i in. 1991, Kato 1995, Kato i Sakuma 1997).

Badania nad regulacja wptywu somatostatyny na hormon wzrostu wykazaty, ze
moze by¢ ona blokowana przez estradiol, dzigki czemu nie hamuje wydzielania GH
i ulega on sekrecji z wigkszym natg¢zeniem (Sheridan i Kittilson 2004). Natomiast
podawanie  dootrzewnowe  zotadkowo-jelitowych biatek, jak grelina lub
cholecystokinina, nie wywiera zadnego efektu na poziom SRIF (Canosa i Peter 2005).
Ponadto stwierdzono, ze w momencie wysokiego poziomu GH we krwi zauwazalny jest
takze wzrost iloSci mRNA dla SRIF, wskazujacy na zalezno$¢ regulacyjna.
Nastepstwem wysokiego stezenia mRNA SRIF jest produkcja samego biatka, wzrost
jego stezenia oraz kompletne blokowanie GHRH, dopaminy oraz polipeptydu
aktywujacego przysadkowa cyklaze adenylanowa (PACAP) (Canosa i Peter 2006). Do
czynnikow hamujacych aktywno§¢ komoérek somatotropowych zaliczamy takze
neurotransmitery takie jak: norepinefryng (NE), serotoning (SHT), glutaming oraz kwas
gamma-aminomastowy (GABA) (Peng i Peter 1997, Trudeau i in. 2000). Dodatkowo
insulinopodobne czynniki wzrostu wstrzymuja sekrecj¢ GH poprzez negatywne
sprzgzenie zwrotne. Brak jest nadal informacji jak doktadnie wplywaja na GHRH
I SRIF (Fruchtman i in. 2001).

W przeciwienstwie do inhibitorow ilo§¢ poznanych czynnikéw stymulujacych
produkcje oraz sekrecj¢ GH jest wigksza. Jednym z nich jest hormon uwalniajacy
hormon wzrostu (GHRH), ktory zard6wno w warunkach in vivo jak i in vitro w
komorkach przysadki karasia pospolitego stymuluje produkcje i sekrecje GH (Vaughan
I in. 1992). Nastgpuje to poprzez odpowiednie szlaki sygnatowe z udzialem cyklazy
adenylowej lub biatek Ras, ktore indukuja produkcje hormonu wzrostu (Pombo i in.
2000). Dodatkowo sekrecje GH do krwi poprzedza enzymatyczne usunigcie peptydu
sygnatowego z N-konca, warunkujace jego wlasciwe faldowanie, a tym samym

prawidlowe funkcjonowanie (Wong i in. 2006).
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Jednakze jego dziatanie nie jest tak oczywiste 1 prostolinijne, jak czynnika
PACAP, ktory jest kodowany przez ta sama sekwencj¢ nukleotydowa co GHRH, ale
w wyniku alternatywnego splicingu (wycinania intronéw i sktadania mRNA przed
translacja) ich drogi si¢ rozdzielaja (Small i Nonneman 2001). W warunkach hodowli
komorek przysadki nerki (Oncorhynchus nerka) stwierdzono, ze PACAP byt bardziej
efektywny w stymulacji produkcji GH, niz GHRH (Parker i in. 1997). Podobne wyniki
uzyskano takze dla wegorza ecuropejskiego (Anguilla anguilla), turbota (Psetta
maxima), karpia oraz amura bialego, gdzie PACAP przejawil oczywista role
stymulujaca wzgledem GH (Montero i in. 1988, Rousseau i in. 2001, Xiao i in. 2002,
Wood i in. 2005).

Kolejnym stymulatorem jest dopamina (DA), ktéra w uktadach doswiadczalnych
poprzez receptory D-1 pobudza komorki somatotropowe do produkcji i wydzielania
GH, jednak jej aktywno$¢ jest z tatwoécia hamowana przez SIRF. Ponadto Agustsson
1in. (2000) opublikowali rezultaty swoich badan, w ktorych stwierdzili, ze
dopaminergiczne kanaliki neurotransmisyjne w przysadce koncza si¢ w poblizu
komorek produkujacych GH (Wong i in. 1993). Interesujacym jest, ze DA moze
wpltywa¢ hamujaco na komodrki uwalniajace gonadotropiny, przyktadowo poprzez
bezposrednie oddziatywanie na komoérki produkujace lutroping (Peter i Yu 1997).
Analizujac 0§ gonadotropowa stwierdzono, iz hormon uwalniajacy gonadotropiny
(GnRH) jest takze stymulatorem produkcji GH u wielu gatunkow ryb, ze wzgledu na
potozenie swoistych neuronow (Kah i in. 1993). Zaleznos¢ ta nie byta tak ewidentna
u gatunkow ryb tososiowatych i nadal trwaja badania in vivo majace na celu
dostarczenie dodatkowych informacji (Holloway i Leatherland 1997).

Bardzo interesujacym biatkiem jest grelina, ktéra reguluje poziom hormonu
wzrostu, wplywa na intensywno$¢ pobierania pokarmu, stymuluje wydzielanie
lutropiny 1 prolaktyny. Grelina wydzielana jest w przewodzie pokarmowym
a w mniejszym stopniu w komoérkach tkanek peryferycznych oraz mézgu. Wplywa ona
na komorki somatotropowe bezposrednio, a tuz po wprowadzeniu jej do hodowli
komorek przysadki tilapii nilowej (Oreochromis niloticus) stwierdzono zwigkszona
produkcje GH (Unniappan i Peter 2005). Jest ona waznym elementem osi m6zgowo-
jelitowej, pobudza neuropeptyd Y (NPY), ktéry takze stymuluje komorki
somatotropowe do produkcji GH (Peng i in. 1993, Wren i in. 2002).

Do wyzej opisanych stymulatorow GH nalezy jeszcze doda¢ cholecystokining,
ktora integruje sekrecj¢ GH z momentem pobierania pokarmu oraz procesem

trawiennym. Jej podawanie powoduje zachowanie taknienia u ryb, natomiast podanie
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jej antagonistow wywoluje efekt przeciwny (Gélineau oraz Boujard 2001, Volkoff i in.
2005). Cholecystokinina ze wzgledu na posiadana strukturg tetrapeptydu na N-koncu
jest bardzo podobna do gastryny, wydzielanej pod wptywem GRP (biatko uwalniajace
gastryne). GRP natomiast jako neuroendokrynny czynnik produkowany w komorkach
przysadki mézgowej, jajnikach, skrzelach, przewodzie pokarmowym oraz skérze silnie
oddziatywuje na komoérki somatotropowe (Volkoff i in. 2000).

W  ogromie czynnikow nalezy jeszcze wymieni¢ hormon uwalniajacy
tyreotroping, hormon uwalniajacy kortykotroping, aminokwasy (gtownie kwas
glutaminowy) i bombezyng, ktore odgrywaja istotne role wzgledem osi somatotropowej
oraz osi do niej przyleglych, gonadotropowej oraz tyreotropowej. Przedstawienie
wszystkich wystepujacych zalezno$ci nie jest mozliwe, poniewaz wlasciwosci
poszczegolnych czynnikow nie zostaty dostatecznie scharakteryzowane. Ponadto w
miar¢ prowadzenia badan stale odkrywane sa kolejne elementy tej ogromnej sieci
wspotzaleznoscei, ktore czgsto dostarczajac odpowiedzi na postawione pytanie
rownoczesnie generuja kilka kolejnych. Przykladem nowego czynnika jest
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PDH), ktorej stezenie w komodrkach watroby
jest skorelowane z poziomem zasolenia, ktore to z kolei w istotny sposéb moduluje
aktywno$¢ osi somatotropowej (Riley i in. 2002, Deane i Woo 2005). Innym
podejsciem sa badania nutrigenomiczne okreslajace wptyw sktadnikow pokarmowych
na poziom ekspresji mRNA gendow, zaangazowanych glownie w funkcjonowanie osi
somatotropowej. Dzigki nim mozna ustali¢, czy poprzez podawanie pokarmu ze
zwigkszong iloscia danego komponentu spowodujemy wzrost sekrecji GH z komoérek
somatotropowych (Peterson i in. 2009). Badania tego rodzaju daza do zgromadzenia
kompletnych informacji na temat regulacji osi, jej funkcjonowania oraz o jej

wspotzaleznosciach z otoczeniem.
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4. MATERIAL I METODY

4.1 Klasyfikacja taksonomiczna badanego gatunku lina

Wszystkie przeprowadzone analizy oraz do$wiadczenia zostaty przeprowadzone
przy wykorzystaniu osobnikéow lina, gatunku zaliczanego do rodziny karpiowatych
(Krzykawski i in. 1999):

Domena — Eukarioty (Eucaryota)
Krolestwo — Zwierze¢ta (Animalia)
Typ — Strunowce (Chordata)

Podtyp — kregowce (Vertebrata)
Gromada — Promienioptetwe (Actinopterygii)
Rzad — Karpioksztattne (Cypriniformes)
Rodzina — Karpiowate (Cyprinidae)
Rodzaj — Tinca (Cuvier, 1817)
Gatunek — Lin (Tinca tinca), (Linnaeus, 1758)

W zalezno$ci od specyfiki badan dobdr osobnikéw zostat przeprowadzony w

odmienny sposob.

4.2 Okreslenie sekwencji genu hormonu wzrostu lina. Model struktury

tzeciorzedowej bialka hormonu wzrostu

4.2.1 Material do badan

Skrawki migs$ni do badan majacych na celu ustalenie kompletnej struktury genu
hormonu wzrostu oraz proby opracowania pierwszego modelu przestrzennego biatka
dla tegoz genu zostaty pozyskane od osobnikéw pochodzacych z jeziora Poludniewo
w obwodzie rybackim jezior Klebarskich w zlewni rzeki Lyny, nr 17. Dobor lindw z tej
konkretnej lokalizacji byt podyktowany ich historia w tymze zbiorniku, wzgledem,
ktorego najprawdopodobniej nigdy nie byla prowadzona gospodarka rybacka np.
zarybianie, coroczne odtowy (inf. ustna Piotr Fenicki). Lacznie odtowiono w czerwcu
2008 roku metoda elektropotowow 29 osobnikéw, ktore nastgpnie usmiercano kapiela
w roztworze 2-fenoxyetanolu o stezeniu 0,5 mg-dm™ (Noga 2000). Kazda rybe przed
pobraniem skrawka migsni do izolacji DNA zwazono na wadze WLC C/2 (RADWAG)

oraz zmierzono linialem (dtugos¢ catkowita) z doktadnoscia odpowiednio do 1 grama
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oraz do 1 mm (Tab. 1). Nastgpnie ryby, w osobnych, odpowiednio opisanych
opakowaniach foliowych umieszczano w temperaturze - 20°C.
Tabela 1. Dlugos¢ catkowita oraz masa osobnikow, z ktorych pobrano skrawki migsni
do izolacji DNA.

Lp. Dlugosé catkowita (cm) Masa (g) Lp. Dhugos¢ catkowita (cm) Masa (Q)

1 24,4 205,92 16 25,5 241,53
2 22,5 187,05 17 20,5 124,67
3 19,9 118,19 18 23,9 209,02
4 19,5 125,24 19 24,2 204,77
5 18,9 111,79 20 19,8 120,02
6 19,8 140,61 21 19,3 120,44
7 19,4 122,82 22 20,0 114,23
8 25,2 21547 23 19,0 95,51
9 19,6 124,05 24 18,7 103,73
10 19,9 133,79 25 28,8 326,93
11 20,6 136,62 26 27,2 305,20
12 16,8 81,00 27 27,0 292,98
13 18,6 11431 28 25,5 268,53
14 21,2 14166 29 30,5 397,53
15 18,8 100,58

4.2.2 1zolacja oraz ocena wyizolowanego DNA

Izolacj¢ DNA przeprowadzono zgodnie z protokotem dotaczonym do zestawu
peqGOLD Tissue DNA Mini Kit (PEQLAB Biotechnologie). Celem okreslenia jakoSci
pozyskanych izolatow przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w 1 % zelu
agarozowym. Zel przygotowano poprzez podgrzewahie mieszaniny skladajacej sie
z odwazonej ilosci agarozy Basica LE GQT (Prona) z odpowiednia objetoscia 1 %
buforu TBE (Fermentas) az do uzyskania jednorodnego roztworu. Nastgpnie, gdy
roztwor uzyskat temperaturg okoto 60°C dodano do niego 2,5 pl bromku etydyny (MP
Biomedicals) o stezeniu 10 mgpl™ i calo$¢ umieszczono w komorze formujace;.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w aparacie Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
zasilanym generatorem napigcia PowerPac 300 (Bio-Rad) przy napigciu 80V przez 40
minut. Izolaty wizualizowano i sfotografowano w komorze do dokumentacji zeli Gel

Doc™ XR (Bio-Rad).
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W celu precyzyjnego okreslenia czystosci wyizolowanego kwasu nukleinowego
dla kazdej z prob przeprowadzono pomiar absorbancji $wiatta UV przy falach
0 dtugosci 260 i 280 nm. Pomiar wykonano na aparacie Nanodrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Po przeanalizowaniu izolatow przechowywano je

w temperaturze -20°C do czasu przygotowywania mieszanin PCR.

4.2.3 Projektowanie starterow oraz lancuchowe reakcje polimeraz

Do projektowania starteréw wykorzystano sekwencjg¢ mMRNA genu hormonu
wzrostu lina, opublikowana w bazie NCBI pod numerem dostgpu DQ980027. Jednakze,
ze wzgledu na brak zdefiniowanych dlugo$ci a zarazem i granic miedzy egzonami
przeszukano bazy DDBJ, EMBL oraz NCBI pod katem opublikowanych sekwencji
nukleotydowych tego genu dla innych gatunkéw ryb. Do analiz poréwnawczych
wytypowano 7 sekwencji mRNA gh gatunkéw, ktore ze wzgledu na zajmowane
stanowisko systematyczne w obrgbie ryb z rodziny karpiowatych mogty by¢ blisko
spokrewnione. (Tab. 2).

Tabela 2. Zestawienie gatunkow ryb, ktorych sekwencje mRNA gh zostaly

wykorzystane do poréwnan.

Numer Dlugos¢ sekwencji
Nazwa

dostepu (pz2)
K_ara§ srebrzysty (Carassius auratus AY265352 1 1180
gibelio)
Karp (Cyprinus carpio) M27000.1 1164
Amur (Ctenopharyngodon idella) AY616661.1 633
Danio prggowany (Danio rerio) AJ937858.1 711
Carassius cuvieri AF389237.1 633
Toh_oy_ga biata (Hypophthalmichthys EU157194.1 633
molitrix)
Totpyga pstra (Hypophthalmichthys X60473.1 1158
nobilis) '

Zgromadzone w formacie FASTA sekwencje mMRNA gh o$miu gatunkoéw ryb
zaimportowano do internetowej wersji programu CLUSTAL W i przeprowadzono
hierarchiczne dopasowanie sekwencji (Thompson i in. 1994). Wysokosci kar (ujemnych
punktow jednostkowych w ogoélnym rozliczeniu poréwnania) za wstawienie przerwy
(GPO) oraz za wydtuzenie juz istniejacej (GEP) byly zachowane na domy$lnym
poziomie 1 wynosity odpowiednio 10 1 0,05. Wyniki dopasowania sekwencji zostaty
nastepnie zaimportowane do programu BioEdit (7.0.9.0.) dla lepszego zobrazowania
zestawienia (Hall 1999). Na podstawie metody s$rednich potaczen (UPGMA)
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w programie MEGA 4.0 zbudowano proste drzewo, ktore graficznie obrazowato stopien
podobienstwa migdzy badanymi sekwencjami (Tamura i in. 2007).

Dla genu hormonu wzrostu, ktorego sekwencja mRNA wykazata najwicksze
podobienstwo wzgledem testowanej sekwencji lina zostata odszukana opublikowana
pelna sekwencja wraz z odcinkami intronowymi. Sekwencja ta nastgpnie w programie
BLAST (bl2seq) zostala poréwnana z mRNA gh lina celem zlokalizowania egzondw
oraz ustalenia ich przyblizonej dlugosci (Altschuli i in. 1990). Bazujac na wyniku
porownania zaprojektowano 4 pary starter6w wykorzystujac przy tym program Primer3
(Rozen i Skaletsky 2000). Sekwencje starterow dodatkowo zweryfikowano
w programie Oligo 6.0 (Molecular Biology Insights). Syntezg¢ starteréw oraz ich
oczyszczanie metoda HPLC wykonata na zlecenie firma Genomed (Tab. 3).

Tabela 3. Zestawienie starterow wykorzystanych do reakcji polimeraz wzgledem genu

hormonu wzrostu lina.

Lokalizacja w

Nazwa Sekwencja startera Dlugosé - Flankowany
y s sekwencji NCBI :
startera 5-3 startera region
(numer dostepu)
TtliF  GTCTACCCTGAGCGAAATGG 20 15 — 35 (M94348)
i Intron |
TtliR  AGCACCACCGACAATAGCAC 20 18 — 37 (DQ9Y80027)
Tt2iIF  CAATGCAGTCATCCGTGTTC 20 92 — 111 (DQ980027) | |
ntron
Tt2IR  ACTCAGCTGTCTGCGTTCCT 20 172 — 191 (DQ980027)
Tt3iIF  GGAACGCAGACAGCTGAGTA 20 173 —192 (DQ980027) | "
ntron
Tt3iIR  ACGGTCAGGCTGTTTGAGAC 20 345 — 364 (DQ980027)
Tt4iF  ACCGTCTCAAACAGCCTGAC 20 342 — 361 (DQ980027)
Intron IV

TtdiR  CTCTCCCCCATGGTCAAGTA 20 498 — 517 (DQ980027)

Wydajnoé¢ tancuchowej reakcji polimerazy jest znacznie obnizona, gdy
startery nieprawidtowo zaprojektowane przybieraja struktury typu primer — dimer badz
,Spinki do wtosow”. Dlatego tez przy ich projektowaniu starano si¢ opiera¢ na
ponizszych kryteriach (Sambrook i Russell 2006):

e w sekwencji startera nie powinien wystgpowaé po sobie uktad zilozony
z czterech (lub wigcej) identycznych nukleotydow,

e procentowy udzial zasad guaninowych oraz cytozynowych powinien zawieraé
si¢ w granicach od 40 do 60 %,

e sekwencja startera powinna stanowi¢ od 18 do 22 nukleotydéw i nie powinny

si¢ one rozni¢ dtugoscia o wigcej niz 2 zasady,
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e na koncu 3’ posrod pigciu ostatnich nukleotydow powinny znajdowaé sig
maksymalnie dwie zasady guaninowe badz cytozynowe,

e brak diuzszych niz cztery dwunukleotydowe powtorzenia w sekwencji startera,

e startery nie moga tworzy¢ struktur typu spinki badz primeréw — dimerow,

e W projektowanej sekwencji nalezy unika¢é motywow palindromowych oraz
odwroconych sekwencji powtarzajacych sig,

e migdzy nukleotydami starterow komplementarno$¢ powinna by¢ jak najnizsza.

Pary starterow (intronowe) zostaly tak zaprojektowane by hybrydyzowaty w

obrebie egzonéw a produkt PCR z ich udziatem zawierat petne sekwencje intronow

(Ryc. 2).

le i Ile i e i IVe i Ve
l l l l
Tt1iF | Tt2iF | | Tt3iF || Tt4iF |
5 | | | | 3
3 e e e e 5
|| TtliR || Tt2iR i Tt3iR | | TtdiR

Granice miedzy egzonami

Ryc. 2. Schemat budowy mRNA genu hormonu wzrostu lina wraz orientacyjna
lokalizacja starterow ,,intronowych”.

Dla zweryfikowania teoretycznych (wyliczonych z sktadu nukleotydowego
starterow) temperatur hybrydyzacji starteréw, wykonano dla kazdej z par reakcjg
polimerazy w gradiencie temperaturowym. Profile czasowo — temperaturowe byly
realizowane w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf) i skladaty sie z 6 etapow:
denaturacja wstgpna 94 °C przez 3 minuty, denaturacja wlasciwa 94 °C przez 30 s,
przytaczanie starteréw w gradiencie temperatury od 63 °C do 70 °C, wydluzanie
starterow 72 °C przez 30 s, etapy denaturacji wtasciwej, przylaczania oraz wydtuzania
starterow zostaly powtérzone 35 razy, wydtuzanie koncowe 72 °C przez 7 min oraz
schlodzenie mieszaniny reakcyjnej do 10 °C (zakonczenie reakcji). Kazda 25ul
mieszanina skladata si¢ z nastepujacych komponentow: Bufor GoTaq” Flexi (Promega)
— 5 ul, 25 mM MgCl; (Promega) — 2,5 pl, 10 mM DTP (Fermentas) — 0,5 pl, , 10 pmol
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starter przedni — 0,3 ul, 10 pmol starter wsteczny — 0,3 pl, Polimeraza GoTaq® 5 u-ul™
(Promega) -0,125 ul, H,O DEPC (Sigma Aldrich) - 15,275 ul, matryca DNA (0.05-1.0
pgpul™) — 1 pl.

Po zakonczeniu PCR przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny dla kazdej
Z 4 mieszanin w identyczny sposob jak dla wyizolowanych matryc. Na podstawie
przeanalizowanych elektroforegraméw wybrano odpowiednie temperatury annelaingu,
przy ktérych oczekiwanym produktom nie towarzyszyty dodatkowe prazki §wiadczace
o niespecyficznej amplifikacji. Nastepnie wprowadzono wybrane temperatury do
programu czasowo — temperaturowego termocyklera i przeprowadzono ponownie
reakcje polimerazy dla czterech par starteréw. Wyniki tych reakcji oceniono za pomoca
rozdzialu elektroforetycznego identycznie jak dla wyizolowanych matryc. Produkty
tych reakcji, ktorym nie towarzyszyly niespecyficzne produkty zostaly bezposrednio
oczyszczone z objetosci pozostalej po natozeniu mieszaniny reakcyjnej na zel.
Oczyszczanie przeprowadzono wedlug procedury producenta zestawem peqGOLD Gel
Extraction Kit (PEQLAB). W dalszym postgpowaniu produkty zostaly poddane
sekwencyjnej PCR, oczyszczaniu poprzez precypitacje alkoholem oraz reakcji
sekwencjonowania zgodnie z zaleceniami producenta dotaczonymi do zestawu
GenomelLab DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter). Reakcje sekwencjonowania dla
kazdego z amplikonow zostatly wykonane dwukierunkowo (z wykorzystaniem obu
starterow). Powyzsze czynno$ci zostaly przeprowadzone w Pracowni Genetyki Ryb
Zaktadu Akwakultury Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
W Szczecinie. Poprawno$¢ otrzymanych sekwencji nukleotydowych dla kazdej z reakce;ji
zweryfikowano za pomoca programéw BioEdit (7.0.9.0.) oraz Clustal X (Jeanmougin
iin. 1998). Dzigki dwukierunkowemu sekwencjonowaniu uzyskano kompletne
sekwencje dla kazdego z amplikonow.

W dalszym toku badan dazac do opracowania szybkiej metody okres$lania
sekwencji genu gh badanych lindw a tym samym poznania pierwszej kompletnej
struktury genu zaprojektowano w programie Primer3 dodatkowa piata parg starterow.
Startery tej pary zostaty ulokowane w obrgbie sekwencji tak, aby flankowatly region 3’
badanego genu wraz regionem kodonu STOP. W trakcie tej czynnosci postgpowano
zgodnie z wyze] wymienionymi zasadami projektowania starter6w a nastgpnie ich

syntez¢ i oczyszczanie HPLC zlecono firmie Genomed (Tab. 4).
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Tabela 4. Piagta para starterow zaprojektowana w celu amplifikacji fragmentu

koncowego genu hormonu wzrostu lina.

_ Lokalizacja w
Nazwa Sekwencja startera Dhugosé B
sekwencji NCBI
startera 5°—3 startera
(numer dostepu)

TtVeF  CAACCAAACATGGATGATAACG 22 447 — 468 (DQY80027)

TtVeR TCTACAGGGTGCAGTTGGAA 20 617 — 636 (DQ980027)

Dla piatej pary starterow wykonano reakcje polimerazy w gradiencie
temperatury celem okres§lenia optymalnej temperatury przylaczania starteréw do
matrycy. Sktad mieszaniny reakcyjnej byl identyczny jak dla starteréw intronowych.
Roéznit si¢ natomiast profil czasowo — temperaturowy, gdzie jedynie gradient
temperatury dla hybrydyzacji starterow rozciagat si¢ w zakresie od 49 °C do 69 °C.

Podstawowa objgtos¢ mieszaniny reakcyjnej zostala odpowiednio
przemnozona tak, aby pokry¢ probami rzad 12 dotkéw boku termocyklera. Nastgpnie na
podstawie elektroforegramu zaprogramowano w profilu czasowo - temperaturowym
PCR optymalna temperaturg przytaczania oraz wydhluzania starteréw i przeprowadzono
kolejna reakcjg polimerazy dla wszystkich badanych prob. Wynik reakcji analizowano
po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego na 1 % zZelu agarozowym.
Sekwencjonowanie amplikondw, ktorych wynik reakcji polimerazy uznano za
prawidlowy (brak niespecyficznych produktow amplifikacji na elektroforegramie)
zlecono firmie Genomed. Uzyskane rezultaty sekwencjonowania opracowano za
pomoca identycznych programow jak, dla amplikondw intronowych. Dzigki temu
uzyskano kompletne sekwencje nukleotydowe produktéw reakcji polimerazy ze
starterami TtVeF i TtVeR.

Dysponujac sprawdzonymi juz starterami TtVeF 1 TtVeR, skupiono si¢ na
uprzednio zsyntetyzowanych parach i podjgto probg stworzenia ich nowych kombinacji.
W tym celu wybrano takie pary starterow, aby uzyskane dzigki nim produkty
zachodzily na siebie utatwiajac tym samym uzyskanie kompletnej sekwencji badanego
genu (Ryc. 3).

e TtliF oraz Tt2iR,
e Tt2iF oraz Tt3iR,
e Tt3iF oraz Tt4iR.
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Ryc. 3 Rozlokowanie par starterow w obrgbie genu gh lina.

Podobnie jak dla pary starteréw TtVeF 1 TtVeR przeprowadzono reakcje PCR
w gradiencie temperatury dla ,nowych” kombinacji. Zwigkszono jedynie czas
wydhuzania starteréw z 30 sekund do 45 sekund ze wzgledu na oczekiwana dlugosé
produktu. Po zakonczeniu etapu powielania oceniono produkty za pomoca rozdzialu
elektroforetycznego w 1,5 % zZelu agarozowym. Nastgpnie na podstawie
elektroforegramu  zmodyfikowano profile czasowo-temperaturowe glownie dla
temperatur przylaczania starteréw i przeprowadzono 3 odrgbne reakcje PCR dla kazdej
z par starterow. Produkty tancuchowej reakcji polimerazy, ktérym nie towarzyszyly
niespecyficzne prazki zostaty przeznaczone do sekwencjonowania firmie Genomed.
Odczyt sekwencji dla kazdego z amplikonéw zostat przeprowadzony dwukierunkowo,
aby przy etapie ,,sktadania” sekwencji zweryfikowac¢ poprawnos¢ odczytu sekwenatora
oraz uzyskac ich catkowite dtugosci.

Uzyskane sekwencje zweryfikowano pod wzgledem ewentualnych btedow
wprowadzonych przez program sekwenatora w trakcie sczytywania sekwencji
a nastepnie przystapiono do sktadania czastkowych sekwencji w jedna. W tym celu
wykorzystano programy BLASTn, BioEdit (7.0.9.0.) oraz Reverse Complement
nalezacy do grupy programow internetowych na platformie The Sequence Manipulation
Siute (http://www.bioinformatics.org). Nastgpnie otrzymane sekwencje wszystkich

osobnikow uliniowano w programie CLUSTAL celem okre$lenia stopnia podobienstwa.
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4.2.4 Porownanie mRNA gh lina wzgledem innych gatunkéw ryb

W dalszym toku badan z sekwencji genu gh lina wybrano jedynie regiony
egzonowe, utworzono z nich jedna sekwencje. Nastgpnie w programie MEGA 4.0
poréwnano ja z sekwencjami mRNA wybranych gatunkéw ryb nalezacych do réznych
grup taksonomicznych (Tab. 5).

Tabela 5. Gatunki ryb, ktorych sekwencja mRNA gh zostata wybrana do poréwnania

Grupa Numer
Nazwa polska Nazwa lacinska ]
taksonomiczna dostepu NCBI
Karp Cyprinus carpio Ostariophysi M27000
Bufallo czarny Ictiobus bubalus Ostariophysi AY375301
Pirania pacu Piaractus mesopotamicus Ostariophysi DQ206404
- Pangasianodon gigas Ostariophysi L27835
- Silurus meridionalis Ostariophysi AF530481
Amia Amia calva Neopterygii S73969
Tilapia nilowa Oreochromis niloticus Acanthopterygii M97765
Skalnik . y
Morone saxatilis Acanthopterygii S78253
prazkowany
Pstrag tgczowy Oncorhynchus mykiss Protacanthopterygii M24683
Eoso$ atlantycki Salmo salar Protacanthopterygii X14305
- Odontesthes argentinensis Acanthopterygii AF236091

Analizujac sekwencje parami (kazda z kazda), otrzymano dla nich wartosci
odleglosci genetycznych (macierz podobienstwa), na podstawie korych skonstruowano
drzewo obrazujace zréznicowanie migdzy gatunkami. Macierz podobienstwa (topologia
drzewa) obrazujacego umiejscowienie lina w obrgbie wytypowanych gatunkow ryb
uzyskana zostata przy wykorzystaniu modelu substytucji o dwdch parametrach K2P
(Kimura 1980). Podstawa obliczen tej kalkulacji jest zatozenie, ze tranzycje pojawiaja
si¢ w sekwencji stosunkowo czg¢sciej niz transwersje ze wzgledu na strukturg¢ chemiczna
zasad azotowych z grupy puryn (dwupierScieniowe) badz pirymidyn
(jednopierscieniowe). Celem zweryfikowania poprawno$ci topologii otrzymanego
dendrogramu ilo$¢ powtdrzen probkowania (losowanie ze zwracaniem poszczegdlnych

miejsc w macierzy przyréwnanych sekwencji) przyjeto na poziomie 5 000.
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4.2.5 Modelowanie struktury przestrzennej bialka oraz weryfikacja poprawnosci

otrzymanego modelu

Po zaimportowaniu sekwencji mRNA do programu BioEdit (7.0.9.0.)
przepisano ja na jezyk aminokwaséow. W tym celu wykorzystano genomowy kod
genetyczny o nastgpujacych cechach: bezprzecinkowos$é, trojkowosé, jednoznaczno$é
oraz nie przechodzenie jednego z nukleotydow do innego kodonu niz ten, ktory jest mu
przypisany. Otrzymany ciag jednoliterowych oznaczeh aminokwasoéw zostal nastepnie
przeszukany w programie NetNglyc pod wzglgdem wystegpowania potencjalnych miejsc
glikozylacji. Sa to szczegodlnie wazne regiony, do ktorych przylaczane sa reszty
cukrowe za pomoca wiazan N-glikozydowych. Proces ich przytaczania jest rodzajem
modyfikacji potranslacyjnych, ktérych obecnos¢ determinuje utworzenie prawidlowe;j
konformacji przestrzennej biatka oraz zapewnia im stabilno$¢ (Blom i in. 2004, Gupta
I Brunak 2002).

W kolejnym etapie analiz sekwencje aminokwasow GH wykorzystano do
wyszukania wzorow przestrzennych (szablonow) biatek, ktore swa sekwencja wykazuja
najwigksze podobienstwo. Etap ten przeprowadzono na metaserwerze BiolnfoBank,
ktory zapewnia dowolny wyboér ilosci serwerdw jednostkowych do wyszukiwania
szablonow (Kajan i Rychlewski 2007). Aby rzetelnie poréwnaé¢ badana sekwencje,
w zasobach metaserwera BiolnfoBank wybrano serwery ESyPred3D, FFAS03, PDB-
Basic, PDB-PSI oraz PDB-RPS. Zestaw szablonéw zostat dobrany dzigki algorytmowi
wykorzystywanemu przez system 3D-Jury. System ten dla kazdej zestawionej pary
wyliczyl wynik ,,J score” bedacy skladowa poréwnan migdzy atomami wegla o (Ca)
w odlegtosci nie wigkszej niz 3,5 A. Dla skrocenia czasu oraz zawezenia poszukiwan
przyjeto lini¢ progowa dla porownywanych szablonéw na poziomie 40 znalezionych
podobienstw migdzy Ca (Ginalski i in. 2003). Szablony o najwigkszej uzytecznosci (nie
zawsze o najwigkszym podobienstwie) zostaty nastgpnie zaimportowane do programu
Swiss-PdbViewer (Guex i Peitsch 1997). W tym programie wybrany szablon
zestawiono z modelowana sekwencja, dzigki czemu do jej sekwencji aminokwasowej
wprowadzono zmiany w postaci przerw. Gruntownie zweryfikowana sekwencjg
nastgpnie wprowadzono do programu MODELLER 9v8 celem modelowania
homologicznego (Eswar i in. 2006). Otrzymany model wynikowy zweryfikowano pod
wzgledem poprawnos$ci za pomoca serwera do oceny modeli Verify 3D (Liithy i in.
1992). Prezentacje wynikowego modelu przedstawiono graficznie dzigki programowi

UCSF Chimera (Pettersen i in. 2004). Reasumujac etapy modelowania przestrzennej
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struktury biatka obejmowaly: wybor szablonow, poréwnanie szablonéw z modelowana

sekwencja, budowanie modelu oraz jego ocena (Schwede i in. 2003).

4.3 Kontrola jednorodnosci genetycznej osobnikéow doswiadczalnych metoda PCR-
RFLP. Pomiar aktywnos$ci genu hormonu wzrostu linow metoda qPCR. Ocena
zalezno$ci migdzy hormonem wzrostu a insulinopodobnym czynnikiem wzrostu

typu I w osi somatotropowe;j lina za pomocg testu ELISA

4.3.1 Selekcja osobnikow lina do czesSci doswiadczalnej

Material do badan stanowito 25 samic oraz 25 samcow lina pozyskanych
z Rybackiej Stacji Doswiadczalnej w Nowym Czarnowie. Wszystkie wybrane ryby byty
otrzymane w wyniku sztucznego tarta a ich linia przodkéw byla dobrze
scharakteryzowana. Podczas wylawiania osobnikow z sadzy starano si¢
wyselekcjonowaé osobniki o zblizonych wymiarach oraz masie. W momencie odlowu
kazdej rybie odcinano skrawek ptetwy ogonowej 1 umieszczano w osobnych 1,5 ml
probowkach typu Eppendorf wypelionych w 75 % alkoholem etylowym. Skrawki w
takiej postaci byly przechowywane w temperaturze pokojowej do momentu izolacji
DNA. Ryby w wieku 3+ niewykazujace objawdw chorobowych, nienoszace $ladow
otar¢ oraz skaleczen, bedace w ogolnie pojetej dobrej kondycji zostaly przewiezione do
laboratorium do$wiadczalnego Zakladu Akwakultury na Wydziale Nauk o Zywnosci
I Rybactwa. W tym celu umieszczono je w workach wypelionych tlenem gdzie na 1 kg
ryby przypadatlo 6 1 wody o temperaturze od 11 - 15 °C zgodnie z zaleceniami
podanymi przez Szczerbowskiego (2008). W laboratorium umieszczono worki z rybami
w uprzednio przygotowanych basenach, ktore kilka dni wcze$niej wypetniono woda
celem samoistnego usunigcia chloru. Po godzinnej aklimatyzacji ryby zostaty uwaznie
wpuszczone do basendw z woda o temperaturze 14 °C, ktora dodatkowo napowietrzano.
Przetransportowane ryby przez 4 doby byly obserwowane a woda w basenie byla

dwukrotnie wymieniona w odstgpach co 2 dni celem usunigcia odchodow.

4.3.2 Wybor osobnikow do oceny przydatnosci metod izolacji RNA

Z zasobow Rybackiej Stacji Doswiadczalneg w Nowym Czarnowie

wyselekcjonowano 10 osobnikow lina nalezacych do réznego sortymentu (Tab. 6).
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Tabela 6. Osobniki lina wybrane do oceny metod izolacji RNA

Lp. Sortyment Ple¢ osobnika Masa ()
1 Ryba towarowa Q 351
2 Ryba towarowa 3 350
3 Tarlak Q 1680
4 Tarlak ) 645
5 Forma barwna Q 1238
6 Forma barwna ) 1312
7 Ryba towarowa Q 283
8 Ryba towarowa ) 520
9 Tarlak ) 703
10 Tarlak Q 860

W doborze osobnikéw kierowano si¢ checia pozyskania prob (przysadka,
skrawek watroby, skrawek tkanki migsniowej) z jak najbardziej zroznicowanej
(przeznaczenie, ubarwienie, masa ciata) grupy ryb. Takie podejécie pozwala na rzetelne
zweryfikowanie, ktora z metod izolacji catkowitego RNA jest najbardziej przydatna do

przeprowadzenia dalszych etapoéw badawczych.

4.3.3 Ocena jednorodnosci genetycznej metoda PCR-RFLP

Pomimo pewnosci, iz wybrane do do$wiadczenia osobniki pochodzity od
wiadomej pary rodzicielskiej przeprowadzono reakcje polimerazy potaczona z analiza
polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR-RFLP). Metoda ta miala za
zadanie zweryfikowa¢ czy w trakcie hodowli nie nastapito przypadkowe ,,wymieszanie”
potomstwa pozyskanego z roéznych par rodzicielskich. Jednym z gléwnych zatozen
etapu doswiadczalnego jest udziat osobnikow, ktore charakteryzuje brak zréznicowania
genetycznego (homogennos$¢ genetyczna). Oceng zrdznicowania metoda PCR-RFLP
przeprowadzono w obrebie sekwencji nukleotydowej genow zlokalizowanych
w mitochondrialnym DNA (mtDNA).

4.3.3.1 Izolacja DNA, ocena otrzymanych izolatéw oraz amplifikacja genu nd-1
lina

Etap izolacji DNA ze skrawkow ptetw przeprowadzono zgodnie z protokotem
dotaczonym do zestawu peqGOLD Tissue DNA Mini Kit (PEQLAB Biotechnologie).
Jakos¢ oraz posrednio ilo$¢ pozyskanych izolatow oceniono po przeprowadzeniu
rozdziatu elektroforetycznego w 1 % zelu agarozowym. Bezposrednio po ocenie
izolatow przystapiono do przygotowania mieszaniny reakcyjnej dla reakcji polimerazy
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w gradiencie temperatury celem ustalenia wlasciwej temperatury hybrydyzacji
starterow do matrycy (Tab. 7).
Tabela 7. Sktadniki reakcyjne oraz ich objgtosci w przeliczeniu na jedna 25ul probke

] . ) Matryca
Bufor MgCl, Mieszanina  Starter F Starter R Polimeraza
H,O ® ® DNA
GoTaq dNTP 100 100 GoTaq
DEPC . L L L 0.05-1.0
Flexi 25 mM 10 mM pmol-pl pmol-pul’ Supl N
ug-pul’
16,875
| 5ul 1l 0,4 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,125 pl 1 ul
n

Profil czasowo - temperaturowy zostat realizowany zgodnie z etapami:
e denaturacja wstepna - 94 °C przez 3 min,
e denaturacja wiasciwa - 94 °C przez 30 s,
e przylaczanie starteroOw - gradient temperaturowy od 50 do 60 °C przez 30 s,
e wydluzanie starterow - 72 °C przez 2 min,
e wydluzanie koficowe - 72 °C przez 7 min,
e schlodzenie mieszaniny reakcyjnej do 4 °C.

Etapy denaturacji wlasciwej, przylaczania starterow oraz wydtuzania starterow
powtdrzono 35 razy. Sekwencje starterow zaczerpnigto z pracy nad mtDNA u ryb
tososiowatych (Nielsen i in. 1998):

nd-1F: 5 —GCC TCG CCT GTT TAC CAA AAA CAT- 3

nd-1R: 5 —-GGT ATG GGC CCG AAA GCT TA- 3’

Oceng powodzenia reakcji polimerazy w  gradiencie temperatury
przeprowadzono za pomoca standardowego rozdziatu elektroforetycznego w 1 % zelu
agarozowym.

Po okres$leniu witasciwej temperatury dla hybrydyzacji starterow oraz po
wprowadzeniu zmian w profilu czasowo - temperaturowym wykonano reakcjg
polimerazy dla wszystkich izolatéw. Po reakcji polimerazy oceng amplikonow
wykonano za pomoca rozdziatu elektroforetycznego w 1 % zelu agarozowym.
Wszystkie reakcje polimerazy przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler
(Eppendorf). Natomiast przygotowanie zeli, rozdzialy elektroforetyczne, wizualizacje
oraz kompletna dokumentacj¢ dla tego etapu badan zrealizowano zgodnie z procedura

opisang w pkt. 4.2.2.
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4.3.3.2 Dobor enzymow restrykeyjnych oraz analiza PCR-RFLP genu nd-1 lina

Dysponujac sekwencjami starteréw nd-1F oraz nd-1R zlokalizowano w
sekwencji genomu mitochondrialnego lina miejsca ich hybrydyzacji, a tym samym
wyznaczono dokladna dlugo$¢ sekwencji nukleotydowej. Wykorzystana sekwencja
mtDNA lina zostata zdeponowana pod numerem dostgpu NC 008648 w bazie NCBI w
ramach badan nad zaleznosciami ewolucyjnymi w obrgbie rodziny karpioksztattnych. Z
16 612 pz mtDNA lina wykorzystano flankowany starterami region o dlugosci 2 015 pz
(Ryc. 4).

GCCTCGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCTCCTGCAACTAAATTGAGTATAGGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACTACGGGTTCAACGGC
CGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATAGAGACCTGTATGAATGGCTAAACGAGGGCTTAACTGTC
TCCCCCTTCAAGTCAGTGAAATTGATCTATCCGTGCAGAAGCGGGTATAAAAATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGGTAC
AAAATTCAACCACGTCAAGAAATTCAATAAAAAACAAAAACTTAGTGGATTATAAACTTTTACCTTCGGTTGGGGCGACCACGGAGGA
AAAACAAGCCTCCGAGTGGAATGGGTTAAATACCTAAAACTAAGAGAAACATCTCTAAGCCACAGAAAATCTGACCAAAAATGATCCG
GCTTAATGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTCTCCCAGAGTCCATATCGACGAGGGGGTTTACGACC
TCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCA
GACCGGAGCAATCCAGGTCAGTTTCTATCTGTAACGCTATTTTTCCTAGTACGAAAGGATCGGAAAAAAGGGGCCTATACTTAAAGCA
CGCCCCACCCCTAATTAATGAAAACAAATAAATTAAATAAAGGGAGGGCCAAACCCTGCCAGCCAAAATAAGGACATACTGGGGTGGC
AGAGCATGGTAAATTGCGAAAGGCCTAAGCCCTTTTAACCAGAGGTTCAAATCCTCTTCCCAGTTCATGCTAAACACTTTAATAAATC
ACTTAATTAACCCACTAGCCTATATCGTTCCAGTTCTACTAGCAGTAGCCTTCTTAACCCTACTTGAACGAAAAATTCTAGGATACAT
GCAACTACGAAAAGGACCTAATGTAGTAGGACCTTACGGACTACTACAGCCAATCGCCGACGGCGTTAAACTATTTATTAAAGAACCC
GTACGCCCCTCTACCTCATCTCCATTCCTATTTTTAGCCACGCCCATCCTTGCACTTACCCTTGCAATGACACTATGAGCACCAATAC
CTATGCCTCACCCCGTAATTGATCTCAACTTAGGAGTCCTATTTATCTTAGCCCTATCAAGCCTCGCAGTATATTCCATTCTAGGGTC
AGGATGGGCATCAAATTCGAAATACGCACTAATTGGAGCCCTACGAGCAGTAGCCCAAACAATTTCATATGAAGTAAGCCTTGGACTT
ATTCTTTTATCAGTAATTATTTTTTCCGGGGGATATACCCTACAAACATTTAATACAGCCCAAGAAAGCATCTGATTACTAGCCCCCG
CGTGACCTCTAGCTGCAATATGATACATTTCAACTCTAGCAGAAACAAACCGAGCACCATTCGACTTAACAGAGGGAGAATCCGAGCT
AGTCTCAGGATTTAACGTAGAATATGCCGGAGGACCATTTGCCCTATTTTTCCTAGCTGAGTATGCAAACATCTTACTCATAAACACC
CTATCAGCCGTGTTATTTATAGGAACTTCACACTTCCCACACATCCCTGAATTAACCACAATTAGTCTAATAACTAAAGCCGCATTTC
TCTCCATTATTTTCCTATGAGTGCGAGCCTCCTATCCACGATTCCGATACGACCAACTCATACACCTTGTATGAAAAAACTTTCTCCC
CCTAACACTAGCCCTAGTGCTATGACACATCGCCCTACCAATTGCGCTAGCAGGCCTCCCCCCACAACTATAACCCAGGAACTGTGCC
CGAATGCCTAGGGACCACTTTGATAGAGTGGCCAATAGGGGCTAAAATCCCCTCAGTTCTTAGAAAGAAGGGGGTCGAACCCATGCCC
AAGAGATCAAAACTCTTAGTGCTTCCTCTACACCACTTTCTAAGATGGGGTCAGCTAATTAAGCTTTCCCGCCCATACC

Ryc. 4. Fragment sekwencji mtDNA lina (NC_008648) oflankowany starterami nd-1F
oraz nd-1R (wyrdznione na zielono).

Sekwencja flankowana przez startery nd-1F oraz nd-1R zawiera kolejno
niepelna sekwencje genu kodujacego podjednostke 16S rRNA (1 — 781 pz), pelna
sekwencje genu kodujacego tRNA dla leucyny (782 — 857 pz), pelna sekwencje genu
kodujacego pierwsza podjednostke dehydrogenazy NADH (859 — 1833 pz), peina
sekwencje genu kodujacego tRNA dla izoleucyny (1 838 -1 909 pz), pelna sekwencje
genu kodujacego tRNA dla glutaminy (1 910 — 1 978 pz) oraz niepelna sekwencje genu
kodujacego tRNA dla metioniny (1 979 — 2 015 pz) (Saitoh i in. 2006). W niniejszej
pracy dla przejrzystosci oraz spojnosci autor postuguje si¢ okresleniem gen nd-1 dla

badanego amplikonu scharakteryzowanego w powyzszym zdaniu.
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Zdetiniowana sekwencje zaimportowano nastgpnie do ogolnodostepnego
programu internetowego NEBcutter (V2.0) celem wyboru enzymoéw restrykcyjnych do
przeprowadzenia pézniejszych reakcji trawienia amplikonéw. Wyboru dokonano z puli
19 endonukleaz restrykcyjnych dostepnych w danym czasie w Pracowni Genetyki Ryb,
z czego 17 mialo specyficzne miejsca cigcia DNA a 2 pozostate zostaly
zaklasyfikowane jako enzymy nietnace (Tab. 8).

Tabela 8. Charakterystyka enzymow restrykcyjnych.

L Enzym Rozpoznawane Ilos¢ Umiejscowienie cig¢ w obrebie

P- restrykcyjny miejsce cigé analizowanej sekwencji

. v *88/90, *90/92, *217/219, *562/564,
1 Acil C7CG.C 6 «1406/1408, *1664/1666

254/254, 1420/1420, 1494/1494,
2 Alul AGICT 6 1552/1552, 1990/1990, 1999/1999
3 Apal GaGGCC'C 1 *2009/2005
v 54/57, 982/985, 997/1000,1528/1531,

4 Avall G 'GWC,.C 5  1360/1863

471/473, 662/664, 895/897, 919/921,
958/960, 1225/1227, 1399/1401,
5 Bfal CYTALG 15 1417/1419, 1444/1446, 1495/1497,
1549/1551, 1768/1770, 1774/1776,
1807/1809, 1856/1858

6 Fatl VCATG, 4 796/800, 857/861, 965/969,1929/1933
. Fok] , 53253, 108771091, T247/1251,
0 GGATG(N)s"NNNN o 1612/1616
*87/87, 689/689, 752/752, 815/815,
Haelll GG|CC 7 1814/1814, 1879/1879, 2007/2007
Hhal G.CG'C 3 *117/115, *485/483, *1806/1804
) v 499/502, 1178/1181, 1486/1489,
10 Hinfl GVANT.C 4 oo
v *438/440, *619/621, *1346/1348,
11 Hpall CYCG.G 4
12 HpyAV CCTTC(N)saN” 4 191/190, *337/336, 939/938, 1909/1908
#199/203, #434]438, *#450/454,
13 Mbol YGATC, 8  #537/541, #604/608, *#673/677,
#1164/1168,#1940/1944
688/688, 1269/1269, 1861/1861,
14 Nalv GGNINCC e a2
15 Rsal GTIAC 3 262/262, *666/666, *1058/1058
v 508/510, 529/531, 1249/1251,
16 Tagl T CG.A 1469/1471, 1923/1925
39/43, 195/199, 266/270, 284/288,
716/720, 734/738, 803/807, 884/888,
17 Tsp500] YAATT, 1g 9531957, 116071164, 1245/1249,

1262/1266, 1292/1296, 1334/1338,
1633/1637, 1643/1647, 1799/1803,
1992/1996

* - wydajnos$¢ cigcia moze by¢ zmieniona poprzez metylacje w obrebie wysepek CpG,
# - wydajnos$¢ cigcia moze by¢ zmieniona poprzez inny rodzaj metylacji.

Kolorem niebieskim oznaczono enzymy, ktére wykorzystano w analizach.
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Ostatecznie wytypowano 5 enzyméw restrykcyjnych. Trzy z nich Hhal, Rsal
oraz Hinfl to enzymy tnace (rozpoznaja a nast¢pnie tna w obrgbie rozpoznawanej
sekwencji DNA), wybrane sposréd 17 na podstawie ilosci i dlugosci fragmentow
powstalych po wirtualnym trawieniu w programie NEBcutter (V2.0). Pozostate dwa to
Sspl oraz Xbal, dla ktorych program nie znalazt specyficznych miejsc w sekwencji
amplikonu. Wybrane enzymy restrykcyjne naleza do drugiej klasy, dlatego tez miejsce
cigcia powinno si¢ znajdowa¢ w obrgbie rozpoznawanej sekwencji palindromowej

(Ryc. 5).

1 bbbt bt bt bbbt bbbty b bt byt bt bt bl 2045
| | I | | | | [

*¥Hhal “Rszal HinfI *¥Rzal HinfI HinfI *Hhal
#Hhal #Rzal #HinfI

Ryc. 5. Mapa miejsc restrykcyjnych dla wybranych endonukleaz restrykcyjnych.

Wykorzystujac wskazane przez program NEBcutter (V2.0) unikalne miejsca
aktywnosci enzymoéw wyliczono spodziewane dtugosci fragmentow restrykcyjnych po
reakcji trawienia kazdego z amplikonéw:

e Hinfl — 226 pz, 303 pz, 308 pz, 499 pz oraz 679 pz,
e Hhal — 116 pz, 210 pz, 368 pz oraz 1321 pz,
o Rsal —262 pz, 392 pz, 404 pz oraz 957 pz.

Wszystkie mieszaniny reakcyjne oraz warunki reakcji dla kazdego z wybranych
enzymoOw restrykcyjnych przygotowane zostaly zgodnie zaleceniami zawartymi
w kartach charakterystyk enzymow dotaczonych przez firme Fermentas (dostawca).
Profile czasowo — temperaturowe dla wszystkich reakcji trawienia zostaty zrealizowane
w szafie grzewczej GI7 (SHEL LAB). Wynik trawienia enzymow restrykcyjnych
oceniano za pomoca rozdziatu elektroforetycznego w 2,5 % zelu agarozowym na bazie
agarozy Basica LE GQT (Prona). Przygotowanie zeli, rozdziaty elektroforetyczne,
wizualizacje oraz kompletna dokumentacj¢ dla tych analiz zrealizowano zgodnie z
procedura opisana w sekcji 4.2.2. Jedyna wprowadzona zmiang byto wydluzenie czasu
rozdzialu do jednej godziny ze wzgledu na wyzsza procentowos¢ zastosowanego zelu.
W przypadku, gdy rozdziat elektroforetyczny nie zapewnial wymaganej rozdzielczosci
badZ byta ona na niskim poziomie przeprowadzano rozdziat w natywnym 8 badz 15 %
zelu poliakrylamidowym (PAGE). W zalezno$ci od wymaganej procentowosci zelu

odczynniki mieszano w odpowiednich proporcjach (Tab. 9).
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Tabela 9. Objetosci poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny do przygotowania 36 ml 8

lub 15 % zelu poliakrylamidowego.

Skladnik mieszaniny 8 % zel 15 % zel
Mieszanina akrylamidoéw 9,6 ml 18 ml
5 X TBE 7,2ml 7,2 ml
H,O DEPC 19,2 ml 10,8 ml
Odgazowywanie mieszaniny — 5 minut
10 % Nadsiarczan amonu 200 ul 200 pul
TEMED 20 pl 20 pl

Do przyrzadzenia zelu poliakrylamidowego skorzystano z 30 % mieszaniny
akrylamidow w stosunku Akrylamid/Bis-akrylamid 29:1 (Sigma), pigciokrotnego
buforu TBE (Fermentas), wody DEPC (Sigma), katalizatora polimeryzacji akrylamidu
TEMED (Sigma) oraz 10 % roztworu nadsiarczanu amonu (Sigma). Poczatkowo do
zlewki przeniesiono odpowiednie objgtosci mieszaniny poliakrylamidéw, 5 X TBE oraz
wody i cato$¢ umieszczono (bez opcji wirowania) w koncentratorze Plus (Eppendorf)
na 5 minut celem odgazowania mieszaniny. W tym czasie przygotowano stanowisko do
uformowania zelu w pozycji pionowej. Po etapie odgazowywania dodano do
mieszaniny 10 % nadsiarczan amonu oraz TEMED. Cato$ci wymieszano 1 za pomoca
pipety Pasteura naniesiono migdzy szklane szyby. Po uplywie 45 minut zel ulegt
zestaleniu 1 zostal przeniesiony do komory przeznaczonej do rozdziatu
elektroforetycznego w pionie PROTEAN II xi (BioRad) zasilanej generatorem napigcia
PowerPac 300 (Bio-Rad). Przed przeprowadzeniem wiasciwej elektroforezy
przeprowadzono wstgpna elektroforez¢ poprzez przylozenie napigcia do zelu bez
naktadania prob w celu usunigcia kationow amonowych. Ten wstepny etap trwal 20 min
przy napigciu 8 V na jeden cm Zelu, poczym bezposrednio przystapiono do naniesienia
analizowanych prob do dotkéw uformowanych w zelu. Kazda z prob przed
naniesieniem wymieszano z 2 ul buforu obcigzajacego 6 X DNA Loading Dye
(Fermentas). Rozdzial prowadzono w warunkach obnizonej temperatury (chlodzenie
zimna woda) przy napigciu 8 V na jeden cm Zelu przez okres 4 h dla 8 % oraz 10 h dla
15 % zelu poliakrylamidowego. Po PAGE rozklejono szyby a szybg z przylegajacym
zelem inkubowano w roztworze bromku etydyny (MP Biomedicals) o stezeniu 0,5

mgml? przez 30 minut. Po tym czasie przeprowadzono wizualizacje oraz
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dokumentacje¢ otrzymanego wyniku za pomoca komory do analizy zeli Gel Doc™ XR
(Bio-Rad).

4.3.4 Przygotowanie ukladu doswiadczalnego, jego przebieg oraz pobor prob do

badan

Czg$¢ doswiadczalng przeprowadzono w laboratorium badawczym Katedry
Anatomii i Embriologii Ryb Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Kolejne etapy konstruowania uktadu doswiadczalnego podporzadkowano
zatozeniu, ze odtéw ryb oraz pobor prob z kazdej z nich ma przebiega¢ w tatwy 1 szybki

Sposob.

4.3.4.1 Uklad oraz funkcjonowanie doswiadczenia

Do doswiadczenia wybrano 4 szklane akwaria o pojemnosci 140 1 oraz jedno
dwukrotnie wigksze (280 1). Zbiorniki nastepnie dokladnie umyto woda ze $rodkiem
myjacym i gruntownie ptukano woda. Tak przygotowane akwaria umieszczono na
stelazu i zamontowano w nich kostki napowietrzajace obciazone tak, by przez caty
okres trwania do$wiadczenia znajdowatly si¢ przy dnie. Dodatkowo do akwariow, w
ktorych temperature wody w trakcie do$wiadczenia utrzymywano na poziomie 20, 25
oraz 30 °C zamontowano 150 W grzatki akwarystyczne z termostatem (AQUAEL).
Akwaria, gdzie temperatura wody miala temperatur¢ 10, 15 °C wyposazono
w elektronicznie sterowane urzadzenia chlodzace utrzymujace zaprogramowana
temperatur¢ Z doktadnoscia do 0,2 °C. W trakcie, gdy przewiezione z RSD Nowe
Czarmowo ryby aklimatyzowaly si¢ w basenach przeprowadzono test stabilno$ci
temperatury. Napetniono akwaria woda 1 uruchomiono caty system doswiadczalny.
Temperatur¢ wody w kazdym z wariantow termicznych mierzono 3 razy dziennie
I wprowadzano ewentualne zmiany w termostatach by podczas doswiadczenia nie
ingerowa¢ w jego przebieg. Po zweryfikowaniu stabilnosci temperatur w kazdym
z wariantow wyltaczono grzatki, chlodnice oraz napowietrzanie a akwaria oklejono
czarna, nieprzepuszczajaca $wiatta folia.

Gdy woda w uktadzie doswiadczalnym samoistnie osiagngla temperaturg okoto
15 °C ryby z basenu, partiami przeniesiono do laboratorium dos$wiadczalnego
w konwiach do transportu ryb. Do kazdego z akwariow nastepnie wprowadzono po 5
samcOw 1 5 samic, zalaczono napowietrzanie oraz odpowiednio grzatki akwarystyczne
badZz urzadzenia chlodzace. Gdy tylko doswiadczenie si¢ zaczglo poczatkowo

skontrolowano stabilno$¢ temperatury a w pomieszczeniu gdzie doswiadczenie miato
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miejsce panowala ciemnos$¢ oraz cisza. Celem zachowania takich wymogow swietlno —
glosowych bylo ujednolicenie otaczajacych akwaria warunkéw (homogenno$é
warunkéw otoczenia). Jedynym rézniacym kazdy wariant elementem byta temperatura
wody (heterogennos$¢ temperaturowa), ktora przez caly okres doswiadczenia byta
utrzymywana dla kazdego z akwariow odpowiednio na poziomie 10, 15, 20, 25, 30 °C
(Ryc. 6). Ryby przez okres doswiadczenia (5 dob) nie byly karmione, aby uniknaé
ewentualnego oddzialywania ze strony skladnikoéw pokarmowych na wynik

doswiadczenia.
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Ryc. 6. Schemat i podstawowe zasady panujace przez caly okres doswiadczenia

akwariowego

4.3.4.2 Pobor oraz zabezpieczenie prob do analiz
Po 5 dobach do kazdego akwarium kolejno dodawano 2-fenoxyetanolu
0 stezeniu 0,5 mg-dm'3 celem wprowadzenia ryb w stan uspienia. Po jego stwierdzeniu
z kazdego akwarium losowo oraz pojedynczo wytawiano kasarkiem po 3 samice i 3
samce. Procedura poboru prob oraz gromadzenia danych wagowo-merystycznych
przebiegala nastgpujaco:
e krew obwodowa (1 cm®) pobierano za pomoca sterylnej strzykawki 3 ml (Polfa
Lublin) oraz igly (TERUMO) o przekroju 0,7 mm z zZyly ogonowe;.
Bezposrednio ze strzykawki przenoszono ja do 1,5 ml probowek typu Eppendorf

1 umieszczano w lodowce zaprogramowanej na 4 °C na okres 24 godzin,
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e uSmiercenie ryby poprzez pojedyncze, solidne uderzenie metalowa rurka
W czaszke,

e wazenie na wadze WLC C/2 (RADWAG) oraz pomiar dtugosci catkowitej
liniatem z doktadnos$cia odpowiednio do 1 grama oraz do 1 mm,

e pobor catej przysadki mozgowej, skrawka watroby oraz skrawka tkanki
migsniowe] (z czesci podosiowej wielkiego migsnia bocznego) o masach od 30
do 35 mg od kazdej z ryb. Pobrany materiat zabezpieczono przed nukleazami
(szczegolnie rybonukleazami) w osobnych 1,5 ml probéwkach typu Eppendorf,
wypetnionych ptynem stabilizujacym RNAlater (QIAGEN). Nalezyta objetosé¢
ptynu zostata obliczona zgodnie z zaleceniami producenta i wynosita 350 ml. Po
wprowadzeniu przysadki badz skrawkow do probowek z ptynem intensywnie
nimi potrzasano by oleisty ptyn z kazde] Strony otoczyl, spenetrowat
| zabezpieczyt probe. Probowki z zawarto$cia przetrzymywano w temperaturze -
20 °C, az do momentu izolacji catkowitego RNA.

o fragmenty watroby (okoto 1 g) kazdej z ryb umieszczano w osobnych 1,5 ml
probéwkach typu Eppendorf a nastgpnie umieszczano w - 20 °C, az do momentu

wykonywania dalszych analiz.

4.3.5 Ocena skutecznos$ci metod izolacji calkowitego RNA

Badania genetyczne naleza do grupy analiz, w ktorych nie mozna sobie pozwoli¢
na btedy zwlaszcza na samym poczatku. Zazwyczaj prace z tego zakresu rozpoczyna si¢
od kolekcjonowania oraz zabezpieczenia zebranego materialu przed degradacja badz
zmiang poziomu aktywnos$ci metabolicznej badz genetycznej, ktora chcemy oszacowac
(Fleige i Pfaffl 2006). Dlatego przeprowadzono izolacje catkowitego RNA dwoma
metodami, gdyz ten etap stanowi punkt wyjScia do okreslenia aktywnosci genu
hormonu wzrostu lina poprzez okreslenie swoistego poziomu mRNA. Osobniki lina
scharakteryzowane w tabeli 8 zostaly podzielone na 2 grupy. Pierwsza z nich to ryby
oznaczone numerami 1, 4, 5, 8 oraz 10. Druga natomiast to ryby oznaczone numerami
2,3, 6,7 oraz 9. Od kazdej ryby niezaleznie od grupy pobrano do 1,5 ml proboéwki typu
Eppendorf zawierajacej 350 ul ptynu RNAlater (QIAGEN) cata przysadke mozgowa,
skrawek watroby oraz skrawek tkanki mig§niowej o masach od 30 do 35 mg. Lacznie
od 10 ryb zebrano 30 prob. Z préb pobranych od ryb nalezacych do pierwszej grupy

wyizolowano catkowity RNA metoda kolumnowa. Natomiast proby pobrane od ryb
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nalezacych do 2 grupy zostaty wykorzystane do izolacji catkowitego RNA za pomoca

Trizolu®.

4.3.5.1 Izolacja calkowitego RNA metoda kolumnowa

Izolacje¢ catkowitego RNA przeprowadzono w oparciu o gotowy zestaw
odczynnikéw RNeasy“Mini (QIAGEN). Zastosowana metoda izolacji opierata si¢ na
selektywnym wiazaniu RNA na silikonowych membranach kolumn. Absolutng
koniecznos$cia bylo przeprowadzenie po sobie osobnych etapéw dezintegracji (blon
komoérkowych) oraz homogenizacji probek. Dezintegracja komorek miata na celu
uwolnienie catkowitego RNA zawartego w komodrkach tworzacych. Natomiast etap
homogenizacji zredukowanie lepko$ci jednorodnego lizatu po przeprowadzeniu
dezintegracji.

Z metod dezintegracji proponowanych przez producenta RNeasy“Mini wybrano
rozcieranie prob tluczkiem w mozdzierzu z ciektym azotem. Homogenizacj¢ roztartych
na proszek préb wykonano w 2ml probowkach typu Eppendorf, ktére wczesniej zostaty
schtodzone w ciektym azocie. W tym celu przeciagnigto kilkakrotnie przez 1000 ml
koncoéwke pipety roztarta probg zawieszona w buforze dotaczonym do zestawu przez
producenta. Po tej czynno$ci proces izolacji kontynuowano zgodnie z procedura

dotaczona do zestawu RNeasy®Mini.

4.3.5.2 Izolacja calkowitego RNA Trizolem®

Metoda izolacji Trizolem® (Invitrogen) jest skomercjalizowana metoda
ekstrakcji wykorzystujaca tiocyjanian guanidyny, fenol oraz chloroform, opracowana
przez Chomcezynskiego i Sacchi (1987). Rozni sig¢ znaczaco od powyzszej metody, gdyz
wykorzystuje odmienne wasciwosci czasteczek RNA i polega na uzyskaniu trzech faz:
przezroczystej wodnej, w ktorej znajduje sie¢ RNA, mlecznej srodkowej fazy DNA oraz
organicznej rézowej zawierajacej tluszcze oraz biatka. Procedurg dezintegracji oraz
homogenizacji przeprowadzono w przy uzyciu homogenizatora TissueLyser II. W tym
celu w 2 ml probowkach typu Eppendorf umieszczono zrownane do 10 mg proby,
metalowa kulke o $rednicy 5 mm (QIAGEN) oraz 80 ul buforu PBS (Dulbecco).
Calos$¢ wytrzasano 2 minuty z czestotliwoscia 25 Hz. Nastgpnie probowki z zawartoscia
umieszczono na 24 godziny w — 20 °C, poczym kontynuowano proces izolacji zgodnie

z protokolem dostarczonym przez producenta Trizolu®.
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4.3.5.3 Ocena wydajnos$ci porownywanych metod izolacji RNA

Koncentracj¢ RNA oznaczono metoda spektrofotometryczna poprzez pomiar
absorbancji przy dlugosci fali 260 nm (Azso) przy pomocy Spektrometru UV/Vis
NanoDrop (Thermo Scientific) dla kazdej z probek w dwodch powtdrzeniach.
Spektrofotometrycznie zostata takze oceniona czysto$¢ izolatu na podstawie wartosci
wspotczynnika Aggol/ Azgo, ktory powinien si¢ zawiera¢ migdzy 1,8 a 2.

Dodatkowo zastosowano druga metode oceny czystosci izolatow RNA, dzigki
ktorej oceniono ewentualne zanieczyszczenie przez DNA. Wykonano jednoetapowa
RT-PCR ze starterami Tt3iF oraz Tt3iR, ktore hybrydyzuja odpowiednio z sekwencja
nukleotydowa egzonu III oraz IV (tab. 3). Startery te, gdy hybrydyzuja do DNA
flankuja 1 warunkuja produkt PCR o dtugosci 488 pz, gdyz amplifikacji ulega takze
region intronowy oddzielajacy egzon III od IV. Jednakze, gdy w wyizolowanej probie
RNA brak jest zanieczyszczen kwasem deoksynukleinowym uzyskany produkt
powinien by¢ krétszy o dhugos¢ intronu. Amplikon wtedy powinien mie¢ dhugosé
192 pz. Reakcje dla 30 izolatow (potaczenie izolatdow z dwoch metod izolacji)
wykonano wykorzystujac zestaw odczynnikow OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN)
w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf). Mieszanina reakcyjna skladata si¢
z nastepujacych komponentow: 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer — 5 ul, 40 mM
dNTP — 1 pl, 10 pmol Tt3iF - 1 pl, 10 pmol Tt3iR - 1 pl, QIAGEN OneStep RT-PCR
Enzyme Mix — 1 ul, 5x Q-Solution — 0,5 ul, H,O DEPC - 10,5 ul, izolat RNA — 5 pl.
Stgzenie matrycy zostalo wyréwnane dla wszystkich badanych préob na podstawie
wynikow z NanoDrop (Thermo Scientific). Profil czasowo-temperaturowy zostat
zrealizowany zgodnie z przyjetym programem: odwrotna transkrypcja 45 min w 45 °C,
aktywacja polimerazy HotStarTag DNA 15 min w 95 °C, denaturacja 30 s w 94 °C,
przylaczanie starteréw 30 s w 57 °C, wydluzanie starterow 3 min w 68 °C, etapy
denaturacji, przytaczania iwydluzania zostaly powtdrzone 35 razy, nastgpnie
wydtuzanie koncowe 10 min w 60 °C oraz schtodzenie mieszaniny reakcyjnej do 10 °C
(zakonczenie reakcji). Oceng jednoetapowej RT-PCR wykonano poprzez rozdzial prob
w 1 % zelu agarozowym. Przygotowanie zelu, warunki rozdziatu elektroforetycznego,
wizualizacje oraz kompletna dokumentacje dla tych analiz zrealizowano zgodnie
z procedura opisana w pkt. 4.2.2. Pozostata objetos¢ mieszaniny oczyszczono a firmie

Genomed zlecono sekwencjonowanie amplikonéw celem dodatkowej weryfikacji.
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4.3.6 Pomiar aktywnosci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR w

doswiadczalnej grupie linow

4.3.6.1 Izolacja oraz ocena izolatow RNA

Izolacje catkowitego RNA ze zgromadzonych prob przysadki, skrawkow
watroby oraz skrawkow tkanki mig$niowej przeprowadzono metoda wykorzystujaca
odczynnik Trizol®. Jako, ze masa tkanek przeznaczonych do izolacji RNA powinna by¢
taka sama, wszystkie zebrane proby zostaly zrownane do masy 10 mg, ktora
odpowiadata $redniej masie calej przysadki moézgowej. Etap ten przeprowadzono
wykorzystujac wage analityczng XA 110/X (RADWAG) o doktadnos$ci odczytu do 0,01
mg. Oceng czystosci izolatow RNA, wykonano przeprowadzajac jednoetapowa RT-
PCR ze starterami Tt3iF oraz Tt3iR zgodnie z procedura przedstawiona w sekcji
traktujacej o metodach izolacji RNA. Nastgpnie przeprowadzono rozdziat

elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym identycznie jak w pkt. 4.2.2.

4.3.6.2 Przygotowanie rozcienczen IC-2 EGFP RNA oraz GH RNA lina

Wykonanie krzywych standardowych i ich wykorzystanie w reakcji polimerazy
w czasie rzeczywistym ma umozliwi¢ osobie przeprowadzajacej analiz¢ okreslenie czy,
o ile oraz jak rozni si¢ poziom ekspresji (aktywnos$¢) danego genu migdzy badanymi
probami. Okreslenie aktywno$ci genu poprzez pomiar ilosci badz stezenia swoistego
mRNA pociagato za soba konieczno$¢ wykorzystania RNA a nie DNA do stworzenia
wlasciwych krzywych standardowych. Do osiagnigcia tego celu obrano dwie drogi.
Pierwsza to wykonanie rozcienczen dziesi¢tnych z wytworzonego w Federalnym
Instytucie Badan Choréb Wirusowych Zwierzat (Riems, Niemcy) konstruktu RNA IC-2
(internal control), gdzie znana byla wyj$ciowa ilos¢ jego kopii. Druga to wykonanie
rozcienczen dziesigtnych z fragmentu mRNA gh, gdzie punktem wyjscia byt izolat

RNA uzyskany z osobnika lina nalezacego do grupy dos§wiadczalne;j.

4.3.6.2.1 Charakterystyka i wykonanie rozcienczen dziesigtnych konstruktu IC-2
EGFP RNA

Kontrola wewngtrzna (IC-2) zostala wytworzona ze zmodyfikowanego genu
kodujacego biatko zielonej fluorescencji (EGFP) na podstawie sekwencji zdeponowane;j
w bazie NCBI pod numerem dostgpu U55761. Wyjsciowa mieszanina I1C-2 zawierata
2x 10° czasteczek RNA (kopii) 1 poprzez wykonanie 4 rozcienczen dziesigtnych

uzyskano szereg 5 matryc o okreslonej koncentracji 2 x 10° (wyjéciowa), 2 x 104,
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2x10° 2 x 10% 2 x 10 Zgodnie z zalozeniem funkcjonowania krzywych
standardowych proba, w ktoérej znajduje si¢ matryca o najwigkszej koncentracji
powinna przekroczy¢ prog detekcji najwczesniej (warto$¢ Ct powinna by¢ najnizsza).
Natomiast proba, w ktorej znajduje si¢ matryca o najmniejszej koncentracji powinna
charakteryzowac¢ si¢ najwyzsza wartoscia Ct (punkt przecigcia krzywej obrazujacej
probe z progiem detekcji). Region ograniczony starterami EGFP-1-F oraz EGFP-2-R
wynosit 132 pz, a migdzy nimi hybrydyzowata sonda TagMan wyznakowana na koncu
5¢ barwnikiem fluorescencyjnym HEX a na koncu 3’ umieszczono wygaszasz
fluorescencji BBQ (MWG Biotech AG) (Tab. 10).

Tabela 10. Charakterystyka starterow oraz sondy przeznaczonych do amplifikacji
I detekcji IC-2

) Pozycja
Nazwa Sekwencja startera/sondy
w NCBI
startera/sondy 5-3
(U55761)
EGFP-1-F GAC CAC TAC CAG CAG AACAC 637-656
EGFP-2-R GAA CTC CAG CAG GACCATG 768-750

Sonda TagMan HEX-AGC ACC CAG TCC GCC CTG AGC A-Q 703-724

Wewngtrzna kontrola IC-2 zostala opracowana w celu okres$lania poczatkowe;j
liczby kopii wirusa w badanym materiale przy krwotocznej biegunce u bydta (BVDV).
Co ciekawe liczba kopii RNA nie ulegata degradacji w miarg kolejnych cykli
rozmrazania 1 zamrazania jak to jest zwyczajowo widoczne po kilku cyklach. Bylo to
spowodowane zawieszeniem czasteczek RNA w specjalnym buforze stabilizujacym

RSB (Hoffmann i in. 2006).

4.3.6.2.2 Wykonanie rozcienczen dziesietnych z matryc RNA po in vitro
transkrypcji

Punktem wyjscia bylo uzyskanie na mRNA genu hormonu wzrostu lina
amplikonu o takiej dlugo$ci by z tatwoscia mozna byto w jego obregbie zaprojektowaé
dodatkowa wewnetrzna parg starterOw wraz z sonda fluorescencyjna. W zwiazku z tym
przeprowadzono jednoetapowa RT-PCR w oparciu o pare starterow Tt2iF oraz Tt4iR

komplementarna z sekwencja nukleotydowa odpowiednio w I11 V egzonie (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Rozmieszczenie starterow Tt2iF oraz Tt4iR w obrgbie mRNA genu hormonu
wzrostu lina.

Reakcje wykonano wykorzystujac zestaw odczynnikow OneStep RT-PCR Kit
(QIAGEN). Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z nastgpujacych komponentow:
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer — 5 ul, 40 mM dNTP — 1 pl, 10 pmol Tt2iF —
1 ul, 10 pmol Tt4iR - 1 ul, QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix, 5x Q-Solution —
0,5 ul, 10,5 ul H,O DEPC, izolat RNA — 5 ul. Wiasciwe stgzenie matrycy zostato
dobrane dzigki wurzadzeniu NanoDrop (Thermo Scientific). Profil czasowo-
temperaturowy zostat zrealizowany w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf) zgodnie
z niniejszym programem: odwrotna transkrypcja 45 min w 45 °C, aktywacja polimerazy
HotStarTag DNA 15 min w 95 °C, denaturacja 30 s w 94 °C, przylaczanie starterow
30s w 57 °C, wydluzanie starterow 3 min w 68 °C, etapy denaturacji, przylaczania
| wydluzania zostaly powtdrzone 35 razy, nastgpnie wydtuzanie koncowe 10 min
w 60 °C oraz schtodzenie mieszaniny reakcyjnej do 10 °C (zakonczenie reakcji). Oceng
jednoetapowej RT-PCR wykonano poprzez rozdziat prob w 1 % zelu agarozowym.
Przygotowanie zelu, warunki rozdzialu elektroforetycznego, wizualizacje oraz
kompletna dokumentacj¢ dla tych analiz zrealizowano zgodnie z procedura opisana
w pkt. 4.2.2.

Otrzymany amplikon nastepnie oczyszczono przy uzyciu zestawu Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) i wprowadzono go do wektora pGEM-T
EASY (Promega) zgodnie z procedura podana przez producenta celem namnozenia
insertu. Po zakoficzeniu inkubacji z wybranych kolonii przy uzyciu Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification oczyszczono wektor zawierajacy nasz produkt RT-PCR.
Aby okresli¢ orientacj¢ insertu przeprowadzono reakcje sekwencjonowania z
wykorzystaniem zestawu GenomelLab DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter) oraz
dedykowanych do tego celu starterow pUC/M13 (Promega), ktore go flankowaty. Po
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okresleniu orientacji, przeci¢to wektor restryktaza Pstl, ktéra rozpoznawata swoje
miejsce cigcia za wstawka (insertem) a przed regionem paromotorowym SP 6.
Trawienie prowadzono przez 1 h przy 37 °C w 10 pl mieszaninie reakcyjnej sktadajacej
si¢ z: 2 ul wektora, 1 ul buforu NEB 3 (New England Biolabs), 1 ul restryktazy Pstl
(New England Biolabs) oraz 6 ul wody DEPC (Sigma). Aby okresli¢ czy restryktaza
wlasciwie przecigta wektor cala objgto$¢ mieszaniny po inkubacji naniesiono na 1 % zel
agarozowy 1 prowadzono rozdziat w 80 V przez 30 minut. Nastgpnie fragment zZelu
zawierajacy wektor wycigto i oczyszczono zestawem QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) tak, aby pozby¢ si¢ zanieczyszczen a jedynie uzyska¢ oczyszczony
zlinearyzowany (wczesniej) wektor. Kolejnym krokiem byta in vitro transkrypcja
warunkowana promotorem T7, ktorego charakterystyczna sekwencja znajdowata sig
przed (wraz z) insertem na nici 5’— 3’°. Reakcj¢ ta poczatkowo prowadzono w
termocyklerze Mastercycler (Eppendorf) przez 1 h w 37 °C, nast¢pnie dodano 1 pl
DNAzy | RQ1 o stezeniu 1 upul™ i kontynuowano inkubacje przez 15 min w 37 °C.
Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z nastepujacych komponentéw: 8,5 pl
zrekombinowanego wektora pGEM-T EASY, 5 ul 5x buforu transkrypcyjnego, 1 pl
10mM ATP, 1 pl 10mM CTP, 1 pl 10mM GTP, 1 pl 10mM UTP, 0,75 pl 0,1M DTT,
1 pl inhibitora RNaz RNasin Plus oraz 0,75 pl polimerazy RNA T7 o stezeniu 15 u-pl™.
Wszystkie odczynniki zostaty zakupione w firmie Promega a przy ich przygotowaniu
oraz przechowywaniu postgpowano zgodnie z zaleceniami producenta.

Po zakonczeniu etapu in vitro transkrypcji oczyszczono transkrypty za pomoca
zestawu RNeasy Mini Kit (QIAGEN) a nastgpnie oceniono ich koncentracje oraz
czystos¢ za pomoca aparatu Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Znajac
koncentracj¢ transkryptow wykonano 5 rozcienczen dziesigtnych, z ktorych kazde
stanowito punkt wyjscia do otrzymania krzywych standardowych podczas etapu
badawczego z wykorzystaniem real-time PCR. Etapy badania zwiazane
z wprowadzaniem zamplifikowanego fragmentu do wektora pGEM-T EASY (Promega)
zostaly przeprowadzone w laboratorium  Federalnego Instytutu Badan Chorob
Wirusowych Zwierzat (Riems, Niemcy), ktore posiada odpowiednia klasg zabezpieczen

dla takich celow.
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4.3.6.3 Pomiar aktywnosci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR

Pomiar ilosci kopii matrycowego RNA poprzez tancuchowa reakcj¢ polimerazy
w czasie rzeczywistym jest obok analiz z wykorzystaniem mikromacierzy wlasciwym
podejéciem do poréwnania poziomow ekspresji analizowanych genéw. W niniejszych
badaniach do przeprowadzenia reakcji wybrano pare starterow Tt3iF oraz Tt3iR,
ktérych miejsca hybrydyzacji znajdowaty si¢ odpowiednio w III i IV egzonie a sondg
planowano tak zsyntetyzowacé, aby hybrydyzowata do matrycy mRNA gh lina na
obszarze, gdzie stykaja si¢ egzony. Jednakze po konsultacjach z firma TIB MOLBIOL
| przeanalizowaniu zestawu starterow zrezygnowano z uzycia startera Tt3iR, poniewaz
hybrydyzowal on do regionu bogatego w zasady GC, co w efekcie mogloby podczas
real-time PCR prowadzi¢ do niespecyficznej amplifikacji. Ponadto flankowany region
byt za dhugi, gdyz wedlug danych literaturowych wskazanym jest, aby miat do 150 pz
(Marino i in. 2003, Li i in. 2008). W zwiazku z tym zaprojektowano dodatkowy starter
oznaczony jako Tt3iA, ktory podczas real-time PCR mial hybrydyzowaé¢ do regionu
MRNA gh lina gdzie stykaja si¢ dwa egzony (IIl oraz IV). Region, jaki wtedy
ograniczaly startery Tt3iF oraz Tt3iA wynosit 109 pz. Z posrod szeregu dostgpnych
sond wybrano sond¢ TagMan wyznakowana na koncu 5° barwnikiem fluorescencyjnym
FAM a na koncu 3’ umieszczono wygaszasz fluorescencji BBQ (TIB MOLBIOL).
Sonda TaqMan zostata zaprojektowana w ten sposéb, aby hybrydyzowata do matrycy
MRNA gh lina migdzy starterami Tt3iF oraz Tt3iA na obszarze III egzonu (zotte
wyrdznienie). Umiejscowienie startera Tt3iA na granicy egzondéw (obok rzetelnej
metody izolacji RNA) uniemozliwito ewentualna amplifikacj¢ na matrycy DNA

(Ryc. 8).

Tt3iF Granica miedzy
—_— —onda /egzonem itV

TGCCTGAGEA ACGCAGACAGCTGAGTA AR ATCTTTCCTCTETCT TTCTGCAACTE TR ACTOCAT TG AGGEGIOC ACTRGRAAAGA T AR AL ACAGA AGAGCTCAATGT TEA AGCTCC TTCRCATCTCT TTCCGCCTCATCG AGTCCTGRGE
ACCLACTECT TEOCTC TETCGAC T AT TT TAGA L A A A CAGA AALACET TG AG AT TEALGTA R TC OGO TEACCCT TICTAC TI TR TETCTTE T GRA ACAACTTCGAGE A RGO TACACA MAGCICGAGTAC TC AGGACTCT

Tt3iA

GTTCCCCAGCCAGACCCTGAGCGGAACCGTCTCARACAGCCTGACCGTCGGAL ATCICAACCAGATCACAGAGE ACCTGECOGAC TG ALGTGEGCAT  ACCCTECTCATCAMGE ATGTCTGEATGRTCAACCAAACATEGATGATAAD
LG ET O e T O TG aGA T G T TR A AT T T T O G C T G e A CC T T TAGE T TeG T TA G TE TCTCT T oG A e e T A T T I AC CC ETAG TC G ACGAG TACT TCCC TACAGAC CTACCAGT TCGT TTGTACC TACTATTE

Tt3IR

Ryc. 8. Rozmieszczenie starteréw oraz sondy na obszarze granicznym migdzy egzonem
lalv.
Sekwencje nukleotydowe starterow zostaly dodatkowo tak dobrane, aby ich

temperatury topnienia (Tm) byty bardzo zblizone (Tab. 11).
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Tabela 11. Zestawienie starterow oraz sondy wykorzystanych w real-time PCR.

Nazwa ' Tm
Sekwencja startera/sondy 5°—3’
startera/sondy startera/sondy
Tt3iF GGAACGCAGACAGCTGAGTA 55,6 °C
Tt3iA GGAGCTTCAACATTGAGCTCTTC 57,6 °C
Sonda TagMan FAM - ACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCA -Q 67,9 °C

Reakcje¢ polimerazy w czasie rzeczywistym dla wszystkich badanych prob
przeprowadzono w termocyklerze Mx3005P™ (Stratagene) wykorzystujac zestaw
odczynnikow QuantiTect Probe RT-PCR Kit (QIAGEN). Glownymi komponentami
tego zestawu sa QuantiTect RT Mix oraz 2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix.
Zestaw ten umozliwit jednoetapowa odwrotna transkrypcj¢ ze starterami specyficznymi
dla danego regionu (QuantiTect RT Mix) oraz amplifikacj¢ z jednoczesna detekcja
(sonda TagMan) przyrostu produktu na powstatym cDNA (2x QuantiTect Probe RT-
PCR Master Mix). Takie podej$cie ogranicza do minimum mozliwo$¢ wprowadzenia
btedu wynikajacego z pipetowania badz zanieczyszczenia prob w trakcie dwuetapowej
procedury, gdy najpierw przeprowadzamy odwrotna transkrypcje a potem amplifikacje
z detekcja na cDNA. Catkowita objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby
wynosita 25 pl. Sktad szczegdétowy mieszaniny przedstawial si¢ nastepujaco: H,O
DEPC - 7,05 ul, 2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix - 12,5 ul, QuantiTect RT
Mix - 0,25 ul, Sonda TagMan - 0,2 ul, Starter Tt3iF - 2 pl, Starter Tt3iA - 2 ul, Matryca
RNA - 1 ul. Poniewaz sonda dla regionu EGFP RNA zostata wyznakowana barwnikiem
fluorescencyjnym HEX a dla gh mRNA barwnikiem FAM koniecznoscia byto
wykonanie dwoch mieszanin. Rd&znity si¢ one jedynie rodzajem dodanej sondy oraz
lo$cia prob dla ktorych zostaly one przygotowane.

Mieszaning reakcyjna z FAM sporzadzono dla 85 prob, gdzie 72 stanowity
proby badane (24 ryby a z kazde z nich po trzy izolaty RNA), nastgpne 10 to 5
rozcienczen dziesigtnych matryc GH RNA (wlasnych) dla standardow w dwoéch
powtorzeniach oraz 2 proby negatywne. Z kolei mieszanina z HEX sporzadzona zostata
dla 10 prob stanowiacych 5 rozcienczen dziesigtnych matryc 1C-2 EGFP RNA dla

standardow w dwoch powtorzeniach, oraz 2 prob negatywnych (Tab. 12).
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Tabela 12. Rozlokowanie prob na ptytce mikrotitracyjnej poddanej real-time PCR.

1273
Al19 32 |28
B |20 | 13 | 33
cl32 2812
D |13 |33 |22
E|2d]19 |39
Fl3d 2218
G| 19 |32 |28
H |29 |13 | 38

Pogrubione liczby oraz litery bez kolorowego tla wyznaczaja pozycje na plytce,
wyroznienia: zotte — proby przysadki, bordowe — proby z watroby, pomaranczowe —
proby z migsni, zielone — matryce standardu GH RNA, niebieskie — matryce standardu
EGFP RNA, czarne — proby negatywne.

Program czasowo-temperaturowy dla real-time PCR zostal zrealizowany
poczynajac od etapu odwrotnej transkrypcji w 50 °C przez 30 min, nastgpnie aktywacja
polimerazy 15 min w 95 °C, denaturacja 15 s w 95 °C, przylaczanie starterow
30 s w 55 °C, wydtuzanie starterow 30 s w 76 °C. Ostatnie 3 etapy zostaly powtorzone
czterdziestokrotnie a nastgpnie schtodzono cata mieszaning reakcyjna do 10 °C, konczac
tym samym reakcjg. Otrzymane wyniki poddano analizie sprawdzajac krzywa
standardowa dla zastosowanych standardow oraz w dalszej kolejnosci analizujac

wartos$ci Ct, stezenia oraz liczbg kopii mRNA gh dla badanych prob.

4.3.7 Okreslenie tendencji zmian GH i IGF-1 za pomoca kompetycyjnego testu
ELISA.

4.3.7.1 Przygotowanie prob watroby oraz krwi do analizy.

Pobrana 1 przetrzymywana przez 24 godziny w 4 °C krew linow
(z doswiadczenia) wirowano w 4 °C z predkoscia 4 000 obr.min.™ przez 10 min
w wirdéwece 5415 R (Eppendorf). Po zakonczeniu wirowania znajdujaca si¢ nad
erytrocytami plazme¢ krwi przeniesiono do nowych 1,5 ml probowek typu Eppendorf
| przystapiono do pomiarow stezenia GH i IGF-I za pomoca dwoch kompetycyjnych
testow ELISA. Do kazdego z testow wykorzystano po 50 ul plazmy krwi.
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Przechowywane w zamrazarce proby watroby przeniesiono na blat laboratoryjny
celem odtajania. Nastgpnie wykorzystujac wage analityczna XA 110/X (RADWAG)
0 doktadnosci odczytu do 0,01 mg z kazdej z prob pobrano do nowych 1,5 ml probéwek
typu Eppendorf po 0,1 g celem wyrdwnania ich mas. Do probéwek z odwazonym
kawatkiem watroby napipetowano 200 pl buforu pPBS (Dulbecco) 1 catos¢
homogenizowano recznym homogenizatorem az do uzyskania jednolitej zawiesiny. W
celu uzyskania klarownego ptynu wszystkie probowki w temperaturze pokojowej
wirowano 5 min w 8 000 obrmin™ Do oceny koncentracji GH i IGF-I w probach
watroby za pomoca odpowiedniego kompetycyjnego testu ELISA wykorzystano tacznie

po 50 ul supernatantu.

4.3.7.2 Okreslenie stezenia GH i IGF-1 w probach plazmy krwi oraz watroby
Wazrost organizmow jest ztozonym procesem, dlatego tez oprdcz pomiaru
aktywno$ci genu hormonu wzrostu poprzez qPCR skupiono si¢ takze na pomiarze
stezenia hormonu wzrostu (GH) oraz dodatkowo insulinopodobnego czynnika wzrostu
typu | (IGF-I). Pomiaru dokonano wzgledem odpowiednio przygotowanych do tego
celu probach krwi oraz watroby pozyskanych od osobnikdéw lina nalezacych do grupy
doswiadczalnej. Metoda, jaka zastosowano do osiagnigcia tego celu byta kompetycyjna
odmiana testu ELISA. W przypadku GH zasada dzialania opierala si¢ na
wspotzawodnictwie miedzy GH w badanych probach a GH wyznakowanym biotyna
W momencie przylaczania si¢ do specyficznego antygenu stanowiacego fazg stala.
Natomiast podczas pomiaru st¢zenia IGF-I wspotzawodnictwo zachodzito migdzy IGF-
I zawartym w probach a tym wyznakowanym peroksydaza chrzanowa, gdyz oba dazyty
do przytaczenia si¢ do przeciwciata, ktére zwiazalo si¢ z anty-przeciwciatem
unieruchomionym na ptytce. Stezenie GH oraz IGF-I w badanych prébach byto
odwrotnie proporcjonalne do natgzenia barwy zmierzonej czytnikiem ptytek iMark
Microplate Absorbance Reader (BioRad) przy dtugosci fali 450 nm. Stgzenie GH lub
IGF-I w badanych prébach odczytano z krzywej wykre§lonej na podstawie wartosci
absorbancji i odpowiadajacym im stezeniom biatek (GH lub IGF-1) 0 znanej
koncentracji. Rozcienczenia standardu dla GH wynosity 5 000 pg'ml™, 2 500 pgrml™,
1250 pg'ml™, 625 pgrml™ oraz 312 pg'ml™. Natomiast dla IGF-1 2 000 pg-ml™, 1 000
pg-ml'l, 400 pg-ml'l, 120 pg-ml'1 oraz 40 pg'ml'l. Zestawy odczynnikow do pomiaru
stezenia GH i IGF-I metoda kompetycyjnego testu ELISA byly przeznaczone dla ryb
I nazywaly si¢ odpowiednio Fish growth hormone (GH) ELISA kit oraz Fish insulin-
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like growth factors 1 (IGF-1) ELISA kit (CUSABIO). Zastosowano analiz¢ statystyczna
do okreslenia wptywu temperatury oraz pici na poziom badanych biatek. Do tego celu
wykorzystano test LSD oraz test Levena w kierunku stwierdzenia jednorodnos$ci
wariancji.

Wszystkie wykonane w niniejszej pracy badania zostaty przeprowadzone na
organizmach kregowych (linach) po uprzednim uzyskaniu pozwolenia numer 2/1/2008,
ze strony Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach.

Markery masowe (drabinki DNA) zastosowane w niniejszej pracy sktadaly si¢ z

nast¢pujacych fragmentow (pz):

e peqGOLD 100 bp DNA Ladder Plus (PEQLAB) — 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1 000, 1200, 1 500, 2 000 oraz 3 000,

e DNA Marker 100-1000 (A&A Biotechnology) — 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 oraz 1 000.
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5. WYNIKI

5.1 Okreslenie sekwencji genu hormonu wzrostu lina. Model bialkowy hormonu

wzrostu.

5.1.1 Ocena czystosci otrzymanych izolatow.

Po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego 29 izolatéw otrzymano
elektroforegram wskazujacy, iz otrzymany DNA jest wysokiej jakosci, za czym ponadto
przemawia brak dodatkowych prazkéw oraz wyraznych smug na zelu agarozowym

(Ryc. 9).

Ryc. 9. Wynik rozdziatu elektroforetycznego izolatow.

Po przeprowadzeniu pomiarow absorbancji na aparacie Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific Inc.) stwierdzono, ze czystos¢ wyizolowanych prob byla
zblizona do wartosci 1,8. Taki wynik wskazuje na brak w otrzymanych probach
zanieczyszczen, ktorych obecno$¢ moglaby wplywaé negatywnie na wydajnosé
pozniejszych reakcji (Ryc. 10).

Overlay control  Clear graph each Sample VI

i
8.00 /\

F.00 / \

B.00 / \

5,00 \\_ ,/ \
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[Sample absorbance spectium|

-D'SS = 1 1 | 1 I 1 1 1 ] 1 1 1 1
220 ZE0 200 Z50 2 ZH 2B ZED 0 F ZED  ZE0 S0 EE
Wwavelength nm

Ryc. 10. Wykres absorbancji dla badanych izolatéw za pomoca aparat Nanodrop ND-
1000.
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5.1.2. Projektowanie starteréw oraz lancuchowa reakcja polimerazy.

W wyniku hierarchicznego dopasowania 7 wybranych sekwencji genu hormonu
wzrostu, program CLUSTAL W uszeregowat sekwencje catej analizowanej grupy
poczynajac od najbardziej podobnych do tych, ktore wykazuja najwigksze
zrdéznicowanie (Tab. 13).

Tabela 13. Hierarchiczne zestawienie analizowanych sekwencji na podstawie stopnia

wzajemnego podobienstwa.

Sekwencja nr 1 | Dtugo$¢ (pz) Sekwencja nr 2 | Dlugos¢ (pz) Homologia (%)
H. molitrix 633 H. nobilis 1158 100
C. auratus 1180 C. cuvieri 633 98
C. idella 633 H. molitrix 633 98
C. idella 633 H. nobilis 1158 98
T. tinca 636 H. molitrix 633 97
T. tinca 636 C. idella 633 96
T. tinca 636 H. nobilis 1158 96
C. carpio 1164 C. cuvieri 633 95
T. tinca 636 C. cuvieri 633 93
C. idella 633 C. cuvieri 633 93
C. cuvieri 633 H. molitrix 633 93
C. cuvieri 633 H. nobilis 1158 93
T. tinca 636 C. auratus 1180 92
T. tinca 636 C. carpio 1164 92
C. auratus 1180 C. idella 633 92
C. auratus 1180 H. molitrix 633 92
C. carpio 1164 C. idella 633 92
C. carpio 1164 H. molitrix 633 92
C. auratus 1180 C. carpio 1164 90
C. idella 633 D, rerio 711 89
D, rerio 711 H. molitrix 633 89
T. tinca 636 D, rerio 711 88
D, rerio 711 C. cuvieri 633 87
D, rerio 711 H. nobilis 1158 84
C auratus 1180 D, rerio 711 83
C. carpio 1164 D, rerio 711 83
C. carpio 1164 H. nobilis 1158 83
C. auratus 1180 H. nobilis 1158 82

Na podstawie wygenerowanego zestawienia stwierdzono, iz sekwencja genu gh
tolpygi biatej] wykazuje najwigksze podobienstwo wzgledem analizowanej sekwencji
lina (zotte wyrdznienie w tabeli powyzej). W dalszym etapie importujac uliniowane
sekwencje do programu BioEdit (7.0.9.0.) uzyskano bardzo przejrzysty uktad sekwencji
(Ryc. 11). W tatwy sposob zlokalizowano miejsca wystgpowania mutacji oraz ich

rodzaj, na podstawie ktorych. program CLUSTAL W dokonat uliniowania sekwencji.

50




10 20 30 40 50 60
P L F T R I It IRy [ I R T e |

H.molitrix ATGECT 6
H.nobilis GTAAGAATCTACCCTGATCGAA, . . L. . 28
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T.tinca TT...... g
C.auratus AAACATTCACAAGCTTTTAACTTAGCCT GCAAGAGTTTGTCTACCCTGAGCEAA ., . . .. . a0
C.cuvieri [}
C.carpio AACTAAGCCT GCAAGAGT TTGTCTACCCT GAGCGAA. . . .. . 42
D.rerio ACCAACCTTCAATCAAGAACGAGTTTGTCTATCTTGEACARA ., . . ... 48
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Ryc. 11. Wycinek z zestawienia uliniowanych sekwencji mMRNA gh w programie
BioEdit (7.0.9.0.).

Potwierdzeniem tego, ze sekwencja lina wykazuje wysokie podobienstwo do
sekwencji tolpygi biatej, jest ich bliskie potozenie na gatezi skonstruowanego
w programie MEGA 4.0 drzewa. Ze wzgledu na to, iz UPGMA jest algorytmem
fenetycznym (taczy galezie drzewa na podstawie kryterium najwigkszego podobienstwa
wsrdd par 1 wedhug $rednich taczonych par), to na tej samej gatezi znalazty si¢ takze

takie gatunki jak amur biaty oraz totpyga pstra (Ryc. 12).

T.tinca
C.idella
H.molitrix
H.nobilis
C.auratus
C.cuvieri
C.carpio

D.rerio

Ryc. 12. Graficzne przedstawienie stopnia podobienstawa migdzy poréwnywanymi
sekwencjami.

Bazujac na powyzszych analizach wzajemnego podobienstwa migdzy
sekwencjami mRNA gh, w bazie rekordow NCBI odszukano dla tolpygi bialej
kompletna sekwencje genu gh. Nastgpnie zaimportowana sekwencj¢ o numerze dostgpu

M94348 zawierajaca regiony intronowe porownano z analizowana sekwencja mRNA
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gh lina, dzi¢ki czemu graficznie zobrazowano rozmieszczenie wszystkich egzonow (nr.

L 1L, III, TV, V) wzgledem sekwencji genu gh tolpygi biatej (Ryc. 13).

Kompletna sekwencja gh Totpygi biatej (2484 pz)

I ———
| | | | I |

0 450 S00 1350 13800 2250

| Il 1] v \

Rozmieszczone egzony mRNA gh Lina (636 pz)

Ryc. 13. Rozmieszczenie czterech egzondow wzgledem sekwencji genu gh totpygi biate;j.

W wyniku poréwnania, wydzielone sekwencje egzonow I, II, III, IV oraz V

wykazaty wzgledem sekwencji genu gh totpygi biatej homologi¢ od 96 do 100 % (Ryc.

14).

Score =
Identities =

12.3 bics (9},

Expecrt = S=-04

5/9 (1l00%), Gaps = 03 {(0%)

Strand=Plus/Plus

»Egzon 1”

Query 31 ATGGCTAGA 39
EEREREER
Sbjet 3  ATGGCTAGA 11
Score = 228 bits (252), Expect = 2e-63
Identities = 132/136 (97%), Gaps = 0/136 (0%)

Strand=Plus/Plus

»Egzon 2”

Query 316 GTGCTGTTGTCGGTGGTGCTGGTTAGTTITGTTGGTGAACCAGGGGACGGCCTCAGAGAAC 375
frrrrrererrrrrrererrrrerrerrrrrrrrerererrererr rrrrrrrrrerd
Sbjct 18 GTGCTGTIGTCGOTGOTGCTGGTTAGTITGCTTGOTGAACCAGGGGAGAGCCTCAGAGAAC 77
Query 376 CAGCGGCTTTTCAACAACGCAGTCATCCGTGTTICAACACCTGCACCAGCTGGCTGCAARA 435
PR b et ereretl
Sbjct 78 CAGCGGCTCTTCAACAATGCAGTCATCCGTGTTCAACACCTGCACCAGCTGGCTGCARAL 137
Query 436 ATGATTAACGACTITG 451
frrrrrrrrrrernnd
Sbjct 138 ATGATTAACGACTTTG 153
Score = 201 bits (222), Expect = 3e-55 2
Identities = 1147116 (93%), Gaps = 0/116 (0%)
Strand=Plus/Plus ‘ »” Egzon 3
Query 922 GAGGACAACCTGTTGCCTGAGGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCTCTGTCTTTC 9561
Lrrrrrrrrererrrrrrrerrrerrrrererrrrerrrrrrerrerrrrrrrrrrrni
Sbjct 153 GAGGACAACCTGTTGCCTGAGGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCTCTGTCTTITC 212
Query 982 TGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACTGCAAAAGATGARACGCAGAAGAGCTC 1037
FLEERREE e et rrernerrer ererenrnntl
Sbjct 213 TGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACTGOGAAAGATGAAACACAGAAGAGCTC 268
Score = 268 bits (296), Expect = 3e-75
Identities = 157/163 (96%) Gaps = 0/163 (0%) ”r
Strand=Flus/Flus ! ” Egzon 4
Query 1462 ATGTTGAAGCTCCTTICGCATCTCTITCCGCCTCATTGAGTCCTGGGAGTTCCCCAGCCAG 1521
IIII[IIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FPELEE R erernnnel
Sbjct 270 TGTTGAAGCTCCTTCGCATCTCTITCCGCCTCATCGAGTCCTGGGAGTICCCCAGCCAG 329
Query 1522 ACCCTGAGCGGAGCCGTCTCAAACAGCTTGACCGTCGGGAACCCCAACCAGATCACTGAG 1581
TEEEREERrrer cenrne e prereneee re rverrererenern il
3bjct 330 ACCCTGAGCGGAACCGTCTCAAACAGCCTGACCGTCGGAAATCCCAACCAGATCACAGAG 389
Query 1582 AAGCTGGCCGACTTGAAAGTGGGCATCAGCGTGCTCATCAAGG 1624
Prerrrrrrrrererrrre e e
Sbjct 390 AAGCTGGCCGACTTGARAGTGGGCATCAGCGTGCTCATCAAGG 432
Score = 351 bits (388), Expect = 3Je-100 2
Identities = 2027207 (97%), Gaps = 0/207 (0%)
Strand=Plus/Plus ‘ ” Egzon 5
Query 1768 AGGGATGTCTGGATGGTCAACCAAACATGGATGATAACGACTCCCTGCCGCTGCCTTTITE 1827
Prrrrerrrererrrrrrrerrrerrrrererrrrerrerererrerrrrrrrrerrnni
Sbjct 430 AGGGATGTCTGGATGGTCAACCAAACATGGATGATAACGACTCCCTGCCGCTGCCTTITE 4589
Query 1828 AGGATTTCTACTTGACCATGGGGGAGAGCAGCCTCAGAGGGAGCTTCCGTCTTICTGGCTT 1887
FLERRRREL R e r e bbb e v rnrnrrrerinnd
Sbjct 490 AGGATTTCTACTTGACCATGGGGGAGAGCAGCTTCAGAGAGAGCTITCGTCTTICTGECTT 549
Query 1888 GCTTCAAGAAGGACATGCACAAGGTGGAAACTTACCTAAGGGTTGCAAATTGCAGGAGAT 1947
PLrrrrrerererererr e rer e reererrererenrrrerrnni
Sbjct 550 GUTTCAAGAAGGACATGCACAAGCTCCGAMACTTACCTGAGGCTTGCAMRATTGCAGGAGAT 609
Query 1943 CCTGGATTCAMACTGCACCCTGTAGA 1974
IIIIIIIIII FEEErerrrrerrntd
Sbjct 610 CCCTGGATTCCAACTGCACCCTGTAGA 636

Ryc. 14. Porownanie sekwencji mRNA gh lina (dolna ni¢) z sekwencja genu gh totpygi

biatej (gérna nic).
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Po przeprowadzeniu reakcji polimerazy (z 4 parami starterow) w gradiencie
temperaturowym odczytano z elektroforegramu optymalne temperatury hybrydyzacji
starterow z matryca DNA. Dla starterow pierwszej pary (TtliF i Tt1iR) wynosita ona
65,5 C, drugiej (Tt2iF i Tt2iR) 67°C, trzeciej (Tt3iF i Tt3iR) 68°C oraz czwartej (Tt4iF
i Tt4iR) 68°C. Dodatkowo na podstawie otrzymanego elektroforegramu skrocono czasy
wydluzania oraz hybrydyzacji starteréw do 15 sekund oraz zredukowano st¢zenie

jonoéw magnezowych do 2 ul na pojedyncza mieszaning reakcyjna (Ryc. 15).

Startery Tt1iFi Tt1liR Startery Tt2iF i Tt2iR

- . -

Startery Tt3iF i Tt3iR Startery Tt4iF i Tt4iR

— p—

Ryc. 15. Elektroforegram produktéw gradientowej PCR z czterema parami starterow
wzgledem markera wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).

Zmiany wprowadzone do profilu czasowo — temperaturowego oraz skladu
mieszaniny reakcyjnej wptynety korzystnie na wynik reakcji polimerazy. Po rozdziale
elektroforetycznym otrzymano dla kazdej z par starterow pojedyncze produkty reakcji
(Ryc. 16).

—

-

L LR D

JU— §tarteryTt3iFiTt3iR Startery Tt4iF i T4iR | |

Ryc. 16. Elektroforegram produktow PCR z czterema parami starterow wzgledem
markera wielko$ci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).
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W wyniku reakcji sekwencjonowania a nastgpnie analizy ,,surowych” wynikéw
otrzymano dla kazdej z par starteréw kompletne sekwencje. Sekwencje te zawieraty
W swym ciagu regiony egzonowe oznaczone ponizej jako regiony bez wyrdznienia.
W regionach kolejnych egzonéw umieszczone byly takze sekwencje starterow,
zobrazowane ponizej poprzez wyrdznienie kolorem zielonym. Nieznane dotychczas
regiony intronowe oznaczono kolorem siwym. Powyzszy opis sekwencji obrazuje
ponizsze zestawienie sekwencji (Ryc. 17).

Produkt PCR ze starterami TtliFi TtliR
GTCTACCCTGAGCGAAATGGCTAGAGGTAGGGATGAGATGATTTCTGTGGATGTAATGTATAAGACTTAT
TTTTGACAACTCCCTATTTAGTTTAGATGTTTTTGTGCTTTCTTCTTACCAGTAAAACTAATTTAACCGT
AAAAGAGTTTATTGGAGCATGGCAAATAAAACAACAACATTTATTTGATCTTTTGATTAATCCAAAATCT
TGATTTCATTGGCTATTTTATCAGGAGCTTTGAAGCAACCGTGTGGCAAATGTGGCAAACAAACCTCTTT
CTTTTCTCCTCCTAGCATTAGTGCTCTTCTCCCTCCTCCT

Produkt PCR ze starteramiTt2iF i Tt2iR
ACARTECAGTCATCCETETTCALCACCTGCACCAGCTGGCTGCAAAAATGATTAACGACTTTGTAAGATT
TCCATTCAAATCTATTCAGAACTAGTAGATTCTAACCAGAACAAAAACAATTGGTCACACCTATTCAAGT
GAAATATGAGCTTAAAGGGATAGTTCACCCAAAAATGAAAATTCTGTTATCATTTGCTCACCCTCGAGTT
GTTCCAAACCTGTATGAACTTCTTTCTTCTGCTGAACACAAAAGAAGATATTTTAAAGAATATGGGTAAC
CAAACAGTTGATTGACTTCCATAGTATGGGGGAAAAAAACTTTGGAACAACTTGAGGGTGAGTAAATGAA
GACAGAATTTTCATTTTTGAGTGAACTATCCCTTTTTGTAAGTTTCTTTGCATTTTATCAGATGCATTTG
TTGATTTAGCTATTTGAGTGACTAAAATGTATTATAGTAAATACGATTTTCCTTTTGTTATCAAGGAGGA
CAACCTGTTGCCTGAGGAACCCAGACAGCTGAGT

Produkt PCR ze starteramiTt3iF i Tt3iR
CECAACGCACACAGCTCACTAAAATCTTTCCTCTGTCTTTCTGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACT
GGGAAAGATGAAACACAGAAGAGCTCAGTAAGTAGACAGTATGGTTAAAAATGATGTTTTATTCAACAAA
ATATAGAACTATGAAACAAATAGTAGTGTCAAACAATGAACAAAAATACAACATACTGTACAATACAAAA
AAAAAATATATCTTGTTTTCACACAATTAGATGACAATTTTACTCTTTAAATTGCTCAGAAATCAGAAAA
TGCTAAGTATTGTCTTGCACAGTTTGGAAAACACTTACACCAAATATGGGCAGCATAAACATCAAAAATG
GCTAGTGGTCTGAAGCCTCCAGTATCCTTTTTTCTTTCTTCAGATGTTGAAGCTCCTTCGCATCTCTTTC
CGCCTCATCGAGTCCTGGGAGTTCCCCAGCCAGACCCTGAGCGGAACCETCTCARACAGCCTCACCET

Produkt PCR ze starteramiTt4iF i Tt4iR
ACCGTCTCAAACAGCCTGACCGTCGGAAATCCCAACCAGATCACAGAGAAGCTGGCCGACTTGAAAGTGG
GCATCAGCGTGCTCATCAAGGGATGTCTGTGAGAGAGACCAGATTTATTCTAGGCTACTTCATTTTCTCA
CACAGTGTGTCAAGTGGTTTTACCAGGAGGTGTGATGGCATCTTCTGGTCTTCTTCGGATAGCTATGTCA
TAATTTGCCATTTGTATCTGCACAGGGATGGTCAACCCAACATGGATGATAACGACTCCCTGCCGLCTGLCC
TTTTGAGGATTTCTACTTGACCATGCGGCGGGCGAGAG

Ryc. 17. Zestawienie uzyskanych sekwencji dla genu hormonu wzrostu

Dhugos¢ poszczegdlnych sekwencji intronow wynosita kolejno:

e 269 pz — intron I zlokalizowany mig¢dzy egzonem [ i II,
e 408 pz — intron II zlokalizowany migdzy egzonem II i III,
e 296 pz — intron 11l zlokalizowany migdzy egzonem IIIi IV,

e 137 pz —intron IV zlokalizowany migdzy egzonem IV i V.
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Nastepnie przeprowadzono gradientowa PCR ze starterami TtVeF i TtVeR.
Analizujac otrzymany uktad prazkow po rozdziale elektroforetycznym stwierdzono, ze
optymalng temperatura dla hybrydyzacji starterow do matrycy jest temperatura 57,8 °C
(Ryc. 18).

Ryc. 18. Wynik reakcji polimerazy w gradiencie temperatury dla starterow TtV3F
i TtVeR. M — marker wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).

Po wprowadzeniu zweryfikowanej temperatury przytaczania starterow (57,8 °C)
do programu czasowo — temperaturowego uzyskano amplikony o spodziewanej

dhugos$ci bez towarzyszacych im niespecyficznych produktéw (Ryc. 19).

=

»

4111 1115

Ryc. 19. Elektroforegram uzyskany po reakcji polimerazy ze starterami TtV3F i TtVeR.
M — marker wielkosci 100 — 3000 pz (PEQLAB), 1 - proba ujemna (bez matrycy
w PCR), 2 oraz 3 — przyktadowe badane proby.

Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikow sekwencjonowania uzyskano
sekwencje 190 par zasad regionu koncowego genu gh lina. Fragmenty sekwencji

oznaczone na zielono przedstawiaja sekwencj¢ nukleotydowa flankujacych ja starteréw.
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Produkt PCR ze starterami TtV3F i TtVeR

CAACCAAACATGGATGATAACGACTCCCTGCCGCTGCCTTTTGAGGATTTCTACTTGACCATGGGGGAGA
GCAGCTTCAGAGAGAGCTTTCGTCTTCTGGCTTGCTTCAAGAAGGACATGCACAAGGTGGAAACTTACCT
GAGGGTTGCAAATTGCAGGAGATCCCTGGATTCCAACTGCACCCTGTAGA

Wykorzystujac ,,nowe” kombinacje starteréw do reakcji polimerazy

w gradiencie temperatury otrzymano wzor prazkowy, na podstawie ktorego
zweryfikowano, czy dobrane kombinacje moga by¢ stosowane. Przeciwwskazaniem do
tworzenia takich kombinacji jest zazwyczaj widmo tworzenia si¢ struktur typu primer —
dimer. Wtedy startery maja tendencje do hybrydyzowania z drugim starterem badz
Z samym soba, zamiast z komplementarnym regionem matrycy. Jednakze projektujac
startery przestrzegano zalecanych zasad i dzigki temu nowe kombinacje starterow
hybrydyzowaly do matrycy, a nie generowaly niepozadanych struktur. Po
przeprowadzeniu gradientowej PCR na podstawie elektroforegramu wybrano optymalne

temperatury hybrydyzacji dla kazdej z par starteréw (Ryc. 20).

Startery Tt1iF oraz Tt2iR M Startery Tt2iF

W — — — —
— S— ~ e B
f—__.» : = e=e

oraz Tt3iR Startery Tt3iF oraz Tt4iR

N

Ryc. 20. Wynik PCR w gradiencie temperatury dla nowych zestawow starterow. M —
marker wielko$ci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).

Optymalne temperatury hybrydyzacji dla nowych kombinacji starteréw
wynosity:

e TtliF oraz Tt2iR - 60,5 °C,
e Tt2iF oraz Tt3IR - 67,3 °C,
e Tt3iF oraz Tt4iR — 65,5 °C.

Po przeprowadzeniu trzech odrebnych (ze wzgledu na rozne temperatury

hybrydyzacji starterow) reakcji polimerazy, otrzymano dla wszystkich badanych préb

56



pozytywne wyniki w postaci pojedynczych prazkéow na 1 % zelu agarozowym. Dla
pierwszej pary starteréOw otrzymano prazki na wysokosci okoto 900 pz (Ryc. 21), dla
drugiej okoto 1000 pz (Ryc. 22) oraz trzeciej okoto 800 pz (Ryc. 23).

Ryc. 21. Wynik rozdziat elektroforetycznego dla przyktadowych prob po PCR
wykorzystaniem starterow Tt1iF oraz Tt2iR. Sciezki od 1 do 5 przyktadowe proby. M —
marker wielko$ci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).

[EEY

¢ | =
21
¢ TN =

Ryc. 22. Wynik rozdzial elektroforetycznego dla przyktadowych préb po PCR
wykorzystaniem starterow Tt2iF oraz Tt3iR. Sciezki od 1 do 8 przyktadowe proby. M —
marker wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).
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Ryc. 23. Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla przyktadowych préb po PCR
z wykorzystaniem starterow Tt3iF oraz Tt4iR. Sciezki od 1 do 7 przyktadowe proby M
— marker wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB).

Otrzymane wyniki sekwencjonowania kazdego z produktéw reakcji polimerazy
poréwnano ze soba w programic CLUSTAL X i nie stwierdzono zadnych roznic
w skladzie nukleotydowym miedzy nimi. Faktyczna dtugo$¢ amplikondw uzyskanych
przy udziale nowych kombinacji starterow wynosita dla trzech kolejnych kombinacji
starterow odpowiednio: 898 pz, 993 pz oraz 778 pz. Zielonym kolorem wyr6zniono
miejsca, do ktorych hybrydyzowaty startery (Ryc. 24).

Produkt PCR ze starterami TtliF oraz Tt2iR

EFCTACCCTEACCEAARTEEC TAGAGGTAGGGATGAGATGATT TCTGTGGAT TTAATGTATAAGACT TAT
TTTTGACAACTCCCTATTTAGTTTAGATGTTTTTGTGCTTTCTTCTTACCAGTAAAACTAATTTAACCGT
AAAAGAGTTTATTGGAGCATGGCAAATAAAACAACAACATTTATTTGATCTTTTGATTAATCCAAAATCT
TGATTTCATTAGCTATTTTATCAGGAGCTTTGAAGCAACCGTGTGGCAAATGTGGCAAACAAACCTCTTT
CTTTTCTCCTCCTAGCATTAGTGCTGTTGTCGGTGGTGCTGGTTAGTTTGTTGGTGAACCAGGGGAGAGC
CTCAGAGAACCAGCGGCTCTTCAACAATGCAGTCATCCGTGTTCAACACCTGCACCAGCTGGCTGCAARA
ATGATTAACGACTTTGTAAGATTTCCATTCAAATCTATTCAGAACTAGTAGATTCTAACCAGAACAAAAA
CAATTGGTCACACCTATTCAAGTGAAATATGAGCTTAAAGGGATAGTTCACCCAAAAATGAAAATTCTGT
TATCATTTGCTCACCCTCGAGTTGTTCCAAACCTGTATGAACTTCTTTCTTCTGCTGAACACAAAAGAAG
ATATTTTAAAGAATATGGGTAACCAAACAGTTGATTGACTTCCATAGTATGGGGGAAAAAAACTTTGGAA
CAACTTGAGGGTGAGTAAATGAAGACAGAATTTTCATTTTTGAGTGAACTATCCCTTTTTGTAAGTTTCT
TTGCATTTCTATCAGATGCATTTGTTGATTTAGCTATTTGAGTGACTAAAATGTATTATAGTAAATACGA

TTTTCCTTTTGTTATCAAGGAGGACAACCTGTTGCCTCRGCARCCCACACACCTCAGT
Produkt PCR ze starterami Tt2iF oraz Tt3iR

CRARATECAGTCATCEETETTIGAACACCTGCACCAGCTGGCTGCAAAAATGATTAACGACTTTGTAAGATTT
CCATTCAAATCTATTCAGAACTAGTAGATTCTAACCAGAACAAAAACAATTGGTCACACCTATTCAAGTG
AAATATGAGCTTAAAGGGATAGTTCACCCAAAAATGAAAATTCTGTTATCATTTGCTCACCCTCGAGTTG
TTCCAAACCTGTATGAACTTCTTTCTTCTGCTGAACACAAAAGAAGATATTTTAAAGAATATGGGTAACC
AAACAGTTGATTGACTTCCATAGTATGGGGGAAAAAAACTTTGGAACAACTTGAGGGTGAGTAAATGAAG
ACAGAATTTTCATTTTTGAGTGAACTATCCCTTTTTGTAAGTTTCTTTGCATTTCTATCAGATGCATTTG
TTGATTTAGCTATTTGAGTGACTAAAATGTATTATAGTAAATACGATTTTCCTTTTGTTATCAAGGAGGA
CAACCTGTTGCCTGAGGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCTCTGTCTTTCTGCAACTCTGACTCC
ATTGAGGCGCCCACTGGGAAAGATGAAACACAGAAGAGCTCAGTAAGTAGACAGTATGGT TAAAAATGAT
GTTTTATTCAACAAAATATAGAACTATGAAACAAATAGTAGTGTCAAACAATGAACAAAAATACAACATA
CTGTACAATACAAAAAAAAAATATATCTTGTTTTCACACAATTAGATGACAATTTTACTCTTTAAATTGC
TCAGAAATCAGAAAATGCTAAGTATTGTCTTGCACAGTTTGGAAAACACTTACACCAAATATGGGCAGCA
TAAACATCAAAAATGGCTAGTGGTCTGAAGCCTCCAGTATCCTTTTTTCTTTCTTCAGATGTTGAAGCTC
CTTCGCATCTCTTTCCGCCTCATCGAGTCCTGGGAGTTCCCCAGCCAGACCCTGAGCGGAACCEHCTCAR
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Produkt PCR ze starterami Tt3iF oraz Tt4iR

GGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCTCTGTCTTTCTGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACT
GGGAAAGATGAAACACAGAAGAGCTCAGTAAGTAGACAGTATGGTTAAAAATGATGTTTTATTCAACAAA
ATATAGAACTATGAAACAAATAGTAGTGTCAAACAATGAACAAAAATACAACATACTGTACAATACAAAA
AAAAAATATATCTTGTTTTCACACAATTAGATGACAATTTTACTCTTTAAATTGCTCAGAAATCAGAAAA
TGCTAAGTATTGTCTTGCACAGTTTGGAAAACACTTACACCAAATATGGGCAGCATAAACATCAAAAATG
GCTAGTGGTCTGAAGCCTCCAGTATCCTTTTTTCTTTCTTCAGATGTTGAAGCTCCTTCGCATCTCTTTC
CGCCTCATCGAGTCCTGGGAGTTCCCCAGCCAGACCCTGAGCGGAACCGTCTCAAACAGCCTGACCGTCG
GAAATCCCAACCAGATCACAGAGAAGCTGGCCGACTTGAAAGTGGGCATCAGCGTGCTCATCAAGGTGAG
AGAGACCAGATTTATTCTAGGCTACTTCATTTTCTCACACAGTGTGTCAAGTGGTTTTACCAGGAGGTGT
GATGGCATCTTCTGGTCTTCTTCGGATAGCTATGTCATAATTTGCCATTTGTATCTGCACAGGGATGTCT
GGATGGTCAACCAAACATGGATGATAACGACTCCCTGCCGCTGCCTTTTGAGGATTTCTACTTGACCATG
GGGGAGAG

Ryc. 24. Zestawienie sekwencji genu hormonu wzrostu lina uzyskanych za pomoca

nowych kombinacji starterow

Po przeanalizowaniu wszystkich otrzymanych sekwencji nie stwierdzono
zadnych réznic w sktadzie nukleotydowym sekwencji genu gh badanych 29 osobnikow.
Oznacza to, ze ta sekwencja jest silnie zakonserwowany ewolucyjnie i ewentualne
systemy naprawcze kontroluja zmiany w tak waznym elemencie osi somatotropowe;.
Uzyskane sekwencje z udziatem starteréw TtliF oraz Tt2iR, Tt2iF oraz Tt3iR, Tt3iF
oraz Tt4iR 1 TtVeF i TtVeR pozwolily na stworzenie kontigu, ktory reprezentowat
pierwsza kompletna struktur¢ genu hormonu wzrostu lina opublikowana w bazie NCBI

pod numerem dostgpu HM114351.1 (Ryc. 25).

GTCTACCCTGAGCGAAATGGCTAGAGGTAGGGATGAGATGATTTCTGTGGATTTAATGTATAAGACTTAT
TTTTGACAACTCCCTATTTAGTTTAGATGTTTTTGTGCTTTCTTCTTACCAGTAAAACTAATTTAACCGT
AAAAGAGTTTATTGGAGCATGGCAAATAAAACAACAACATTTATTTGATCTTTTGATTAATCCAAAATCT
TGATTTCATTAGCTATTTTATCAGGAGCTTTGAAGCAACCGTGTGGCAAATGTGGCAAACAAACCTCTTT
CTTTTCTCCTCCTAGCATTAGTGCTGTTGTCGGTGGTGCTGGTTAGTTTGTTGGTGAACCAGGGGAGAGC
CTCAGAGAACCAGCGGCTCTTCAACAATGCAGTCATCCGTGTTCAACACCTGCACCAGCTGGCTGCAAAA
ATGATTAACGACTTTGTAAGATTTCCATTCAAATCTATTCAGAACTAGTAGATTCTAACCAGAACAAAAA
CAATTGGTCACACCTATTCAAGTGAAATATGAGCTTAAAGGGATAGTTCACCCAAAAATGAAAATTCTGT
TATCATTTGCTCACCCTCGAGTTGTTCCAAACCTGTATGAACTTCTTTCTTCTGCTGAACACAAAAGAAG
ATATTTTAAAGAATATGGGTAACCAAACAGTTGATTGACTTCCATAGTATGGGGGAAAAAAACTTTGGAA
CAACTTGAGGGTGAGTAAATGAAGACAGAATTTTCATTTTTGAGTGAACTATCCCTTTTTGTAAGTTTCT
TTGCATTTCTATCAGATGCATTTGTTGATTTAGCTATTTGAGTGACTAAAATGTATTATAGTAAATACGA
TTTTCCTTTTGTTATCAAGGAGGACAACCTGTTGCCTGAGGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCT
CTGTCTTTCTGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACTGGGAAAGATGAAACACAGAAGAGCTCAGTAA
GTAGACAGTATGGTTAAAAATGATGTTTTATTCAACAAAATATAGAACTATGAAACAAATAGTAGTGTCA
AACAATGAACAAAAATACAACATACTGTACAATACAAAAAAAAAATATATCTTGTTTTCACACAATTAGA
TGACAATTTTACTCTTTAAATTGCTCAGAAATCAGAAAATGCTAAGTATTGTCTTGCACAGTTTGGAAAA
CACTTACACCAAATATGGGCAGCATAAACATCAAAAATGGCTAGTGGTCTGAAGCCTCCAGTATCCTTTT
TTCTTTCTTCAGATGTTGAAGCTCCTTCGCATCTCTTTCCGCCTCATCGAGTCCTGGGAGTTCCCCAGCC
AGACCCTGAGCGGAACCGTCTCAAACAGCCTGACCGTCGGAAATCCCAACCAGATCACAGAGAAGCTGGC
CGACTTGAAAGTGGGCATCAGCGTGCTCATCAAGGTGAGAGAGACCAGATTTATTCTAGGCTACTTCATT
TTCTCACACAGTGTGTCAAGTGGTTTTACCAGGAGGTGTGATGGCATCTTCTGGTCTTCTTCGGATAGCT
ATGTCATAATTTGCCATTTGTATCTGCACAGGGATGTCTGGATGGTCAACCAAACATGGATGATAACGAC
TCCCTGCCGCTGCCTTTTGAGGATTTCTACTTGACCATGGGGGAGAGCAGCTTCAGAGAGAGCTTTCGTC
TTCTGGCTTGCTTCAAGAAGGACATGCACAAGGTGGAAACTTACCTGAGGGTTGCAAATTGCAGGAGATC
CCTGGATTCCAACTGCACCCTGTAGA

Ryc. 25. Kompletna sekwencja genu hormonu wzrostu lina zdeponowana w bazie NCBI
pod numerem dostgpu HM114351.1.
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Sekwencja nukleotydowa genu gh lina, poczynajac od poczatku pierwszego
egzonu, a konczac na ostatniej zasadzie piatego egzonu, liczy 1776 par zasad i jest
podana zgodnie z kierunkiem od 5’ do 3’. W skiad tej sekwencji wchodza cztery
introny, ktore oddzielaja od siebie pie¢ regiondéw egzonowch. Ich dilugos¢ wynosi
kolejno 269 pz, 424 pz, 296 pz oraz ostatni 137 pz. Dla przejrzystego zobrazowania
egzonéw zostaly one zgrupowane oraz wyroznione kolorami. Obszar oznaczony na
siwo obejmuje egzon pierwszy skladajacy si¢ 9 par zasad. Egzon ten rozpoczyna si¢
trzema nukleotydami (kodonem) kodujacymi aminokwas metioning, ktora w
genomowym kodzie genetycznym eukariotow odpowiedzialna jest za inicjacje¢ syntezy
biatka (Crick 1988). Kolorem zoéttym wyr6zniono egzon drugi, fioletowym trzeci,
zielonym czwarty a niebieskim piaty, ktorych dtugos¢ par zasad wynosita kolejno 141
pz, 117 pz, 162 pz oraz 201 pz (Ryc. 26).

Kodon
kodujacy
metionine

ATGGCTAGAGCATTAGTGCTGTTGTCGGTGET GCTGETTAGTTTGTTGGTGAACCAGGGGAGAGCCT CAGAGAAT
CAGCGECTCTTCRARCAATGCAGTCAT CCETGT TCARCACCTGCACCAGCTGECTG CARARA TGATTARCGACTTT

ARG RGRRBREGR T ;A GCTCC TTCGCA TCTCTTTCCGCCTC

ATCGAGTCCTEGGAGTTCCCCAGUCAGACCCT GAGCEEAACCGT CTCARACAGCCTGACCG TCEGARATCCCAAC
CAGATCACAGAGAA GO TGO CEACTTGARAGT GEECAT CAGCETGCTCAT CARGE CATGTC TEEATEETCARC TR,
ARMCATGGATGATARCGACTCCCTECCGUTGCC TTTTGAGGATTTCTAC T TGACCATGGEEEAGAGCAGCTTCAGA
GAGAGCTTTCGTCTTCTGGCTTECTT CAAGAAGGACATGCACAAGGTGEARACTTACCTGAGGETTGCARATTGT
AGGAGATCCCTGGATTCCARCTGCACCCTGTAG

Sygnat

terminac;ji
translacji

Ryc. 26. Otwarta ramka odczytu genu hormonu wzrostu lina.

Sekwencje egzonowe genow rozpoczynajace si¢ od kodonu ATG (w mRNA
AUG) a konczace si¢ bezposrednio przed kodonami warunkujacymi terminacjg
translacji TAA, TGA, TAG (odpowiednio dla mMRNA UAA, UGA, UAG), okreslane sa
jako otwarta ramka odczytu (ang. ORF — open reading frame). ORF dla genu hormonu
wzrostu lina sktada si¢ z 630 par zasad, determinujacych sekwencje aminokwasow
biatka kodowanego przez ten gen. W obrgbie miejsca gdzie zaczyna si¢ ORF znajduje
si¢ sekwencja Kozak majaca kluczowe znaczenie dla inicjacji translacji (Kozak 1987).
Wystepuje ona jedynie u organizmoéw eukariotycznych w mniej lub bardziej zmienione;j
postaci jako gcCcRccATGG. Nukleotydy ATG tworza rdzen i jednocze$nie koduja
poczatkowy aminokwas ramki, R oznacza dowolng zasad¢ azotowa z grupy puryn
(guaning badz adening) a G na koncu tego ukladu jest niezbgdnym elementem

warunkujacym inicjacje translacji na wlasciwym poziomie. W pozycjach, w ktérych
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wystepuja zasady oznaczone matymi literami dopuszczalna jest obecnos$¢ innych zasad,
gdyz nie sa one tak zakonserwowane ewolucyjnie, jak pozostale sktadowe. Jednakze
wtedy potencjat tego miejsca jest obnizony. W sekwencji Kozak miejscom zasad
przypisane sa statle numery poczynajac od adeniny (w kodonie ATG), ktora zajmuje
miejsce oznaczone jako +1. Zasady ponize] miejsca +1 oznaczane sa malejaco

poczynajac od -1. Brak jest zasady oznaczanej jako zero (Ryc. 27).

6 -5 -4

cGaaATGG
/ —— \

Miejsce ,R” Miejsce Niezbedna
inicjacji zasada G
translaciji

Ryc. 27. Zakonserwowana ewolucyjnie sekwencja Kozak genu hormonu wzrostu lina.

Na podstawie wzajemnego zestawienia sekwencji mMRNA hormonu wzrostu lina
oraz wybranych gatunkow ryb otrzymano dla porownywanych par macierz
podobienstwa. Osobniki (sekwencje mRNA gh), migdzy ktorymi dystans genetyczny
byt najmniejszy, uznane zostaly za filogenetycznie najblizsze. Przyktadem tego moze
by¢ pordéwnanie karpia oraz lina, gdzie wynik 0,0732 $wiadczy o ich wysokim
podobienstwie. Natomiast, przykiad odwrotny obrazuje poréwnanie tilapii nilowej oraz
Silurus meridionalis, gdzie wynik 0,7087 wskazuje na ich najwigksze zréznicowanie
genetyczne w grupie badanych gatunkéw (Tab. 14).

Tabela 14. Odlegtosci genetyczne migdzy gatunkami z roznych grup taksonomicznych.

— v [ 2 | 3 | 4 [ s | & [ 7z | & [ 9 | w | n [ 12 |

1. Ictiobus. bubalus

2. Cyprinus. carpia

3. Odantesthes. argentinensis|

4. Pangasianodon. gigas

5. Siluruz. meridionaliz

E. Tinca.tinca

7. Piaractus mesopaotamicus

8. Salmo.zalar

9. Tilapia.nilotica

10. Oncarhynchuz.mykiss

01295
0.6337
0.2834
0.2300
01130
01572
03308
0.6347
0.3372

06601
0.2500
0.2615
0.0732
0.2033
03445
06613
0.3438

06226
0.6484
0.6293
05799
0.4707
0.2870
0.4345

0.0686
02326
0.154F
032563
07076
03217

02438
01304
0.3504
07057
0.3430

01864
0214
06633
0.3134

03102
0.6463
0.3238

0.5357
0.0333

05176

0.5858
0.6470

0.6012
0.6633

0.7466
0.1847

05333
06427

05727
06453

05573
06333

0.5304
06172

0.5330
0.4366

0.8151
0.2754

0.5320
0.4331

11. Amia.calva
12 Morone. saxatilis

0.7321

Analizujac zestawione w macierzy podobiefistwa wyniki, mozna stwierdzi¢, ze
lin poprzez sktad nukleotydowy mRNA gh jest najblizej spokrewniony z karpiem oraz
bufallo czarnym. Dodatkowo skonstruowany w programie MEGA 4.0 dendrogram
przejrzysScie obrazuje, ze badany gatunek lina zostal zaklasyfikowany do nadrzedu ryb
otwartopgcherzowych (Ostariophysi), stanowiacych czg§¢ gromady promienioptetwych

(Actinopterygii) (Ryc. 28).
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§|_— Cyprinus.carpio
100 - Tinca.tinca

99 L———— Ictiobus.bubalus

Ostariophysi

Piaractus.mesopotamicus

L 82 {angasianodon. gigas
100 Silurus.meridionalis

Amia.calva } Neopterygii

100 — Salmo.salar .
4|: Protacanthopterygii
Oncorhynchus.mykiss

Oreochromis.niloticus

100 _|:Odontesthes .argentinensis
84 \Morone.saxatilis
— Y

0.05

Acanthopterygii
Ryc. 28. Dendrogram obrazujacy klasyfikacj¢ lina do Ostariophysi na podstawie
sekwencji mRNA gh. Skala oznacza stosunek 0,05 substytucji przypadajacych na dane
miejsce w sekwencji.

Ponadto za pomoca programu BLASTn dowiedziono, ze w rodzinie
karpiowatych lin poprzez sekwencjg¢ MRNA gh jest najbardziej podobny do totpygi
pstrej, tolpygi biatej oraz leszcza chinskiego (Megalobrama amblycephala). W wyniku
przepisania MRNA gh lina na jgzyk aminokwasow, otrzymano w programie BioEdit
(7.0.9.0.) fragment biatkowy, sktadajacy si¢ z 210 aminokwasow zakonczony kodonem

STOP (Ryc. 29).

1 ATG GCT AGA GCA TTA GTG CTG TTG TCG GTG GTG CTG GTT AGT TTG 45
1 Met Ala Arg Ala Leu Val Leu Leu Ser Val Val Leu Val Ser Leu 15
46 TTG GTG AAC CAG GGG AGA GCC TCA GAG AAC CAG CGG CTC TTC AAC 90
16 Leu Val Asn Gln Gly Arg Ala Ser Glu Asn Gln Arg Leu Phe Asn 30
91 AAT GCA GTC ATC CGT GTT CAA CAC CTG CAC CAG CTG GCT GCA AAA 135
31 Asn Ala Val Ile Arg Val Gln His Leu His Gln Leu Ala Ala Lys 45
136 ATG ATT AAC GAC TTT GAG GAC AAC CTG TTG CCT GAG GAA CGC AGA 180
46 Met Ile Asn Asp Phe Glu Asp Asn Leu Leu Pro Glu Glu Arg Arg 60
181 CAG CTG AGT AAA ATC TTT CCT CTG TCT TTC TGC AAC TCT GAC TCC 225
61 Gln Leu Ser Lys Ile Phe Pro Leu Ser Phe Cys Asn Ser Asp Ser 75
226 ATT GAG GCG CCC ACT GGG AAA GAT GAA ACA CAG AAG AGC TCA ATG 270
76 Ile Glu Ala Pro Thr Gly Lys Asp Glu Thr Gln Lys Ser Ser Met 90
271 TTG AAG CTC CTT CGC ATC TCT TTC CGC CTC ATC GAG TCC TGG GAG 315
91 Leu Lys Leu Leu Arg Ile Ser Phe Arg Leu Ile Glu Ser Trp Glu 105

316 TTC CCC AGC CAG ACC CTG AGC GGA ACC GTC TCA AAC AGC CTG ACC 360
106 Phe Pro Ser Gln Thr Leu Ser Gly Thr Val Ser Asn Ser Leu Thr 120
361 GTC GGA AAT CCC AAC CAG ATC ACA GAG AAG CTG GCC GAC TTG AAA 405
121 Val Gly Asn Pro Asn Gln Ile Thr Glu Lys Leu Ala Asp Leu Lys 135
406 GTG GGC ATC AGC GTG CTC ATC AAG GGA TGT CTG GAT GGT CAA CCA 450
136 Val Gly Ile Ser Val Leu Ile Lys Gly Cys Leu Asp Gly Gln Pro 150
451 AAC ATG GAT GAT AAC GAC TCC CTG CCG CTG CCT TTT GAG GAT TTC 495
151 Asn Met Asp Asp Asn Asp Ser Leu Pro Leu Pro Phe Glu Asp Phe 165
496 TAC TTG ACC ATG GGG GAG AGC AGC TTC AGA GAG AGC TTT CGT CTT 540
166 Tyr Leu Thr Met Gly Glu Ser Ser Phe Arg Glu Ser Phe Arg Leu 180
541 CTG GCT TGC TTC AAG AAG GAC ATG CAC AAG GTG GAA ACT TAC CTG 585
181 Leu Ala Cys Phe Lys Lys Asp Met His Lys Val Glu Thr Tyr Leu 195
586 AGG GTT GCA AAT TGC AGG AGA TCC CTG GAT TCC AAC TGC ACC CTG 630
196 Arg Val Ala Asn Cys Arg Arg Ser Leu Asp Ser Asn Cys Thr Leu 210
631 TAG 633

211 STOP

Ryc. 29. Otwarta ramka odczynu kodujaca tancuch peptydowy hormonu wzrostu lina.
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W wyniku analizy przeprowadzonej w programie NetNglyc stwierdzono, ze
w badanej sekwencji aminokwasowej hormonu wzrostu lina wystgpuja dwa potencjalne
miejsca N-glikozylacji. Ten rodzaj glikozylacji polega na przytaczeniu kompleksu
oligosacharyd-dolichol (lipidowy no$nik) przez transferaze oligosacharydowa do
aminokwasu asparaginy w $wietle struktury siateczki endoplazmatycznej. Program
przewidujacy potencjalne regiony dla tego procesu, wWyszukuje charakterystyczne
miejsca ztozone kolejno z asparaginy, dowolnego aminokwasu (oprocz proliny)
w drugiej pozycji a w trzeciej jedynie zamiennie seryny badz treoniny (Knauer i Lehle
1999). Charakterystyczne miejsca w analizowanej sekwencji umieszczone sa blizej
C konca, a reszty asparaginowe w tych motywach znajduja pozycje Asp 155 1 Asp 207
(Ryc. 30).

-
1

~
w
1

Potencjat N-glikozylacji
P 2 ;

@

T T T
58 150 z2ea

o

1880
Sekwencja aminokwasowa

Ryc. 30. Przewidywane miejsca N-glikozylacji w sekwencji aminokwasowej hormonu
wzrostu lina.

Potencjat N-glikozylacji zostal wyliczony jako $redni wynik uzyskany z dziewigciu
sieci neuronowych, na ktorych program bazuje. Prog dla potencjatow glikozylacji
wedlug zalecen autor6w programoéw zostal przyjety na poziomie 0,5 (Julenius i in.
2005).

Celem stworzenia modelu biatka GH lina wykorzystano metaserwer
BiolnfoBank, ktory to przedstawit zbior 20 uszeregowanych szablonow, poczynajac od
tych, dla ktorych wynik ,,J score” byl najwyzszy wzglgdem porownywanej sekwencji
aminokwasowej (Jomain i in. 2007). Opierajac si¢ na tym parametrze, najwyzszy wynik
otrzymat szablon IHWG_ A dla kompleksu ludzkiego hormonu wzrostu z biatkiem
wiazacym, zdeponowany w bazie biatkowej PDB (Protein Data Bank) przez zespot pod
kierownictwem Sundstorma (1996). Zestawienie to uzyskato wynik 109,33 podczas,
gdy najnizsza warto$¢ (84,67) pordwnania w tej dwudziestce szablonéw nalezata do

prolaktyny o numerze PDB 2998 _A (Ryc. 31).
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Model Jscore Rscore Fssp Scop PDE Hit

E=Y1_01 01151 a261 THWG_A Complex (Hormonefreceptar) 1.2 Complex Of Human Growth Hormone With Its S
FFA3_02 -E211.151 2261 1axi_A Complex (Hormonelreceptor) | Structural Plasticity At The Hghthghbp Interfa
FFA3_04 -81.511350 2281 1322 A Complex (Hormonefreceptor) : Human Growth Hormone Bound To Single Receptor

PSIB_02
RPSE_02
FFA3_06
BASI_03
FF&3_08
BASI_0

RPSE_04

Se-50 1151 a.26.1 1a22A Complex (Hormonefreceptor) ; Hurman Growth Hormaone Bound To Single Receptor
Te-401.15.1 2261 1a22A Complex (Harmanefreceptory ; Hurman Growth Hormaone Bound To Single Receptar
-807 1451 a.261 116(_A Hormaonefgrowth Factorhormone Receptar: Crystal Structure Of The Ternary C
01781151 a.26.1 11664 Hormonefgrowth Factorhormone Receptor; Crystal Structure OFf The Ternary C

-802 a261 1rwi_A Hormonefgrowth Factor : Solution Structure Of Human Prolactin

2145 2261 JewdA Hormonethormone Receptor; The 1:2 Complex Between A Mterminal Elongated Pr
2e-331.151 a.26.1 116f4 Hormonelgrowth Factonhormone Receptor ; Crystal Structure Of The Ternary C

RPSB_03 4e 37 22681 Jew3A Hormonefthormone Receptor ; The 1:2 Complex Between A Mterminal Elongated Pr
PSIE_04 Te-d5 2281 1z7cA Harmonelgrawth Factor ; Crystal Structure Of Human Placental Lactogen

FFAZ_03 -52 2.2681 Thuw_A Haormone

Bas|_0z2 LOG131434 a281 18224 Complex (Harmonefreceptor) ; Human Grawth Harmaone Bound To Single Receptar
RPSB_01 Ge-42 a26.1 1z7cA Hormone/growth Factor; Crystal Structure Of Human Placental Lactogen

PSIB_01 Se-E2 a.26.1 JewdA Hormonethormone Receptor; The 1.2 Complex Between A Mterminal Elongated Pr
PSIB_03 Ge-45 1151 |26 11664 Hormonelgrowth Factorhormone Receptor ; Crystal Structure Of The Ternary C
FFA3_05 -814 a.268.1 1z7c_A Hormonefgrowth Factor: Crystal Structure Of Human Placental Lactogen

BASI_04 1897 a.26.1 1z7cA Hormonel/growth Factor ; Crystal Structure Of Human Placental Lactogen

FFA3_07 -B0E 2261 2095_A

Ryc. 31. Zestawienie wyselekcjonowanych szablonow z systemu 3D-Jury na postawie
parametru ,,J score” (w okregu).

Wybor szablonow nie musi by¢é dokonany wyltacznie na podstawie parametru
»J score”. W modelowaniu homologicznym wazne jest takze, aby dobra¢ taki szablon,
ktory bedzie okreslat elementami strukturalnymi biatka niezdefiniowane (przez inne
szablony) regiony badanej sekwencji. Dlatego tez oprocz wartosci ,,J score”
zweryfikowano graficzna forme uliniowania, na ktorej wyrdznione kolorami zostaty
elementy strukturalne bialek w postaci alfa-helis (czerwony), beta-kartek (niebieski)

oraz taczacych je petli badz ewentualnych wstawek (szary) (Ryc. 32).

Lz0 - 130 - 140 - 150 - 161 170 - 180 - 19[ - Z0oo

SLTWGNPHNOITEELAD LEVGISYVLIKGC LD GO PNMD DD S LELPFEDFYLTMGES SFRESFRLLACFEFDMHEVETYLEVANCREE
ALTWEGNPHNOITEELAD LEWGISVLIKGC LD GO PFNMD DD S LELPFEDFYLTHGES SFRESFRLLACFEFDMHEVETYLEVANCRE.
AW GASDENVYDLLEDLEERIQOTLMGELTLGEPR. TCOIFKOTY SKFD THEHND D AL LENYGCLLYCFRRDMTYVATYLRIVACRE
ALYGASDENVYDLLEDLEERIQTLMGELEDGEFE . TCQIFKOTY SHFD THEHNDD AL LENY GLLYCFREDMDEVETFLEIWVAC RS
SV EASDEVYDLLFD LEERIQTLMGRLEL CEPRT -~ COIFKO T EEFL THEND DAL LENY CLLYCFIFDMDEVETFLRIVOC R-
ALV GASDNVYD LLED LEERIQTLMGELED GEFRTG——QIFEQ T SEFD THEHND AL LENY GLLYCFREDMDEVETFLEIWVAC RS
PALLTEAQEIKEEARVLVD GVEVIQKERIHD CEE. . NEDYRUWEEQEELT 0D ENVRIVAFYRLFHCLHRD 2SEITTYLRILECRL
SELLTHAQEIKEEAEVLYVD GVEVIQERIHF GEE-——-NEP T PWITEEQ S S LTS D ENVEAFYRLFHC LHRD S KITTYLEILECRL
EAILSKAVEIEEQTERLLEGHELIVEQVHPETHE . NEITPVWECLP S LOMADEESPLEATYNLLHCLRPD SHEIDNTYLELLECRT
EATLSKAVEIEEQTERLLEGMELIVEQWVHPETK-——ENEITPVITECLPELOMADEES BATYNLLHC LERD SHEIDNY LELLECRET
SELLTEAQEIREFARVLVD GVEVIQELIHD CEFN -—-—-EPVPUTEEQE L TE QD EVROVAFYRLFHC LEPD 2SEITTTLRILECE

EATLESKAVEIEEQTERLLEGMELIVEO---VHPETEENEI T PWITECLPELOMAES PLEATYNLIHCLERD SHEIDNY LELLECRET
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Ryc. 32. Graficzne zobrazowanie pordwnywanych szablonow wzgledem badanej
sekwencji aminokwasowej (pierwsza od gory). Strzatkami zaznaczono struktury

biatkowe szablondéw: beta-kartki (niebieski) oraz alfa-helisy (czerwony).
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Nawet przy szablonach o wysokim podobienstwie brak jest czasami pokrycia
pewnego regionu badanego biatka, dlatego nieckiedy wykorzystuje si¢ szablony o niskim
podobienstwie, ale dostarczajace niezbednych danych do skompletowania projektu.
W przypadku opracowywanego W niniejszej pracy modelu nie bylo koniecznosci by
modyfikowa¢ domySlne ustawienia w metaserwerze BiolnfoBank. Po analizie
rezultatow ,,J score” oraz graficznego uliniowania szablonéw wynikowych wybrano
trzy szablony, IHWG_A, laxi_a oraz 1a22_a (Atwell i in. 1997, Clackson i in. 1998).
Charakteryzowaty si¢ one najwigkszym podobienstwem do sekwencji aminokwasowe;j
hormonu wzrostu lina a dodatkowo 1HWG A dostarczyt informacji dla regionu
niezdefiniowanego przez zaden z 20 wynikowych szablonéw. Szablony zaimportowane
do programu Swiss-PdbViewer pozwolity na wprowadzenie przerw do sekwencji
badanego biatka (Ryc. 33).

Ryc. 33. Zestawienie badanej sekwencji aminokwasowej GH lina z wybranymi
szablonami.

Po przeprowadzeniu procedury modelowania homologicznego w oparciu
o program MODELLER 9v8 otrzymane 3 modele wynikowe oceniono w programie
Verify 3D. Z po$rdd nich jeden wykazal 70 % poprawno$¢ i1 zostal zobrazowany

w programie UCSF Chimera (Ryc. 34).

Ryc. 34. Model strukturalny biatka genu hormonu wzrostu lina.
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Na podstawie wykonanego uliniowania oraz poréwnania z ludzkim hormonem
wzrostu stwierdzono, ze reszty aminokwasowe Lys 186 (niebieski), His 189
(czerwony), Lys 190 (zielony) oraz Thr 193 (z6tty) w obrebie 4 helisy moga by¢
zaangazowane w proces wigzania GH z GHR na komoérkach watroby (Atwell i in.

1997). Ponadto region peptydu GH od 60 do 63 (r6zowy) aminokwasu moze petni¢ role

w stabilizacji tego wiazania (Ryc. 35).

Ryc. 35. Proponowane reszty aminokwasowe zaangazowane w wiazanie z receptorem.

Opis kolorow w tekscie powyzej.
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5.2 Kontrola jednorodnosci genetycznej osobnikow doswiadczalnych metoda PCR-
RFLP. Pomiar aktywnoS$ci genu hormonu wzrostu linéw metoda qPCR. Ocena
zalezno$ci miedzy hormonem wzrostu a insulinopodobnym czynnikiem wzrostu

typu | w osi somatotropowej lina za pomocg testu ELISA.

5.2.1 Ocena otrzymanych izolatéw DNA

Izolaty rozdzielone na 1 % zelu agarozowym widoczne byly w postaci
pojedynczego, zwartego prazka. Nie stwierdzono zadnego smuzenia przy zadnej
z analizowanych prob, ktéore mogloby wskazywaé na degradacj¢ wyizolowanego

materialu genetycznego (Ryc. 36).

Ryc. 36. Elektroforegram izolatow pozyskanych z ptetwy ogonowej doswiadczalnych

osobnikow lina.

5.2.2 Amplifikacja genu nd-1 doswiadczalnych osobnikow lina

Po przeprowadzeniu reakcji PCR w gradiencie temperatury oraz rozdziale
elektroforetycznym préb na zelu agarozowym nie stwierdzono zadnych réznic, jakie
miatyby wynika¢ z gradientowego rozktadu temperatury dla przylaczania starterow do
matrycy. Prazki na zelu agarozowym, odzwierciedlajace produkty reakcji polimerazy
w gradiencie temperatury, jawity si¢ jako pojedyncze i odpowiadaty wysokoscia (okoto

2 kpz) prazkom uzyskanym w pracy Nielsena i in. (1998)( Ryc. 37).

Ryc. 37. Elektroforegram prob po gradientowej reakcji PCR ze starterami nd-1F i nd-

1R. M — marker wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB). Zel agarozowy 1 %.
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Przy braku ro6znic w wydajnosci oraz jednoznacznych wynikach, temperaturg
hybrydyzacji starterow w dalszych reakcjach polimerazy przyjeto na poziomie 55 °C.
Zweryfikowano profil czasowo — temperaturowy i przeprowadzono dla wszystkich
izolatbw reakcje polimerazy, celem uzyskania produktu do trawienia enzymami
restrykcyjnymi (Ryc. 38).

:!:- 2V 34 w5 64 8‘.‘9.,10. 11 12 13 M

——-‘——u-—_,_b_‘—u—_ -

Ryc. 38. Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla przyktadowych prob po reakcji PCR
z wykorzystaniem starteréw nd-1F i nd-1R. Sciezki od 1 do 13 przyktadowe proby. M —
marker wielko$ci 100 — 3 000 pz (PEQLAB). Zel agarozowy 1 %.

5.2.3 Analiza dlugosci fragmentéw restrykcyjnych w obrebie genu nd-1

Po przeprowadzeniu etapu trawienia z enzymami restrykcyjnymi Hhal, Rsal
oraz Hinfl otrzymano dla wszystkich badanych prob jednakowe wzory restrykcyjne.
REaza Hhal, zgodnie z tym, co przedstawit program NEBcutter (V2.0), przecigta
amplikon trzykrotnie (Ryc. 39).

Ryc. 39. Obraz elektroforetyczny 2015 pz amplikonu strawionego endonukleaza
restrykcyjna Hhal. Sciezki od 1 do 7 to strawione przykladowe proby. M — marker
wielkoéci 100 — 3 000 pz (PEQLAB). Zel agarozowy 2,5 %.

Druga z endonukleaz restrykcyjnych, Rsal wedtug programu NEBcutter (V2.0)
trawita amplikon w trzech miejscach dajac 4 fragmenty. Jednakze fragmenty

0 dtugosciach 404 oraz 392 pz nie daly si¢ rozdzieli¢ na 2,5 % zelu agarozowym.
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Prawdopodobnie  byloby to mozliwe na zelu sporzadzonym na bazie

wysokorozdzielczej agarozy o bardzo wysokiej jakosci (Ryc. 40).

\% 1 Zeiome) 4 5 6 = 8
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Ryc. 40. Obraz elektroforetyczny 2015 pz amplikonu strawionego enzymem
restrykcyjnym Rsal. Sciezki od 1 do 8 to strawione przyktadowe proby. M — marker
wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB). Zel agarozowy 2,5 %.

W celu uniknigcia kosztownego zakupu agarozy o wysokiej jakosci,
przeprowadzono rozdziat strawionych endonukleaza restrykcyjna Rsal amplikonoéw na
8 % zelu poliakrylamidowym. Dzigki zwigkszonym predyspozycjom rozdzielczym
PAGE mozliwe bylo uzyskanie obrazu elektroforetycznego, na ktorym widoczne byty
wszystkie prazki po trawieniu ta REaza (Ryc. 41).

- o

‘;Eu:s_‘f. -% —— —— e (]

M1 z '3 ,JL/L
987 pz. _'_ : o

-'ZIU'ZI'pz "

i e _3 | FON
392 pz L '
' 262'pz :

.--_--J\‘

Ryc. 41. Obraz elektroforetyczny 2015 pz amplikonu strawionego enzymem
restrykcyjnym Rsal. Sciezki od 1 do 3 to strawione przyktadowe proby. M — marker
wielkosci 100 — 3 000 pz (PEQLAB). Zel poliakrylamidowy 8 %.

69



Enzym restrykcyjny Hinfl w sekwencji amplikonu rozpoznawat cztery swoiste

miejsca, dlatego tez po rozdziale elektroforetycznym powinno by¢ widocznych pigc

fragmentow. Jednak rozdziat elektroforetyczny, nawet w tak wysokoprocentowym zelu

agarozowym jak 2,5 %, nie umozliwit uzyskania jednoznacznych wynikow (Ryc. 42).

Dlatego, dla uzyskania jednoznacznego wzoru restrykcyjnego przeprowadzono rozdziat

elektroforetyczny w 8 % zelu poliakrylamidowym. Rowniez dzigki takiemu podejsciu

nie uzyskano jednoznacznych wynikow (Ryc. 43).

Ryc. 42. Obraz elektroforetyczny po
trawieniu amplikonéw enzymem Hinfl.

Sciezki 1 oraz 2 to strawione

przyktadowe marker

wielkosci 100 — 3000 pz (PEQLAB).

préby. M —

Zel agarozowy 2,5 %.
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Ryc. 43. Obraz elektroforetyczny po
trawieniu amplikonow enzymem Hinfl.
Sciezki od 1 do 4 to strawione
przyktadowe proby. M — marker
wielkosci 100 — 3000 pz (PEQLAB).

Zel  poliakrylamidowy 8  %.



Rozdziat strawionych prazkéw 303 oraz 308 pz uzyskano dopiero po
przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego w15 % natywnym Zelu

poliakrylamidowym (Ryc. 44).

Ryc. 44. Czgsciowy (bez widocznych prazkow 679 i 499 pz) obraz elektroforetyczny po
trawieniu amplikonéw enzymem restrykcyjnym Hinfl. Sciezki od 1 do 3 to pociete
przykladowe proby. M — marker wielkosci 100 — 500 pz (DNA Gdansk). Zel
poliakrylamidowy 15%.

Po przeanalizowaniu reakcji trawienia z enzymami restrykcyjnymi Sspl oraz
Xbal stwierdzono na podstawie rozdzialow elektroforetycznych, ze poddane reakcji
trawienia amplikony nie zostaty strawione (Ryc. 45). Uzyskany empirycznie wynik
potwierdzit informacje, ktore program NEBcutter (V2.0) przedstawit jako symulacje.

M SE200 3004150 AL a8 WOLU LD LD 12 43 M
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.
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Ryc. 45. Obraz elektroforetyczny, jaki uzyskano za kazdym razem po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi Sspl oraz Xbal. Sciezki 1 do 7 przyktadowe proby trawione
Sspl oraz od 8 do 13 przyktadowe proby trawione Xbal. M — marker wielkosci 100 —
3000 pz (PEQLAB). Zel agarozowy 2,5 %.
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Reasumujac, uzyskane wyniki analiz PCR-RFLP z tatwo$cia mozna zauwazyc,
ze wybrane do badan osobniki stanowia material genetycznie jednorodny. Zatem jedno
z gtdwnych zatozen, homogennos$¢ genetyczna, zostata zachowana. W przypadku jej nie
zachowania analiza danych uzyskanych po przeprowadzeniu do$wiadczenia

w akwariach bytaby obarczona istotnym biedem metodycznym.

5.3 Ocena przydatnosci metod izolacji RNA

Dzigki wprowadzeniu do badan etapu oceny metod izolacji udato si¢ wytypowac
metode izolacji kolumnowej, jako mniej wydajna. Ilo$¢ uzyskanego ta metoda RNA
oceniona na spektrometrze UV/Vis NanoDrop (Thermo Scientific) byta odpowiednio
mniejsza, chociaz pomiar absorbancji przy dtugosciach fal Aggo/Azso wskazywatl, ze
czystos¢ wszystkich prob byta na zadowalajacym poziomie (Ryc. 46). Jest to pewnego
rodzaju kompromis, kiedy uzyskujemy wolny od =zanieczyszczen izolat ale

o niewielkich koncentracjach.
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Ryc. 46. Reprezentatywny wynik pomiaru st¢zenia oraz czystosci wyizolowanego RNA
za pomoca metody kolumnowe;.

W przypadku pomiaru catkowitego RNA wyizolowanego metoda z uzyciem
Trizolu® uzyskany izolat byt wysokiej jakosci. Ponadto stezenie RNA
W wyizolowanych probach oscylowato wokét wartosci 233 ng-ul™. Taka ilos¢ w
zupetnosci jest wystarczajaca do podjgcia dalszych analiz. Warto$§¢ wspotczynnika

Aol Azgo dla kazdej z prob zawierata si¢ w zakresie od 1,8 do 2,0 (Ryc. 47).
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Ryc. 47. Reprezentatywny wynik pomiaru stgzenia oraz czystosci wyizolowanego RNA
z wykorzystaniem Trizolu®.

Analiza prob po RT-PCR dostarczyta dodatkowych informacji odnosnie
skuteczno$ci zastosowanych metod do izolacji RNA. Matryce RNA wyizolowane za
pomoca metody kolumnowej byly zanieczyszczone pozostatosciami DNA, pomimo
zastosowania podczas izolacji etapu trawienia z uzyciem DNAzy I. Obecnos¢ dwoch
kwasow w tych izolatach skutkowata pojawieniem si¢ na zelu dwoch prazkow, ktorych
dhugosci korespondowaly z dlugo$ciami produktow w przypadku amplifikacji na
matrycy DNA oraz RNA (Ryc. 48).

Ryc. 48. Obraz elektroforetyczny prob po jednoetapowej RT-PCR z wykorzystaniem
matrycy po izolacji kolumnowej. Sciezki od 1 do 16 przyktadowe proby, 17 oraz 18
kontrola negatywna (reakcja bez matrycy). M — marker wielkosci 100 - 1000 pz
(A&A Biotechnology). Zel agarozowy 1 %.

W przypadku analizy elektroforegramu wykonanego po przeprowadzeniu

jednoetapowej RT-PCR nie stwierdzono obecno$ci dodatkowych prazkow
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$wiadczacych o amplifikacji na matrycy DNA. Jedynymi produktami na Zelu byly

amplikony o dtugosci 192 pz (Ryc. 49).
6 7 8 9 10 11 12 13 M

"

Ryc. 49. Obraz elektroforetyczny prob po jednoetapowej RT-PCR z wykorzystaniem
matrycy po izolacji z Trizolem®. Sciezki od 1 do 11 przykladowe proby, 12 oraz 13
kontrola negatywna (reakcja bez matrycy). M — marker wielkosci 100 - 1 000 pz (A&A
Biotechnology). Zel agarozowy 1 %.

Etap izolacji miat ogromne znaczenie dla dalszych analiz. W przypadku
przyjecia za pewnik metody izolacji na kolumnach nie mozna by byto na podstawie
wykresow real-time PCR (z sonda) oceni¢, czy mamy jeden, czy dwa produkty reakcji.
Nalezatoby wtedy przeprowadzi¢ rozdziat prob na zelu agarozowym, by zweryfikowaé
specyficznos¢ reakcji, co byloby ekonomicznie nieuzasadnione. W zwiazku z tym
podczas izolacji prob pozyskanych od doswiadczalnych osobnikow lina postuzono si¢
nieznacznie dluzsza, ale bardziej skuteczna metoda z wykorzystaniem odczynnika
Trizol®. Po zweryfikowaniu wynikow reakcji sekwencjonowania —stwierdzono
jednoznacznie, ze otrzymane w reakcji RT-PCR amplikony sa na calej swej dlugosci
komplementarne z odpowiadajacym fragmentem kompletnej sekwencji lina

zdeponowanej w bazie NCBI pod numerem dostgpu HM114351.1.

5.4 Pomiar aktywnosci genu hormonu wzrostu metoda real-time PCR

w doswiadczalnej grupie linow

5.4.1 Izolacja i ocena uzyskanych izolatéw RNA

Z pobranych przysadek moézgowych, skrawkow migéni oraz watroby
wyizolowano catkowity RNA metoda z uzyciem Trizolu®. Bezposrednio po
przeprowadzeniu izolacji RNA wykonano jednoetapowa RT-PCR, a nast¢pnie oceng
amplikonow na 1 % zelu agarozowym. Dla badanych prob uzyskano identyczne wyniki,
jak w sekcji testujacej metody izolacji RNA z uzyciem Trizolu®. Na elektroforegramie
widoczne byly jedynie prazki §wiadczace o amplifikacji na matrycy RNA (wlasciwa
dhugos¢ produktu). Jednakze, z powodu nadmiernych $nie¢ nie udato si¢ pobraé
materiatu od osobnikéw przetrzymywanych w temperaturze 30°C. Dlatego tez,
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w dalszych etapach analizowano jedynie proby z czterech pozostatych wariantow

temperaturowych.

5.4.2 Krzywe standardowe dla reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym

Po przeprowadzeniu reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym uzyskano dwa
zestawy wykresow amplifikacji oraz krzywych standardowych. Pierwszy z nich
otrzymano, gdy jako matryce RNA zostaly wykorzystane rozcienczenia dziesigtne
wykonane na postawie fragmentu EGFP RNA (Ryc. 50 i Ryc. 51). Drugi z zestawow
zostal uzyskany, gdy wykorzystano transkrybowany fragment gh RNA lina (Ryc. 52
i Ryc. 53).
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Ryc. 50. Wykres amplifikacji dla matryc EGFP RNA na podstawie ich rozcienczen

dziesigtnych.
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Ryc. 51. Wykres krzywych standardowych dla rozcienczen dziesigtnych matrycy EGFP
RNA.

75



Praktycznie réwne odstgpy migdzy rozcienczeniami dziesigtnymi na wykresie
amplifikacji oraz warto$¢ parametru R? bliska 1 dla krzywych standardowych dowodza,
ze matryce EGFP RNA zostaly przygotowane poprawnie a wydajno$¢ (podwojenie

ilosci produktu w kazdym cyklu reakcji) amplifikacji jest bliska 100 %.
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Ryc. 52. Wykres amplifikacji dla matryc gh RNA na podstawie ich rozcienczen
dziesigtnych.
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Ryc. 53. Wykres krzywych standardowych dla rozcienczen dziesigtnych matrycy gh
RNA.

Pomimo, iz wykres krzywych amplifikacji dla rozcienczen gh RNA nie jest
idealny (niektore krzywe nie nakladaja si¢ na siebie oraz ich nachylenie nie jest tak
strome jak w przypadku wykresu dla EFGP RNA), to wykres krzywych standardowych

wskazuje na wydajnos$¢ amplifikacji rzgdu 90%. Wydajno§¢ amplifikacji w zakresie od
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90 do 110 % jest wynikiem powszechnie uznanym za dobry i na takich krzywych
mozna polega¢ W dalszych etapach analiz (Bustin 2004).

Po zweryfikowaniu poprawnosci krzywych standardowych przeanalizowano
wykresy amplifikacji dla badanych préob 1 przedstawiono je osobno. Najwigce]
krzywych amplifikacji uzyskano dla matryc mRNA gh wyizolowanych z przysadki
moézgowej (Ryc. 54).

Fluorescencja (dR)

CyKl reakeji
Ryc. 54. Krzywe amplifikacji prob gdzie matryca byly mRNA gh pozyskane
z przysadek mézgowych.

Jedynie jedna préoba samca numer 3 inkubowanego w temperaturze 20 °C
okazala si¢ negatywna. Pozostate proby uszeregowano na podstawie wartosci Ct, ktore
sa wyznaczane w punkcie przecigcia krzywej amplifikacji z linia progu detekcji
(niebieska linia). Bazujac na powyzszym, najwigksza ilo§¢ mRNA gh zawierat izolat
samicy numer 2 inkubowanej w 15 °C, a najmniejsza samicy numer 3 z temperatury
25 °C. Przeanalizowano takze zalezno$ci wartosci Ct od temperatury. Jak si¢ okazato
najwigcej matrycy mRNA gh w izolacie uzyskano w wigkszos$ci prob z osobnikoéw
przetrzymywanych w wodzie o temperaturze 15 °C. Analizujac srednie wartosci Ct dla

samcOw oraz samic stwierdzono, ze warto$¢ ta byta nizsza u samcow (19,66) a wyzsza

u samic (20,98) (Ryc. 55).
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Wartosci Ct dla prob z przysadki mozgowej
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Ryc. 55. Wartosci Ct dla izolatow mRNA gh pozyskanych z przysadki mozgowe;j.

Dla izolatbw z watroby uzyskano jedynie trzy krzywe amplifikacji. Dwie
0 podobnych wartosciach Ct 28,57 (samiec numer 3 z 10 °C) i 28.45 (samica numer 1
z 15 °C), oraz jedna, gdzie warto$¢ Ct wyniosta 30,48 (samiec numer 1 z 10 °C).
Otrzymane wartosci w porownaniu do powyzszych sa stosunkowo duze, co oznacza ze

ilo$¢ matrycy mRNA gh w izolatach otrzymanych ze skrawkow watroby jest bardzo

mata (Ryc. 56).

Fluorescencja (dR)

Cykl reakeji

Ryc. 56. Krzywe amplifikacji prob gdzie matryca byly mRNA gh
skrawkow watroby.
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Trzecia badang grupa byly proby z migsni, gdzie uzyskano dziesie¢ krzywych
amplifikacji swiadczacych o produkcji czasteczek mRNA gh lina w miocytach (Ryc.
57).

Fluorescencja (AR)

Cykl reakeji

Ryc. 57. Krzywe amplifikacji prob gdzie matryca byto mRNA gh pozyskane ze
skrawkow miesni.

Z posrdd dziesigciu otrzymanych wartosci Ct siedem nalezalo do prob
pozyskanych od ryb, ktore w czasie doswiadczenia przetrzymywane byly
w temperaturach 10 1 15 °C. Z czego trzy przypadaly na wariant 15 °C (stupki
oznaczone kolorem czerwonym), a cztery na wariant 10 °C (stupki oznaczone kolorem
niebieskim). Pozostalte trzy osobniki (stupki oznaczone kolorem zielonym) nalezaly do
wariantow, 20 °C (1 préba) i 25 °C (2 proby). Zakres wartosci Ct rozciagat si¢ od
najwigkszej 30,97 (samica numer 2 z 25 °C) do najmniejszej 25,10 (samica numer 3
225°C) i w stosunku do zakresu prob z przysadki méozgowej (11,36) byt wezszy
i wynosit prawie 6 Ct (5,87 Ct). Dodatkowo z posrod wszystkich wartosci Ct 70 %

nalezato do samic a pozostata do samcow (Ryc. 58).

2 25¢C | 30,97
L 1 —— e 05
3 10C 30,07
! 15C —
210C — 29,27

1 20C 29,34
(15 C | — 2

3 10C _ 27,9

110C _ 25,35

3 25 0 em—————————————— 251

Ryc. 58. Wartosci Ct dla izolatow mRNA gh pozyskanych ze skrawkow mig$niowych.
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Wykorzystujac opcje termocyklera przeznaczone do analizy krzywych
amplifikacji wprowadzono do niego znane wartosci stgzen oraz ilosci kopii do
odpowiedniego zestawu krzywych standardowych. Nastgpnie program wykorzystujac
wartosci Ct kazdej z badanych prob wyliczyt dla kazdej z nich stezenie oraz ilo$¢ kopii.
Jedynie dla trzech ryb udato si¢ uzyskaé peten zakres badanych informacji. Byty to
ryby, dla ktorych otrzymano pozytywny sygnat w postaci krzywych amplifikacji z prob
pozyskanych ze skrawka migsni. Z zestawienia wylania si¢ takze oczywista zaleznos¢,
ze wraz ze spadkiem stezenia mRNA gh w badanych probach spada takze ilo$¢ jego
kopii (Tab. 15).

Tabela 15. Zestawienie st¢zen oraz ilosci kopii w probach, dla ktorych uzyskano

krzywe amplifikacji.

B .7 . Ilos¢ Hos¢ Stezenie Stezenie | Stezenie
adana | Ilos¢ kopii KoDii e P
, opii kopii przysadka | mig$nie | watroba
proba | przysadka migSnie | watroba (pg/nl) (pg/nl) (pg/nl)
14310°C | 1699659 | 4477,71 49,52 37311 102,41 1,17
2915°C | 1469 462 209,30 32290 4,89
2920°C | 1185381 26086
1925°C | 1031963 22732
1315°C 709 808 15676
2320°C 671 526 14836
1915°C 572 585 124,46 280,01 12664 2,92 6,53
34'15°C 516 054 537,14 11422 12,47
1425°C 488 222 10810
2415°C 328 901 7302
1910°C 218 521 4865
24'10°C 209 621 4669
2Q25°C 208 173 91,12 4637 2,14
3425°C 138 310 3089
1320°C 110 036 2462
3920°C 108 521 2428
2910°C 82 248 295,98 1844 6,90
1920°C 23 300 281,96 527 6,57
3410°C 22 044 764,87 272,36 499 17,71 6,35
2425°C 21 441 485
3Q15°C 20 145 456
3910°C 2 350 170,01 54 3,98
3Q25°C 825 5324,74 19 121,64
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5.5 Pomiar stezenia GH i IGF-1 w préobach krwi oraz watroby do$wiadczalnych

linéw metoda kompetycyjnego testu ELISA

5.5.1 Stezenie hormonu wzrostu w plazmie krwi oraz watrobie, a doSwiadczalny

wariant temperatury

W  odpowiednio przygotowanych probach watroby oraz plazmy Kkrwi
przeprowadzono analiz¢ zmian st¢zenia hormonu wzrostu metoda kompetycyjnego
testu ELISA w zalezno$ci od przyjetych doswiadczalnych warto$ci temperatury.
Wyniki odczytane czytnikiem ptytek iMark Microplate Absorbance Reader (BioRad)
przeliczono na podstawie zaleznosci migdzy usredniona warto$cia absorbancji dla

kolejnych standardow GH a odpowiadajacymi im st¢zeniami. (Ryc. 59).

10
QD
g . 2,249 y =-0,731In(x) + 6,5041
£ 1851 R2=0,9967
s S .\0\‘13&
=3 .
S5 0,778
= n
38
S
N7 0,251
0,1
100 1000 10000
Stezenie standardéw (pg-ml-t)

Ryc. 59. Zalezno$¢ miedzy $rednia wartoscia absorbancji dla kolejnych standardow GH
a odpowiadajacymi im stgzeniami.

Wzor opisujacy przebieg krzywej logarytmicznej ,.y = -0,731In(x) + 6,5041”
przeksztalcono w postaé ,x = 10 7 (6,5041- y)/1,6832”. Na podstawie tak
przeksztalconego wzoru wyliczono wartosci stgzen z usrednionych warto$ci absorbancji
dla trzech samic badz trzech samcéw z danego wariantu temperaturowego. Dzigki temu
uzyskano osobno dla samcow i samic wartosci stezen dla kazdego z wariantow
temperaturowych (Tab. 16).

Tabela 16. Stgzenia GH w probach watroby oraz plazmy krwi wzgledem

doswiadczalnych wariandw temperaturowych.

10 °C 15°C 20 °C 25°C

samice 308+68,2 322+108,2 358+49,2 256+61,2

Watroba = e 261£1289  264:1145  295:70.6  257+112.1

samice 910+241,2 1920+560,3 3213+736,3 1191+486,3

Plazmakiwl = nce  1074+499,5  1030£729,1 2404+323,3  1119%286,5
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Wstepna analiza krzywych zaleznosci wartosci stgzenia GH w probach watroby
od temperatury pokazala, ze maja one podobny przebieg dla obu ptci (z maksymalnymi
warto$ciami przy 20 °C - Ryc. 60). Identyczng tendencj¢ zaobserwowano dla prob

plazmy krwi (Ryc. 61).
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Ryc. 60. Zmiana wartosci stezenia GH w probach watroby samcow oraz samic

w zaleznos$ci od warto$ci temperatury.
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Ryc. 61. Zmiana wyliczonych stgzen GH w prébach plazmy krwi samcéw oraz samic

w zaleznos$ci od warto$ci temperatury.
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5.5.2 Stezenie insulinopodobnego czynnika wzrostu typu I w plazmie krwi oraz

watrobie, a doswiadczalny wariant temperatury

Na podstawie pomiaru dokonanego czytnikiem ptytek iMark Microplate
Absorbance Reader (BioRad) przy dlugosci fali 450 nm otrzymano dla wszystkich prob
wartosci absorbancji IGF-l1. Wyniki przeliczono na podstawie zaleznosci migdzy
usredniong warto$cia absorbancji dla kolejnych standardow IGF-1 a odpowiadajacymi

im stgzeniami (Ryc. 62).

10
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Ryc. 62. Zalezno$¢ migdzy zmierzona $rednia warto$cia absorbancji dla standardow
IGF-I a odpowiadajacym im st¢zeniom.

Korzystajac z prostego réwnania, opisujacego przebieg krzywej logarytmicznej
Ly = - 0,293In(x) + 2,559” przeksztalcono je w posta¢ ,,x = 10 " (2,559 — y)/0,67466”,
dzigki czemu podstawiajac za ,,y” warto$¢ absorbancji badanego biatka mozna byto
wyliczy¢ jego stezenie. Nastgpnie wyliczono S$rednia warto$¢ z trzech stgzen
wyliczonych dla prob watroby samic badz samcow pochodzacych z danego wariantu
temperaturowego. Dodatkowo dla wyliczonych $rednich obliczono takze odchylenia
standardowe. W identyczny sposob przeliczono takze wartosci absorbancji zmierzone w

probach plazmy krwi (Tab. 17).
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Tabela 17. Stgzenia IGF-I w probach watroby oraz plazmy krwi wzgledem
doswiadczalnych warianéw temperaturowych.

10 °C 15 °C 20 °C 25 °C
samice 766+67,2 918+ 348,3 1429+ 302,0 1569 + 98,6
samce 750+ 1112 872+ 113,6 1157 +375,4 1157 +278,4

samice 1087 +137,2 870+536,4 1157 +567,1 549 +47,8
samce 974+550,1 877+253,1 772+347,4 471+18,6

Watroba

Plazma krwi

Na podstawie wyliczonych wartosci stezen IGF-I w probach watroby
stwierdzono, ze stezenie tego biatka niezaleznie od plci badanych osobnikow lina
zwigkszato si¢ W miar¢ wzrostu temperatury. Dodatkowo wzrost stgzenia tego biatka

u samic (ogodlna tendencja) byt wigkszy (Ryc. 63).
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Ryc. 63. Wptyw temperatury na stezenie IGF-I w watrobie linéw obu pfci.

Po zestawieniu wartosci stgzen IGF-I w probach plazmy krwi samic oraz
samcoOw wzgledem przyjgtych temperatur uzyskano krzywe, na podstawie ktorych
stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temperatury obnizato si¢ stezenie badanego biatka w
plazmie. Przebieg krzywych (opadajacy) obrazujacych zmiany stezenia IGF-I
w plazmie byt przeciwny w stosunku do przebiegu krzywych (wznoszacy) obrazujacych
stezenie tegoz samego biatka w probach watroby. Gdy temperatura wynosita 10 °C to
stezenia IGF-1 w plazmie krwi byly wyzsze niz w watrobie, odwrotnie niz

w temperaturze 25 °C (Ryc. 64).
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Ryc. 64. Wptyw temperatury na stezenie IGF-1 w plazmie krwi linéw obu pfci.

5.5.3. Analiza statystyczna

Ze wzgledu na stosunkowo mata liczebno$¢ prob i1 duza rozpigtos¢ uzyskanych
wynikéw w obrebie wariantdw analizg statystyczna ograniczono do testu jednorodno$ci
wariancji Levena, jednoczynnikowej analizy wariancji oraz testu NIR dla wartosSci
stezen GH i IGF-1 oddzielnie dla samcow i samic w zaleznosci od temperatury wody
(Ryc. 65).

Test NIR; zmienna GHplazma (remiksamce)
Grupy jednorodne, alfa = ,05000
Btad: MS miedzygrupowe = 2419E2, df = 8.0000

temperatura | GHplazma| 1 @ 2
Nr podkl. Srednie
1 10f 1074,385 ****
4 25| 1119,483 ****
2 15]  1929,523] **##| #wes
3 20| 2403,810 e

Test NIR; zmienna GHplazma (remiksamice)
Grupy jednorodne, alfa = ,05000
Btad: MS miedzygrupowe = 2877E2, df = 8.0000

temperatura | GHplazma| 1 | 2 3
Nr podkl. Srednie
1 10 909,523 ****
4 25]  1190,734| **** ****
2 15] 1919,900 i
3 20] 3212,934 i

Test NIR; zmienna IGF1watroba (remiksamice)
Grupy jednorodne, alfa = 05000
Btad: MS miedzygrupowe = 56698,, df = 8.0000

temperatura | IGF1watroba | 1 | 2
Nr podkl. Srednie
1 10 765,622 ****
2 15 918,382 ****
B 20 1428,698 i
4 25 1569,464 e

Ryc. 65. Wyniki analizy statystycznej — test LSD dla GH i IGF-I.
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Przeprowadzono takze test porownawczy NIR dla obu pici inkubowanych, w
temperaturze 20°C. Wszystkie przeprowadzone testy jednorodno$ci wariancji wykazaty,
ze badane wariancje sa jednorodne. Pozwolito to na przeprowadzanie dalszych analiz,
ktore wykazaly, ze jedynie statystycznie istotne rdznice pomigdzy $rednimi uzyskano
dla GH w plazmie krwi dla obu pici oraz dla IGF-I1 w watrobie samic. Na ich podstawie
stwierdzono, ze najkorzystniejsze warto$ci stezen uzyskano dla temperatury 20°C dla

obu plci niezaleznie.

86



6. DYSKUSJA

Badania nad tempem wzrostu lina trwaja od wielu lat, ale do dzi$ nie udato si¢
ani stworzy¢ nowej linii hodowlanej, ani odtworzy¢ historycznej, ktora w pierwszej
potowie XX wieku istniata w miejscowosci Quolsdorf potozonej w Saksonii (Milkau
1921, Miiller 1961). Poktadano wielkie nadzieje w badaniach nad jakoscia i iloscia
paszy skarmianej linom w roznych stadiach rozwojowych, ale i to nie przynosito
oczekiwanych rezultatbw a dodatkowo wywotywato deformacje w ich szkielecie
(Wolnicki i in. 2003). Problem wolnego tempa wzrostu lina byt takze badany w Turcji,
Chinach i Czechach. Jak dotad jedynym rezultatem tych badan jest stwierdzenie, ze
hodowla tej ryby jest nicoptacalna (Altindag i in. 1998, Gela i in. 2006, Wang i in.
2006b). W Czechach prowadzono takze badania zwiazane z manipulacjami w sktadzie
chromosomowym, lecz pomimo zwigkszonego tempa wzrostu osobniki poliploidalne
nie byly w stanie prawidlowo si¢ rozwija¢ (Flajshans i in. 2004).

Dlatego przeprowadzone badania poza opracowaniem metodyki badawczej
skupity si¢ na sprawdzeniu, czy wystepuje zalezno$¢ migdzy temperatura wody
a aktywnoscia genu hormonu wzrostu oraz stgzeniem produktu biatkowego GH
w zalezno$ci 0d pici lina. Badania real-time PCR potwierdzily, ze¢ mRNA genu
hormonu wzrostu lina transkrybowany jest glownie w przysadce mozgowej (Reinecke
i in. 2005), gdyz oznaczono go tam dla 23 z 24 badanych osobnikow. Otrzymane
wyniki zostaly nastgpnie przeanalizowane pod katem fenomenu SSD (ang. sexual size
dimorphism), polegajacym na zrdéznicowaniu tempa wzrostu osobnikéw danego
gatunku w powiazaniu z ich picia. Bazujac na otrzymanych wynikach dla badanych
osobnikéw lina nie potwierdzono powszechnie znanego fenomenu szybszego tempa
wzrostu samic lina (Nordquist 1927, Walter 1927, Kennedy i Fitzmaurice 1970).

Mozliwe, Ze na posta¢ otrzymanych wynikow wplyw mogto mie¢ oddziatywanie
ze strony ukladu doswiadczalnego. Dowodow weryfikujacych powyzsza mysl
dostarczaja rezultaty badan nad karpiem oraz okoniem zo6ttym (Perca flavescens). Ryby
w tych badaniach pozyskano ze $rodowiska naturalnego, bezposrednio po czym
pobrano z nich préby i przeprowadzono analizy za pomoca reakcji real-time PCR. Na
podstawie otrzymanych wartosci Ct dla mRNA gh stwierdzono, ze u tych gatunkow
istnieje wyrazna zalezno$§¢ migdzy plcia osobnika a charakterystycznym tempem
wzrostu. Samice obu gatunkow zawsze charakteryzowaly si¢ nizszymi wartosciami Ct

dla mRNA gh niz samce, co oznaczato, ze aktywnos$¢ genu hormonu wzrostu u szybciej
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rosnacych samic byta na wyzszym poziomie niz u samcoOw (Devlin i Nagahama 2002,
Lynn i in. 2009). Takiej zaleznosci nie stwierdzono u badanych ryb. Nawet usrednione
wartosci Ct dla samcow lina okazaty si¢ nieznacznie nizsze niz dla samic ($rednio 1,32).

Wyzsze tempo wzrostu stwierdzono takze u samic gatunkéw ryb tososiowatych,
gdzie migdzy zdefiniowanymi regionami chromosoméw a determinacja plci,
dojrzewaniem oraz hormonami zaangazowanymi w steroidogenezg, istniata silna
wspoétzaleznos¢ (Haidle i in. 2008). Natomiast przyktadem gatunku, gdzie samce
charakteryzuja si¢ szybszym wzrostem niz samice, jest tilapia nilowa. Wykorzystywane
jest to w masowej produkcji, gdzie samicom podaje si¢ androgeny maskulinizujace je
w petni funkcjonalne samce (Mair i in. 1997).

Analizujac uzyskane wartosci Ct dla mRNA gh pod katem poszczegdlnych
wariantow temperaturowych zauwazy¢ mozna pewna prawidtowos$¢. Pigc z szesciu ryb
przetrzymywanych w akwarium, gdzie woda miata temperaturg 15 °C, stanowito
polowe pierwszych dziesigciu wynikow uszeregowanych od najmniejszej wartosci Ct.
Oznacza to, ze migdzy temperatura, w jakiej przetrzymywane byty ryby, a aktywnoscia
ich genu hormonu wzrostu, istnieje zalezno$¢, ktora wskazuje, ze aktywnos$¢ badanego
genu w przysadce mozgowej lindw jest najwigksza w stosunkowo niskiej temperaturze
wody. Mozliwym jest, ze stan ten jest skorelowany z poczatkiem syntezy oraz sekrecja
gonadotropin, ktore stymuluja komoérki somatotropowe do produkceji hormonu wzrostu
niezaleznie od fotoperiodu a zaleznie od temperatury. Gdy woda osiagnie minimum
10 °C komorki gonadotropowe lina ulegaja aktywacji i w miar¢ wzrostu temperatury
produkuja wigcej gonadotropin. W momencie, gdy woda osiagnie temperaturg 20 °C ich
aktywno$¢ stopniowo obniza sig¢, czego nastgpstwem jest spadek st¢zenia
produkowanych hormonéw, ktore stymuluja synteze genu gh w przysadce (Breton i in.
1980a, Breton i in. 1980b, Horoszewicz i in. 1981). Niemniej jednak, niezaleznie od
drogi, jaka stymulowane sa komodrki somatotropowe, otrzymane wyniki dowodza, ze
transkrypcja mRNA gh lina zachodzita w sposob najbardziej efektywny w temperaturze
oscylujacej wokot 15 °C. Podobne relacje stwierdzono takze u innych gatunkow ryb.
Przyktadem moga tu by¢ badania nad karasiem pospolitym oraz dorada (Sparus
aurata). Synteza i sekrecja hormonu wzrostu zachodzita u tych gatunkéw
najintensywniej od marca do potowy maja, gdy pora dnia wydtuzata sig, a temperatura
wody mie$cila si¢ w granicach migdzy 15 a 20 °C. W innych badaniach nad karpiem,
Figueroa wraz z zespotem (1995) dowiodt, ze temperatura ma istotny wptyw na poziom

ekspresji genu hormonu wzrostu. Ponadto na podstawie analiz ekspresji innych genow
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(prolaktyny, proopiomelanokortyny, czynnika transkrypcyjnego Pit-1) wykazano, ze
podlegaja one bezposrednio wplywom ze strony czynnika temperaturowego i sa
najwyzsze w okresie wiosenno-letnim (Figueroa i in. 1994, Arends i in. 1998, Kausel
I in. 1999).

Do$wiadczenie przeprowadzone w ramach niniejszej pracy trwato tacznie 8 dni,
podczas ktorych ryby nie byty karmione. Sktadniki pokarmowe ze wzgledu na swoj
ogromny wplyw na o$ somatotropowa mogltyby utrudni¢ badZz nawet uniemozliwié
prawidlowa interpretacje wptywu temperatury na poziom ekspresji genu gh badanych
lindw poniewaz po zaprzestaniu karmienia st¢zenie hormonu wzrostu w plazmie krwi
ro$nie badz maleje w zalezno$ci od gatunku (Duan 1998). Jednakze analizujac wyniki
innych badan prowadzonych w tym kierunku stwierdzono, ze wzrost ten nastgpuje
przyktadowo po dwodch tygodniach u tilapii  mozambijskiej (Oreochromis
mossambicus), miedzy dwoma a trzema tygodniami u pstraga tgczowego, po trzech
tygodniach u baramundi (Lates calcarifer), miedzy dwoma a czteroma tygodniami
u suma kanatowego (Ictalurus punctatus) oraz migdzy trzema a czteroma tygodniami
u kizucza (Oncorhynchus kisutch) (Duan i Plisetskaya 1993, Kakizawa i in. 1995,
Matthews i in. 1997, Uchida i in. 2003, Small i Peterson 2005). Inne badania nad
pstragiem teczowym wskazuja na brak wplywu sktadnikow pokarmowych na efekt, jaki
wywiera temperatura wzgledem stgzenia GH w plazmie krwi (Gabillard i in. 2003).
Dlatego tez z pewna ostrozno$cia mozna zalozy¢, ze o$miodniowa glodowka ryb nie
miata wptywu na uzyskane wyniki Ct dla mRNA gh lina. Ponadto mozna sig pokusi¢ o
wniosek, ze produkcja GH u osobnikow doswiadczalnych przetrzymywanych w
ciemnos$ciach podlegata kontroli gtownie ze strony czynnika temperaturowego i byta
zalezna od plci. Ze wzglgdu na zachowania linbw w $rodowisku naturalnym
(preferencja obszarow zacienionych) interesujacym jest, czy istnieje mozliwos¢, aby
synteza przysadkowego GH linéw podlegata w duze; mierze regulacji ze strony
czynnika temperaturowego? Odpowiedzi na to pytanie moga udzieli¢ w przysztosci
badania prowadzone na osobnikach pochodzacych ze S$rodowiska naturalnego.
Podsumowujac ta czg$¢ rozwazan sam wptyw temperatury na aktywno$¢ genu hormonu
wzrostu w przysadce mozgowej lina jest bezsporny. Natomiast dalszych badan wymaga
okreslenie doktadnej charakterystyki tej zaleznosci.

Przysadka mézgowa uwazana jest za gtéwne miejsce, w ktorym syntetyzowany
jest hormon wzrostu. Jednak liczne badania wskazuja, Ze jest on takze produkowany w

limfocytach T oraz B, szyszynce, mdzgu, migéniu sercowym, nerce glowowe;,
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jajnikach, jadrach, wyrostkach pylorycznych oraz watrobie. Powyzsze miejsca
produkcji mRNA gh zostaty zlokalizowane podczas prac nad pstragiem tgczowym oraz
dorada, przy wuzyciu technik tancuchowej reakcji polimerazy oraz metod
immunohistochemicznych (Hattori i in. 1990, Maggiano i in. 1994, Harvey i in.2002,
Poppi i in. 2002, Herrero-Turrion i in. 2003). Ponadto Yang i in., (1999) dokonali
podzialu organizmu ryby na miejsca charakteryzujace si¢ wysoka oraz niska
aktywno$cia transkrypcyjna genu hormonu wzrostu. Przysadka mézgowa, mozg, serce
oraz skrzela zostaly zaklasyfikowane do miejsc gdzie mRNA gh jest produkowany
w wigkszych ilo$ciach niz w nerce, wyrostkach pylorycznych, gonadach oraz watrobie.
Badania wtasne, przeprowadzone na probach watroby lindw doswiadczalnych wskazuja
rowniez, ze ilos¢ transkryptu dla hormonu wzrostu jest niska. Dowodem na to sa
jedynie trzy krzywe amplifikacji dla dwoch samcoéw i jednej samicy oraz ich wysokie
(na tle innych badanych prob) wartosci Ct. Trudno jest natomiast wnioskowaé
0 wptywie temperatury oraz plci na poziom ekspresji genu hormonu wzrostu na
podstawie trzech pozytywnych prob. Zastanawiajacym jest, jak wygladataby aktywnos¢
genu hormonu wzrostu w temperaturze oscylujacej wokot 5 °C, odzwierciedlajacej
okres zimowy. Marchant i Peter, (1986) wykazali u osobnikow karasia ztocistego
(Carassius auratus) przetrzymywanych w tej temperaturze, ze SRIF nie wywiera swego
inhibicyjnego wptywu na proces produkcji oraz sekrecji GH. Natomiast badania nad
dorada dowiodty przeciwnej zaleznosci (Cavari i in. 1993). Reasumujac, nieliczne
wyniki otrzymane dla prob watroby okazaty si¢ spdjne z tymi dla przysadki mozgowej
wykazujac ze, aktywno$¢ genu hormonu wzrostu lina byla najwigksza w najnizszych
temperaturach. Brak krzywych amplifikacji w wyzszych temperaturach moze §wiadczy¢
o bardzo niskiej (ponizej progu detekcji) aktywnosci transkrypcyjnej badanego genu
badz o jej braku.

Na 24 badane proby tkanki migsniowej (pochodzace od 12 samcoé6w i 12 samic)
uzyskano 10 wartosci Ct, z ktorych 70 % nalezato do samic, a 30 % do samcow.
Odwotujac si¢ ponownie do badan przeprowadzonych przez Lynn i in. (2009) sytuacje
taka mozna swobodnie powiaza¢ z fenomenem SSD rozpatrywanym dla samic lina.
Trzy pozytywne wyniki Ct na 12 badanych samcéw $wiadcza o niskim poziomie
syntezy mRNA gh u tej plci. Godnym podkreslenia jest fakt, ze ponownie krzywe
amplifikacji uzyskano gtownie dla prob (7 na 10 pozytywnych) pobranych od ryb
przetrzymywanych w temperaturach 10 1 15°C. Z uwagi na fakt, iz dla 10 z 24 prob

uzyskano krzywe amplifikacji mozna wnioskowac, ze w komoérkach migsniowych lina
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dochodzi do ekspresji genu hormonu wzrostu. W dostepnej literaturze brak jest
podobnych wynikow dla ryb. W badaniach przeprowadzonych nad strzgpielem
Epinephelus coioides sprawdzono obecnos$¢ transkryptoéw gh w probach z przysadki
mozgowej, mozgu, watroby, jajnikéw, zotadka, serca, nerki, $ledziony oraz migsni
szkieletowych. Po zestawieniu otrzymanych wynikow stwierdzono, ze w probach
Z migéni, watroby, nerki, zoladka oraz serca nie uzyskano amplikonu
charakterystycznego dla mRNA gh. Badania wykonano w oparciu o hybrydyzacj¢ typu
Northern Blot wsparta przez RT-PCR (Li i in. 2005). Wynik negatywny moze by¢
faktycznie efektem braku mRNA gh w prébach migéni badz tez wynikaé z nizszej
czulosci uzytych technik detekcji zwlaszcza przy analizach, gdzie stezenie badanej
matrycy jest krytycznie niskie. Wykorzystane w powyzszych badaniach metody
badawcze nie charakteryzuja si¢ taka czutoscia jak zastosowana przez autora real-time
PCR. Ponadto po zakonczeniu reakcji musimy przeprowadzi¢ dodatkowo rozdziat
elektroforetyczny otrzymanych prob i dopiero wtedy uzyskujemy wynik jakoSciowy
anie doktadny ilosciowy, jak w gPCR (Bustin i in. 2000). Liczbe kopii oraz stezenie
mRNA wyliczono na podstawie krzywych standardowych przygotowanych dzigki
rozcienczeniom dziesi¢gtnym EGFP RNA oraz gh RNA lina. Obie krzywe standardowe
zostaly przygotowane poprzez in vitro transkrypcje, jednakze jak mozna byto zauwazyé
nieznacznie roznity si¢ one warto$cia wspotczynnika regresji ,,R”, aczkolwiek w obu
przypadkach byt on wysoki (powyzej 0,95). Nalezy takze zwrdci¢ uwage na nachylenie
krzywych amplifikacji dla obu standardow. W przypadku EGFP RNA po przekroczeniu
progu wznosity si¢ one stromo ku gorze, po czym osiagaty faze plateau (fotodetektor
nie mierzyt dalej fluorescencji). Natomiast przebieg krzywych na podstawie gh RNA
lina nie zmierzat ku fazie plateau tak stromo i dlatego tez parametr R byt nizszy niz dla
pierwszego konstruktu. Nie jest to jednakze btad, badz podstawa do odrzucenia
uzyskanych wynikow stezenia badanych préb. Wynikajace rdznice moga mieé
przyczyng w tym, ze EGFP RNA byt przetrzymywany w specjalnym buforze
stabilizujacym RSB, w przeciwienstwie do gh RNA (Hoffmann i in. 2006). Porownujac
ze soba wyniki stezenia z wynikami liczby kopii dla kazdej z prob jasno widaé, ze gdy
maleje stezenie to wraz z nim spada liczebnos$¢ kopii mRNA (Tab. 15). Jest to logiczny
whniosek, aczkolwiek przy niedbale przygotowanych krzywych standardowych ta
zaleznos¢ nie wystepuje (Bustin i in. 2005).

Reasumujac, przyjgta metoda real-time PCR z dwoma zestawami krzywych

standardowych okazata si¢ w poréownaniu do dotychczas stosowanych bardziej czuta
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w detekcji 1 kwantyfikacji ekspresji genu hormonu wzrostu. Pozwolilo to na
stwierdzenie aktywno$ci genu gh w tkance migéniowej, ktora dotychczas nie byla
uwazana za takie miejsce, w ktorym nastepuje transkrypcja mRNA gh.

Oproécz analizy poziomu genu hormonu wzrostu niniejsza praca miata na celu
okreslenie zmian stgzen hormonu wzrostu (GH) oraz insulinopodobnego czynnika
wzrostu typu | (IGF-1) w hepatocytach oraz plazmie krwi w oparciu 0 kompetycyjny
test ELISA. Przed sekrecja dojrzatego biatka do krwioobiegu mRNA ulega translaciji,
po czym po jej zakonczeniu moze by¢ ponownie wykorzystany w kolejnej rundzie tego
procesu. Dlatego tez na podstawie iloSci mRNA nie mozna okresli¢ dokladnego
stezenia biatka we krwi. Ponadto po przeprowadzeniu translacji tancuchy peptydowe
ulegaja obrébkom posttranslacyjnym, podczas ktorych powstaje dojrzale biatko. W
zalezno$ci od rodzaju oraz przeznaczenia biatka moga one ulega¢ specyficznemu
faldowaniu,  proteolitycznemu  rozszczepieniu, = modyfikacjom  chemicznym
(przytaczenie grup chemicznych do aminokwasow) badz wycinaniu intein. Po
wprowadzeniu wszystkich koniecznych modyfikacji biatko przyjmuje forme dojrzata
(Brown 1999, Lodish i in. 2007). Dodatkowo na ostateczny poziom bialek wplywa
wiele czynnikow dziatajacych antagonistycznie (Benedet i in. 2010). W przypadku
hormonu wzrostu dojrzale biatko wydzielane jest z komorek somatotropowych na
zasadzie egzocytozy. Nastgpnie hormon poprzez dyfuzjg przemieszcza si¢ w kierunku
bton podstawnych, ktéore wraz z komodrkami gwiazdzistymi tworza usieciowang
strukture. Doktadny mechanizm procesu dyfuzji oraz wydzielenia hormonu do
krwioobiegu nie jest znany. Uwaza si¢, ze U karasia pospolitego sekrecja tego hormonu
jest regulowana stezeniem tlenku azotu produkowanym z L-argininy w przysadce przez
enzym syntaz¢ tlenku azotu (Uretsky i Chang 2000). Ponadto dzigki badaniom nad
sekrecja GH in vivo i in vitro okazato si¢, ze hormon w uktadzie krazenia musi podlegaé
dodatkowym modyfikacjom strukturalnym. Podejrzewa sig takze, ze moze on si¢ taczyc
z biatkami transportowymi podobnymi do tych, jakie wystepuja u ludzi (Carmignac i in.
1993, Holloway i in. 1996). Nadal jednak nie ma informacji na temat istnienia takich
biatek u ryb. Dlatego w celu poznania rzeczywistego potencjalu wzrostowego ryby
koniecznym jest przebadanie mozliwie wszystkich znanych wskaznikow mogacych
charakteryzowaé¢ mozliwo$ci wzrostowe osobnika. W omawianej pracy wybrano jako
takie wskazniki stgzenia GH i IGF-1 w hepatocytach i plazmie krwi.

Analizujac uzyskane wyniki stezen dla hormonu wzrostu, mozna zauwazy¢, ze

jego stezenie w plazmie krwi oraz komodrkach watroby osiagngto maksymalna warto$¢
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w temperaturze 20 °C. Stezenie GH w plazmie krwi niezaleznie u obu plci zostato takze
potwierdzone analiza statystyczna. Podobnie jak w przypadku drugiego badanego
bialka (IGF-1), wyniki uzyskane dla temperatury 20°C wskazuja na najwyzsze
mozliwosci wzrostowe ryb. Wynika to z wielkos$ci uzyskanych stezen IGF-1. Podobne
zalezno$ci otrzymano w trakcie badan nad dorada (Pérez-Sanchez i in. 1994). Wedlug
autorow w wodzie o temperaturze 20°C, stezenie hormonu wzrostu bylo najwigksze,
gdyz receptory dla GH nie przyjety jeszcze prawidlowej konformacji przestrzenne;.
Zmiany konformacyjne w budowie receptorow uwazane sa za jeden ze Sposobow
kontrolowania osi somatotropowej. W przypadku GH krazy on we krwi i nie moze
poprzez GHR aktywowaé kaskady czynnikéw wewnatrzkomoérkowych. Stan taki u
organizmow okreslany jest mianem GH opornosci komorek ktore posiadaja GHR
(Sumpter iin. 1991, Gray i in. 1992). Konsekwencja tejze opornosci jest niskie stezenie
IGF-1 w plazmie krwi, wynikajace z braku aktywacji GHR a tym samym transdukcji
sygnatlu warunkujacego transkrypcj¢ genu dla tego biatka. Odwrotna zalezno$¢ dla
dorady zaobserwowano, gdy temperatura wody oscylowata wokot 25 °C (Pérez-
Sanchez i in. 1994). Inne interesujace wyniki badan nad ryba Rhabdosargus sarba
przedstawili Dane i Woo (2006). Wykazali oni, ze wzrost temperatury z 12 do 25 °C
spowodowat 1,6 krotne zmniejszenie ilosci transkryptu mRNA gh oraz 1,8 krotne
obnizenie st¢zenia GH w plazmie krwi tej ryby. Wyjasnieniem stanu, w ktorym stgzenie
GH w wyzszych temperaturach spada jest to, ze GHR przyjmuje wiasciwa konformacjg
przestrzenna do zwiazania GH. Dzigki temu wiaze on GH z krwioobiegu, co
automatycznie powoduje spadek jego stezenia w plazmie krwi. Zwiazanie GH
powoduje aktywacje GHR oraz transdukcj¢ sygnatu we wngtrzu komorki do inicjacji
transkrypcji genu insulinopodobnego czynnika wzrostu typu I, czego nastgpstwem jest
zwigkszajace si¢ stezenie IGF-1 w plazmie krwi w miar¢ wzrostu temperatury.
Jednoczesnie w hepatocytach maleje stezenie IGF-l, poniewaz jest on wydzielany do
krwioobiegu Takiej zaleznosci nie stwierdzono w omawianej pracy. Pérez-Sanchez i in.
(1994) zauwazyli takze istotng zalezno$¢ migdzy tempem wzrostu mierzonym
wskaznikiem SGR a stezeniami GH 1 IGF-I1 w plazmie krwi. SGR bylo najmniejsze w
momencie, gdy stezenie GH w plazmie krwi bylo najwyzsze i odwrotnie, jesli stezenie
GH bylo niskie a IGF-1 wysokie to przyrost osobnikow byl najwigkszy. Ponadto
zalezno$¢ wartosci SGR od stgzenia GH 1 IGF byla identyczna, jak wspotczynnika PER,
czyli przyrostu masy ciala na 1 kg spozytego biatka. Oba wspolczynniki w temperaturze

25 °C, czyli w okresie najwyzszego stezenia IGF-I, osiagaty najwigksze wartosci. Jak
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mozna zauwazy¢, najwyzsze wartosci stgzenia IGF-1, a nie GH, znajdowaty sig¢ w
plazmie krwi kiedy tempo wzrostu byto najwigksze (Deane i Woo 2009, Pérez-Sanchez
i in. 1994, Marchant i Peter 1986). Inna przyczyna spadku GH w plazmie krwi (oprocz
zwiazania go w GHR) jest mechanizm kontroli sprawowany w obregbie duzej petli.
Wozrastajace stezenie IGF-1 powoduje zahamowanie syntezy i sekrecji GH poprzez
aktywacje¢ SRIF (somatostatyny) (Canosa i in. 2007). Istnieja takze dowody na to, ze
wzrastajaca temperatura stymuluje transkrypcje genu kodujacego czynnik GABA (kwas
gamma-aminomastowy), ktéory nastgpnie hamuje wydzielanie GH 2z przysadki
moézgowej (Fraser i in. 2002).

Przebieg krzywych (Ryc. 60 i 61) obrazujacych zalezno$¢ migdzy st¢zeniem GH
w hepatocytach i plazmie krwi a temperatura wody w akwarium jest praktycznie
identyczny. Wskazuja one, ze ilo§¢ hormonu wzrostu w temperaturze 20°C byla
najwigksza. Jednakze wyliczone ze wzoru st¢zenia, na podstawie ktdrych stworzono
wykres, sa bardzo niskie a ré6znice migdzy nimi nieznaczne. Obraz taki moze wynikac z
faktu, ze hormon wzrostu zwiazany z receptorem nie moze si¢ juz przylaczy¢ do
przeciwciala uzytego w tescie ELISA. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, iz wybor
kompetycyjnego testu ELISA byt stuszny. Wynika to z faktu przebiegu omawianych tu
krzywych (GH vs temperatura, hepatocyty), ktore swym przebiegiem przypominaty te
wykreslone dla stgzenia GH w plazmie krwi, a wyliczone wartosci stgzen byly na
granicy standardu badZz ponizej. Zatem, dzigki wysokiej czulo$ci testu oraz
ekstrapolowaniu wartos$ci stgzen na podstawie przeksztalconego wzoru mozliwym bylo
wykazanie tak subtelnych zmian st¢zen GH w watrobie.

Interesujacym jest takze to, Ze st¢zenie obu bialek u samic, bylo zawsze wyzsze
niz u samcOw niezaleznie od wariantu temperaturowego. Stan taki jest zbiezny z
wczesniej opisywanym dla mRNA gh w probach watroby samic i znajduje
odzwierciedlenie w fenomenie SSD opisanym wielokrotnie dla lina (Milkau 1921,
Miiller 1961, Kennedy i Fitzmaurice 1970, Wang i in. 2006a). Literatura naukowa
dostarcza wielu przyktadow gdzie poziom GH lub IGF-I byt zalezny od plci badanego
osobnika.

Badania przeprowadzone nad karasiem ztocistym (Carassius auratus),
pstragiem teczowym badz tososiem atlantyckim (Salmo salar) potwierdzily, ze samice
maja wyzszy poziom GH we krwi (Marchant i Peter 1986, Bjornsson i in. 1994,
Holloway i Leatherland 1998). Natomiast odwrotny stan, gdzie samce charakteryzuja

si¢ wyzszym poziomem GH we krwi stwierdzono w badaniach nad halibutem
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atlantyckim (Hippoglossus hippoglossus). Réznica w poziomie GH miedzy ptciami
zostala u nich okres$lona na jeden rzad wielkosci (Einarsdottir i in. 2002).W innych
badaniach nad poziomem IGF-I stwierdzono, ze u krzyzowki skalnikow ¢ Morone
chrysops x @'Morone saxatilis poziom tego biatka byl nieznacznie wyzszy u samcow
niz u samic (Davis i McEntire 2010). Natomiast wyzsze stezenie IGF-1 u samic
potwierdzono u kizucza, pstraga teczowego oraz sterleta (Acipenser ruthenus) (Fukada
i in. 2003, Wuertz i in. 2007, Tymchuk i in. 2009).

Jak wskazuja powyzsze przyktady, charakterystyczny poziom GH badz IGF-I
nie jest jedynie przypisany do danej pici w obrgbie gatunku. Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo, ze poziom badanych biatek w plazmie i hepatocytach linow jest
Scisle powiazany z czynnikami ze strony osi gonadotropowej. Szczegdlnie bylo to
widoczne na podstawie badan nad sterletem, gdzie obie plcie na powierzchni gonad
miaty porownywalng ilo$¢ receptoréw dla IGF-I. Istotna r6znica wystgpowata natomiast
w poziomie mMRNA igf-I, ktoéry u samic byl znacznie wyzszy. Zwigkszony poziom
powyzszego transkryptu u samic sugeruje silng wspotzaleznos¢ migdzy IGF-I a
rozwojem gonad, w ktéry zaangazowanych jest wiele hormondéw gonadotropowych
(Wuertz i in. 2007). Shearer oraz Swanson (2000) przeprowadzili pomiar mRNA igf-1 u
samcoéw czawyczy (Oncorhynchus tshawytscha) i stwierdzili ogromny wplyw
hormonéw: luteinizujacego (LH) oraz folikulotropowego (FSH) na aktywno$¢ genu
kodujacego IGF-I. Autorzy porownali aktywno$¢ tego genu w okresie przed oraz w
momencie okresu dojrzewania samcow. Nie mozna natomiast tych wynikéw odnies¢ do
aktywnos$ci gendw u samic, gdyz niestety nie byly one ujete w tych badaniach.
Rozwazany byl natomiast wptyw FSH na poziom IGF-I u samicy pstraga tgczowego.
Stwierdzono mianowicie, ze FSH wydzielany w trakcie okresu dojrzewania samic
powoduje istotne zwigkszenie stgzenia IGF-I, ktory wptywat stymulujaco na ich tempo
wzrostu (Taylor i in. 2008).

Na podstawie powyzszych zaleznoSci mozna wnioskowaé, ze samice wielu
gatunkdw ryb wykazuja szybsze tempo wzrostu i jest to zwiazane z okresem
dojrzewania. Podczas tego okresu produkcja hormonéw warunkujacych rozwdj gonad i
przygotowanie osobnika do okresu tarta wptywa symulujaco na funkcjonowanie osi
somatotropowej. Ponadto, jak to zostalo wskazane, hormony piciowe wywieraja swoj
efekt stymulacyjny zarowno na samice, jak i na samce. Jednakze efekt, jaki wywiera
dany hormon plciowy na tempo wzrostu w obrgbie plci danego gatunku, jest

indywidualny. Wzgledem badanego lina mozna zasugerowac, ze konieczne sa kolejne
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badania w kierunku wspotzaleznosci, jakie wystgpuja migdzy czynnikami osi
somatotropowej oraz gonadotropowej. Interesujacym jest fakt, ze juz w 1927 roku
Nordquist udowodnit, ze od drugiego roku samice lina rosna szybciej niz samce.
Dlatego tez zestawiajac wyniki tej obserwacji z aspektami biologii i fizjologii lina
mozna stwierdzi¢ iz okres dojrzewania musi miec¢ istotny wplyw szczegolnie na tempo
wzrostu samic lina.

Wyniki uzyskane dla samic oraz samcow wskazuja, ze wpltyw temperatury na
ich tempo wzrostu jest statystycznie nieistotny. Wynika to najprawdopodobniej z faktu
niskiej liczebnosci wybranych osobnikow do badan. Aby temu zaradzi¢ nalezatoby w
przysztosci wykona¢ badania masowe dysponujac liczna grupa osobnikéw. Wiaze si¢ to
jednak z duzymi naktadami finansowymi, ktorych wymagaja analizy oraz z zapleczem
(stawy, baseny), gdzie osobniki przetrzymywane bytyby w kontrolowanych warunkach.
Wykonane badania rozwazaty jeden z wielu czynnikow, ktore wptywaja na potencjat
wzrostowy ryb. Trudno, wigc oczekiwaé ze poprzez przeprowadzenie badan w skali
mikro (akwaria) uzyska si¢ jednoznaczne wyniki na podstawie, ktérych bedzie mozna
prowadzi¢ udana selekcje osobnikow. Jednakze cho¢ wyniki dla pici nie byly
statystycznie istotne to wskazuja na mozliwa wyzsza aktywno$¢ genu hormonu wzrostu
u samic.

Przeprowadzone badania w trakcie, ktorych zastosowano dwie odmienne
metody pozwolity na oceng ich przydatnosci wzgledem zamierzonego celu
selekcyjnego. Pomimo, iz real-time PCR jest technika bardzo czula to poziom mRNA
gh nie dostarczyt przydatnych informacji do planowanych prac selekcyjnych. Gdyby
jednak zastosowa¢ ta metod¢ do pomiaru IGF-I, ktory jest czynnikiem bezposrednio
odzwierciedlajacym tempo wzrostu mozliwe, ze okazata by si¢ ona bardziej przydatna.
Pomimo, iz najwigksza liczbe krzywych amplifikacji uzyskano w prébach z przysadki
moézgowej, to jednak wiazato si¢ to z uSmierceniem ryby w celu jej wypreparowania. Ta
cecha tej metody ktoci sig¢ z zatozeniem prac selekcyjnych, gdyz usmierca si¢ badane
osobniki. Mozliwym rozwiazaniem moglyby by¢ biopsje komorek watroby badz migsni
ale na podstawie analiz tych prob nie uzyskano rezultatow dla kompletu badanych prob.
Co wigcej wyniki pozytywne okazaly si¢ statystycznie nieistotne.

Wrecz przeciwnie wyglada sytuacja w przypadku drugiej z uzytych metod.
Kompetycyjny test ELISA umozliwil pomiar stgzenia GH 1 IGF-1 w plazmie krwi i
hepatocytach. Przy braku statystycznie istotnych wynikow dla pomiaru stgzen w

hepatocytach, pomiary wykonane w plazmie sa Statycznie istotne. Wyniki stezen dla
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plazmy krwi pozwolily na wysunigcie wniosku, ze osobniki lina niezaleznie od pftci
charakteryzowaty si¢ najwigkszym st¢zeniem badanych bialek w plazmie krwi, gdy
temperatura wody miata 20 °C. Dlatego, uznano ta temperature za taka, w ktorej badane
liny wykazuja najwyzszy potencjal wzrostowy. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze W tej
temperaturze produkcja IGF-1 w watrobie przebiega wprost proporcjonalnie do st¢zenia
GH w plazmie krwi. Podsumowujac zastosowany test ELISA moze zapewni¢
prowadzenie prac selekcyjnych przyzyciowo, poniewaz pobor krwi z zyly ogonowej
mozna przeprowadzi¢c w sposob nie stwarzajacy zagrozenia zycia dla badanego
osobnika.

Analizujac strukturg przestrzenna biatka mozemy stwierdzi¢, iz ze wzgledu na
swa struktur¢ nalezy do nadrodziny ligandéw hematopoetycznych. Zawiera ono 4 helisy
oznaczone jako a, b, ¢, d biegnace w uktadzie goéra-goéra-dot-dot, poczynajac od N-
konca peptydu. W petlach taczacych helisy znajduja si¢ takze minihelisy (Bazan 1990,
Chen i in. 1994). Wystepujace w badanym biatku reszty cysteinowe w pozycjach Cys
71, Cys 145, Cys 183, Cys 200 oraz Cys 208 odpowiadaja uktadowi w sekwencji
peptydowej zdefiniowanej dla Kkarpiowatych. Cztery z nich sa prawdopodobnie
zaangazowane w tworzenie mostkow dwusiarczkowych pomigdzy duza helisa na N-
koncu a mala na C-koncu. Ponadto w sekwencji biatka karpiowatych, jak i obecnie
rozwazanej, znajduja si¢ dwa charakterystyczne miejsca N-glikozylacji (Fine i in.
1993). Sekwencja peptydowa hormonu wzrostu lina wykazuje rowniez szereg
podobienstw wzgledem gatunkéw ryb nalezacych do rzedu sumowatych oraz
kasaczowatych. Aczkolwiek, roznice te wynikaja jedynie 2z rozmieszczenia
charakterystycznych reszt aminokwasowych. Mozliwe zatem, ze model biatka dla tych
organizmow bylby konformacyjnie odmienny (Anathy i in. 2001, Pinheiro i in. 2008).
Ponadto na podstawie analiz sekwencji mRNA gh stwierdzono, ze lin jest z
filogenetycznego punktu widzenia zaliczany do rodziny karpiowatych, co nie jest
zadnym odkryciem. Natomiast bardzo interesujacym jest fakt, ze w obrebie tej rodziny
mMRNA genu hormonu wzrostu lina najbardziej jest zblizone do mRNA gh tolpygi
biatej, pstrej i leszcza chinskiego, ktore to gatunki naturalnie nie wystepuja w wodach

Polski.
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7. WNIOSKI

1. Metoda izolacji catkowitego RNA z uzyciem Trizolu® jest odpowiednia do

badan nad zmianami w aktywnos$ci genéw poprzez okreslenie poziomu mRNA.

2. Gen kodujacy hormon wzrostu u lina zbudowany jest z pigciu egzonow
oddzielonych czterema intronami i jest typowy dla innych ryb w obrebie rodziny

karpiowatych.

3. Poprzez sktad nukleotydowy mRNA gh lin wykazuje najwigksze filogenetyczne
podobienstwo do chinskich przedstawicieli karpiowatych: tolpygi biatej, pstrej i

leszcza chinskiego.

4. Temperatura wody istotnie wptywa na aktywno$¢ transkrypcyjna genu hormonu

wzrostu lina.

5. Metoda real-time PCR zastosowana do okreslenia poziomu mRNA gh lina nie

nadaje si¢ do prowadzenia prac selekcyjnych.

6. Metoda kompetycyjnego testu ELISA zastosowana do oznaczenia stezen GH i
IGF-I w hepatocytach i plazmie krwi umozliwia okreslenie optymalnej

temperatury dla wzrostu linow.

7. Metoda kompetycyjnego testu ELISA zastosowana do oznaczenia stgzen GH i
IGF-I w hepatocytach i plazmie krwi umozliwia okreslenie 0sobniczego
potencjatu wzrostowego a co za tym idzie selekcj¢ stada ukierunkowana na

przyspieszenie tempa wzrostu.

8. W temperaturze 20 °C badane liny wykazaly najwigkszy potencjal wzrostowy

mierzony st¢zeniami GH 1 IGF-I.
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9. STRESZCZENIE

Gatunkiem ryby, ktory od zarania polskiego rybactwa jest obecny
w gospodarstwach rybackich, jest lin (Tinca tinca). Ryba ta, w dawnych czasach
szczegblnie ceniona ze wzglgdu na walory smakowe, z biegiem czasu stracita
zainteresowanie ze wzgledu na niskie tempo wzrostu. Dlatego tez ogdélnym celem pracy
byto okreslenie mozliwo$ci zastosowania dwoch metod biologii molekularnej (real-time
PCR oraz kompetycyjnego testu ELISA) w badaniach stuzacych okresleniu potencjatu
wzrostowego lina. Szczegdtowymi celami byty natomiast:

e okreslenie struktury genu hormonu wzrostu lina wraz z okresleniem pokrewienstwa
wzgledem innych gatunkéw ryb,

e okreSlenie struktury trzeciorzegdowej biatka hormonu wzrostu z zaznaczeniem
potencjalnych miejsc zaangazowanych w wiazanie z receptorem GH,

e okreslenie przydatnosci metody real-time PCR w okreslaniu mozliwosci
wzrostowych lina,

e okreslenie przydatnosci kompetycyjnej odmiany testu ELISA w okreslaniu
mozliwo$ci wzrostowych lina,

e okreslenie wplywu temperatury oraz plci na potencjat wzrostowy lina.

Na potrzeby badan stworzono uktad doswiadczalny, ktory sktadat si¢ z 5
akwariow, w ktorych temperatura wody byta utrzymywana odpowiednio na poziomie
10, 15, 20, 25 oraz 30 °C. Przed wprowadzaniem osobnikéw do uktadu przebadano je
pod wzgledem zrdznicowania genetycznego, gdyz jednym z podstawowych zatozen
byla homogennos$¢ genetyczna. RoOwnolegle na innej grupie ryb przetestowano dwie
odmienne metody izolacji catkowitego RNA, z ktorych wybrano ta z wykorzystaniem
odczynnika Trizol ®.

Wykorzystujac wspomniang metode izolacji, do pomiaru iloSci mRNA gh lina
wybrano real-time PCR. Ilo§¢ transkryptow genu gh oceniano w probach z przysadki
moézgowej, skrawkoéw watroby oraz skrawkow tkanki mig$niowej w oparciu o krzywe
standardowe przygotowane na podstawie rozcieniczen dziesi¢tnych dwoch konstruktéw
RNA. Natomiast pomiar stgzenia hormonu wzrostu oraz insulinopodobnego czynnika
wzrostu typu I w probach hepatocytow oraz plazmie krwi wykonano na podstawie
kompetycyjnego testu ELISA. Ponadto po zdefiniowaniu pierwszej kompletnej
struktury genu hormonu wzrostu przygotowano na jej podstawie model przestrzenny

biatka hormonu wzrostu.
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Analizujac wyniki stwierdzono, ze przyjeta metoda real-time PCR z dwoma
zestawami krzywych standardowych okazata si¢ wysoce czuta w detekcji mRNA gh
lina. Stwierdzono dzigki tej metodzie, ze ilos¢ produkowanego mRNA gh bylta zalezna
od zmian temperaturowych. Jednakze nie znalazta ona zastosowania pod katem
prowadzenia prac selekcyjnych. Interesujacym jest to, ze stezenie bialek GH i IGF-I u
samic, bylo zawsze wyzsze niz u samcow, niezaleznie od wariantu temperaturowego.
Analizujac uzyskane wyniki st¢zen dla hormonu wzrostu, zauwazono, ze jego stgzenie
w plazmie krwi oraz komorkach watroby osiagneto maksymalna warto$¢ w
temperaturze 20 °C. W przypadku st¢zenia GH w plazmie krwi niezaleznie u obu pici
zalezno$¢ powyzsza potwierdzono analiza statystyczna. Podobnie w przypadku
drugiego badanego biatka (IGF-1), wyniki uzyskane dla temperatury 20°C wskazuja na
najwyzsze mozliwo$ci wzrostowe ryb.

W badaniach nad sekwencja nukleotydowa genu hormonu wzrostu stwierdzono
na podstawie mMRNA gh, Ze lin jest najbardziej zblizony filogenetycznie do tolpygi
biatej, pstrej 1 leszcza chinskiego, ktére to gatunki naturalnie nie wystgpuja w wodach

Polski.
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10. SUMMARY

Tench (Tinca tinca) is a fish species present in Polish fisheries since the very
beginning of fish culture. In former times this fish was in the centre of attention due to
its meat taste, but as the time goes on tench has lost interest because of low growth rate.

Concerning the above problem, the general aim of this thesis was to evaluate the
possibilities of using real-time PCR and competitive ELISA assay in testing tench
growth potential. More specifically, the particular aims were:

e determination of growth hormone gene sequence with following
estimation of similarity to other fish species,

e determination of tertiary structure of growth hormone protein with
description of potential binding sites to GH receptor,

e verification of usefulness of real-time PCR assay in testing tench growth
rate,

o verification of usefulness of competitive ELISA method for evaluation of
tench growth potential,

e determination of the optimal water temperature and tench sex against
tench growth rate.

In order to verify the influence of temperature and sex on tench growth rate five
experimental tanks with water temperatures 10, 15, 20, 25 and 30°C have been used. A
group of fish selected for this experiment has been verified according to their genetic
homogeneity by means of PCR-RFLP. In parallel with the experiment, another group of
tench was used to compare different methods of total RNA isolation, from which
Trizol® method was chosen.

After RNA isolation with Trizol® method, mMRNA of tench growth hormone in
samples from pituitary, muscle and liver has been measured by means of real-time PCR.
Amount and concentration of transcripts in isolated samples were calculated using two
RNA standard curves. Concentration of growth hormone and insulin-like growth factor
type | in hepatocytes and blood serum were measured by competitive ELISA method.
Moreover, after description of the first sequence of growth hormone gene, the tertiary
structure of this protein has been created.

Analysis of the results revealed that real-time PCR assay with two sets of

standard curves has been very useful in estimation of concentration and copy number of
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tench mRNA gh. Additionally, this method provided evidence that amount of tench gh
MRNA strictly depends on water temperature. Nevertheless, real-time PCR is not
recommended as a appropriate method for fish selection programs.

What is interesting is that the research showed that the concentrations of growth
hormone and insulin-like growth factor were higher in females than males in spite of the
temperature. Moreover, the concentration of growth hormone in blood plasma was the
highest at 20 °C and this was confirmed by statistical analyses for both sexes. This result
Is similar to the level of IGF-I concentration at 20 °C and this suggest that this
temperature is the best for fish growth.

Analysis of mMRNA gh of tench revealed that this fish is much more
phylogenetically related to Asian fish species, bighead carp, silver carp and wuchang
bream, than to Polish representatives of Cyprinidae family.
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