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Roviditések jegyzéke

AB Haéziasitott zebradanidé vonal

ccnb3 cyclin B3 (része a cyclin-dependes kinaz holoenzim komplexnek)

CSD Chromosomal Sex Determination (Kromoszoma altali ivar meghatarozas)

dazl deleted in azoospermia-like (RNS ko6t6 fehérjét kodold gén)

dpf days post-fertilization (a megtermékenyitést6l eltelt idon apokban mérve)

dmrt doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DNS kot6 fehérjét
kodolo gén)

Cxcrdb C-X-C chemokine receptor type 4 (A PGC-k vandorlasaban résztvevo
receptor)

Egfp Enhanced Green Fluorescent Protein (Zold fluoreszcens fehérje)

ESD Enviromental Sex Determination (K6rnyezeti ivarmeghatarozas)

GSD Genetic Sex Determination (Genetikai ivarmeghatarozas)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcio)

PGC Primordial Germ Cells (Primordialis Gscsirasejt)

PSD Polygenic Sex Determination (Tobb gén altali ivarmeghatarozas)

SD Sex Determination (Ivarmeghatarozas)

SRY SRY-Box transcription factor 9 (Transzkripcios faktor fehérjét kodold gén)

sycp2 synaptonemal complex protein 2 (Meiotikus rekombinacioban résztvevo

fehérjét kodold gén)

sycp3 synaptonemal complex protein 3 (Meiotikus rekombinacidban résztvevo
fehérjét kodolod gén)

TSD Temeparature-based Sex Determination (Kornyezeti ivarmeghatarozas)

wpf week post-fertilization (a megtermékenyitéstol eltelt id6 hetekben mérve)

zbtb16a zinc finger and BTB domain containing 16a (DNS ko6t fehérjét kodold gén)



1. Bevezetés és célkitiizés

Napjaink kutatdsanak egyik legnépszeriibb gerinces modell organizmusa a zebradanid. A
zebradanio egy kistestii édesvizi halfaj, ami Azsiabol szarmazik. Kutatasaiban elészor a
magyar szarmazasu George Streisinger kezdett el dolgozni rajta, az 1970-es években. A
fajnak szamos eldnyds tulajdonsaga van, amelyek hozzajarultak ahhoz, hogy ennyire széles
korben elterjedjen, igy példaul: (i) kiilsé megtermékenyités; (ii) rendkiviil rovid generaciods
1d6; (ii1) képes létrehozni egyszerre tobb szaz utddot; (iv) korai ivarérés mas gerinces
modellekhez képest; és (v) konzervalt genom (szamos olyan gén megtalalhato a zebradanio
genomjaban, ami az emberben Ordkletes genetikai megbetegedéseket okoz). Az utobbinak
koszonhetden a lehetové valt tobb 6roklédd emberi betegség modellezése és hatékonyabb

tanulmanyozésa.

tilnyomo részét mara jol megismertiik. Van azonban még olyan fontos biologiai folyamat,
melynek részleteit a zebradanidbban még nem teljesen értjiik, ilyen példaul a két ivart
kialakit6 mechanizmusok miikddése ¢és kolcsonhatdsai. A hdéziasitas sordn tobb
laboratoriumi zebradanié vonalban (k6zottiik az altalunk hasznalt AB vonalban is) az ivari
kromoszoémak elvesztették azon képességiiket, mellyel az ivart kdzvtleniil és hatékonyan
képesek voltak meghatarozni (’Chromosomal Sex Determination, roviden CSD’). Ezekben
a vonalakban a CSD szerepét minden valdszinliség szerint egy poligénes rendszer
('Polygenic Sex Determination’, roviden PSD) vette at, melyben az ivari kromoszémak
helyett vagy mellett a genomban elszort ismeretlen szdmt gén vagy kaszkad egyiitt
hatarozza meg az ivart (Liew és mtsai., 2012; Wilson és mtsai., 2014). A himekben a korai
egyedfejlodés soran lezajlik egy Un. ’ivarszerv atfordulas’, ennek soran a tejesekben elészor
kialakul egy kezdetleges petefészek (angolul ’juvenile ovary’), ami a fejlédés valamely

pontjan apoptdzis révén elhal és ennek a helyén alakul majd ki a here (Liew és mtsai, 2012).

A faj ivarmeghatarozasanak és ivari fejlodésének komplexitasat az is jol mutatja, hogy a
genetikai faktorokat kdrnyezeti és szocidlis ingerek képesek masodlagosan feliilirni. A
magas hdvel torténd korai kezelés példaul képes ivararany eltolast okozni, ami a himek
szamanak novekedésével jar (Ribas és mtsai., 2017). Ezek a folyamatoknak az egyiittese és
ezaltal komplexitasa nagyban megneheziti, hogy megeértsiik az ivart kialakitd és fenntarto

mechanizmusokat és azok kdlcsOnhatasat.



A Kkeszthelyi Elvonal Halgenomikai Kutatocsoportban az ivarokat kialakité mechanizmusok
minél részletesebb megértésén dolgozunk, ehhez pedig tobb moddszerrel is végziink
kisérleteket. Egyike ezeknek az egyedekben torténd ivarszerv megjelenésének ¢&s
fejlédésének in vivo vizsgalata. Erre a célra eddig kizarolag csak a tg[ddx4::egfp] (korabban
tg[vasa::egfp]) transzgénikus vonalat hasznaltuk fel (Krevel & Olsen, 2002). A ddx4 egy
ivarspecifikus marker, melynek vezérl6 régidihoz és elsé exonjahoz hozzafuzionaltak az un.
z0ld fluoreszcens fehérjét (‘enhanced green fluorescent protein’, roviden Egfp). Ha ezt a
fuzids fehérjét kék fénnyel vilagitjuk meg, akkor képes magabdl egy zold fluoreszcens jelet
kibocsatani. Ez a jel detektdlhatd az ivarszervben, azonban mivel a petefészekben ¢és a
herében eltéré mértékben nyilvanul meg, ezért csakis az elobbiben figyelhetjiilk meg a jelet.
Ez a vonal jelentésen megkonnyiti az ivarszerv fejlodésének vizsgalatat. A vonal hatranya
azonban, hogy a fajra jellemzd, a korai fejlddés folyaman megjelend pigmentaltsag nagyban
torzitja a fluoreszcens jel detektalhatosagat és vizualizalasanak lehetOségét. A zebradaniod
szervezetében harom pigment tipus termelddik, a fekete melanoforak, a sarga xantoforak és
a reflektiv iridoforak (Patterson & Parichy, 2019) A fekete és reflektiv sejtek azok, amik
jelentésen megtaldlhatdéak az zebradanio hasiiregét €s testét hatarolo kiiltakardban, ezaltal
zavarhatjak a fluoreszcens jel detektalasat. Tobb olyan zebradanio vonal is 1étezik, amiben
egy mutacio kovetkeztében hianyoznak bizonyos festékanyagok (Haffter és mtsai., 1996;
Maderspacher & Niisslein-Volhard, 2003). Ezekre egy példa a casper mutans is, amelybdl a
fekete és reflekitv pigmentek hianyoznak (White és mtsai, 2008). Annak érdekében, hogy
javitsuk az ivarszerv kezdemények megjelenésének ¢€s fejlodésének megfigyelését,
kidolgoztunk egy szelekcids eljarasat, amivel képesek voltunk a transzgént bejuttatni a
casper mutansba. Az 0j vonalunk a gdspdr nevet kapta, amiben a petefészek fejlédésének
megfigyelhetdsége jelentdsen javult, a pigmentalt transzgénikus vonalunkhoz hasonlitva
(Szabo, 2022). Jelenleg a gaspadr vonal felhasznalhatoésaganak meghatarozasan dolgozunk,
az egyes kisérletekben. Emellett pedig a vonal tovabbfejlesztésének lehetdségét is elkezdtiik

vizsgalni.

Célkitiizés
Munkam soran a céljaim a kovetkez6k voltak:
1. A szelekci6 tovabbi felgyorsitasa
2. A gaspar tenyészallomany és vonal kialakitasa
3. A zebradani¢ ivarfejlodésének mélyebb megértése

I. A primordialis 6ssejtek korai vandorlasanak megfigyelése



Il. Azivarszerv megfigyelése hokezeléssel indukalt ivarvaltas soran

4. A gaspar vonal tovabbfejlesztése



2. Irodalmi attekintés

2.1 A zebradanio altalanos bemutatasa

A zebradanié [Danio rerio, Hamilton ,1822] korunk egyik legnépszeriibb gerinces modell
allata. Kistesti édesvizi pontyféle, amely Azsiabol, pontosabban a Dél-Azsiai Himalaja
kornyéki régiokbol szarmazik. Nagyrészt férgekkel, aprobb rakokkal és rovarlarvakkal
taplalkozik. Testhossza a kifejlett egyedek esetében 5-6 cm lehet (1. abra). Laboratoriumi
koriilmények kozott eltérd az élethosszuk, de maximum két-harom évig képesek élni. A fajra

jellemzo csikos megjelenést a pigmentek alakitjak ki.

Tejes (him)

1. abra: A zebradanié himek és néstények kozti ivari dimorfimus. A ndstények
(ikrasok) hasi oldala kerekded, sziniik egyes vonalak esetében élénkebb. A
himeknek hosszi, megnyult torped6 alaka testikk van, a mozgasuk jelentdsen
gyorsabb, mint a nostényeke. (Forras: Animal Network,
https://animals.net/zebrafish/)

A zebradani6 egyedfejlédése viszonylag gyors, fejlédése soran tobb atalakulason is atmegy.
A folyamata kovetkez6 szakaszokra oszthato: (i) embrid, (ii) larva, (iii) ivadék, és (iv)

kifejlett feln6tt egyed (2. abra).
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fazisra oszthaté kezdemény farokiszo ivari papillik megjelenése

2. Abra: A zebradani6 egyedfejlédése négy nagyobb szakaszra oszthato. Az
egyedek kora dpf-ben (days post fertilization), hosszuk mm-ben van jel6lve az abra
kozepén. Az egyes fejlodési stadiumban zajlo eseményeket az dbra aljan tiintettiik
fel. (Forras: Levraud és mtsai, modositva)

Az embrionalis stadium a megtermékenyiiléstol az ikrak kikeléséig tart (kb. 2-3 nap). Erre
a korra az intenziv sejtosztodasok és azok vandorlasa a jellemz6. Ebben a szakaszban hét
tovabbi szakaszt kiilonboztetiink meg, amelyekben mind sajatos valtozasok zajlanak le, ezek
koziil az egyik legjelentdsebb az tin. *Blastula period’, amiben megtdrténik a szervezet sajat

genomjanak aktivalodéasa (angolul "Midblastula transition’) (Kimmel és mtsai, 1995).

A larva stadium a kikeléstdl kezdddik (valtozé az egyedek esetében), tehat legkésdbb a
masodik egyedfejlédési naptdl. Az egyedek mozgéasa fokozatosan aktivalodik, kezdetben
kevésbé aktiv, majd a 4-5 napon a mozgis mar az egyedek tobbségének esetében
megfigyelhetd. Az 5 dpf-es (a megtermékenyitést6l szamitott napok szama, angolul: ’days
post-fertilization, roviden dpf’) korban megjelenik a szajnyilas és megindul a taplalkozas.
Ekkor még nem alakul ki a végleges farokusszo, egy kezdetleges szerv, az n. ’fin fold’

segitségével tudnak Giszni. Ekkor még nem jelennek meg a pikkelyek sem a testen.

Az ivadék és novendék korban alakul ki a teljes pikkelyezettség, valamint a végleges
faroktisz6. A két ivar elkiilonitése fenotipusos jellegek alapjan ebben a korban még nem

lehetséges. Ez a szakasz altalaban egy honapos kortol 3-4 honapos korig tart.

A felnétt kort elérve az egyedek szaporodasra készek. Az ivarszervek teljesen kialakultak
¢s mar latszanak a masodlagos nemi jellegek, illetve az ivari dimorfizmus. Utobbi a

kovetkezOképpen nyilvanul meg: a fajra jellemzo testforma megjelenése, a himek megnylt,



torpedo alaku teste és az egyes vonalakban megjelend jellegzetes sotétebb sziniik, Szemben
a néstények sok esetben vilagosabb szinével és a kerekded hasi oldallal. Tovabba a genitalis
papilla is lathatova valik, ami a kloaka elétt helyezkedik el (Yossa és mtsai., 2013) A
himekre jellemz6, hogy mozgasuk rendkiviil gyors lehet, ez alapjan ki lehet valasztani a

legjobb egyedeket a szaporodasra.

2.2 Az ivarat kialakité mechanizmusok kiilonb6zo fajok esetében

Az ivarmeghatarozas ¢és az ivarszervek kialakulasa rendkiviil valtozatos és komplex
folyamat, amely az egyes fajok kozott jelentdsen eltérhet. Ezekre a folyamatokra az evolucid
soran valtozatos stratégiak alakultak ki (MCELREAVEY ¢és mtsai., 1993). Az ivarok
kialakulasa éppen ezért szamos kutatot sarkallt arra, hogy foglalkozzanak ezek
megértésével. Az emldsok esetében ezeket a folyamatok konzervaltak, igy jol ismertek
(McLaren, 1998). A halak esetében azonban jelentds valtozékonysagot tapasztaltak, igy az
informécio fajokkdzotti atvitele gyakran problémas. Az ivarok fejlédése és a szaporodas egy
kulcsfontosagt folyamat, a fajfenntartas és fejlodés szempontjabol, de kutatdsa nem csak
ezért fontos. Egyrészt szdmos olyan betegséget megfigyelhetiink, ami az ivarfejlddéshez
kothetd és emberben is eléfordul. A masik fontos indok pedig a gazdasagi megkozelités.
Szamos hazai haszonhalfajunk esetében fontos, hogy ismerjiik azokat a folyamatokat, amik
kialakitjak és fenntartjak az ivarokat, hiszen a tejesek és ikrasok kozott eltérd a novekedési

erély mértéke és az esetleges betegségekre adott valaszuk (Baroiller & D’Cotta, 2001).

Az allatvilagban véltozatos az a rendszer, aminek alapjan elddl az egyedek neme. Az
eseményt, ami ezt vezérli, ivari determinacionak nevezziik (angolul ’Sex Determination’,
roviden SD). Az ember és az emldsok legnagyobb részében ez genetikai faktorokon alapul,
vagyis attol fiigg, hogy milyen ivari kromoszoémat 6rokliink az apatol. Az emberben csak a
himek rendelkeznek heterogametikus ivari kromoszémaval (Y), az utédok abban az esetben
lesznek szintén himek, ha az apjuktol az Y kromoszomat oroklik. Ebben az XY ivari
kromoszémas rendszerben az Y kromoszoma hatarozza meg a him ivar kialakulasat, mert
azon talalhat6 a himivart meghatarozo gén, az Sry (Hawkins, 1993). Mas esetekben azonban

eltéro rendszereket is megfigyelhetiink.

A madarak esetében az ivart ZW/ZZ ivari kromoszomas rendszer alakitja ki, ahol a him a
homogametikus ivar (ZZ). Kiilonbség tovabba, hogy a madarak esetében nem tapasztaljuk a

Sry gén jelenlétét. Korabbi kutatasok vizsgaltdk, mely gének lehetnek feleldsek az ivarok
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kialakuldsara és melyek azok, amik specifikusan hatnak az egyik vagy a masik ivarra. Ezek
bizonyitottak, hogy a madarak esetében a dmrtl fokozott megnyilvanuldsa a him ivarnak
kedvez. Ennek a génnek a célzott kilitése azt eredményezte, hogy az ivararany drasztikusan
eltolodott a néi ivar iranyaba (Wilson és mtsai., 2014; Raymond és mtsai, 2000). Ezzel
bizonyosodott be az a feltételezés, miszerint ez a gén a f6 faktorra a madarakban a him ivar

kialakuldsanak.

Bizonyos hiillok esetében eltéré mechanizmust figyelhetiink meg, ami mind az emberektol,
illetve a madaraktol is kiilonbozik. Ezekben a példakban az ivarra nem a genetikai faktorok,
hanem a hémérsékleti hatas a legjelentésebb befolyasolo tényezd. Ezt az ivarmeghatarozasi
rendszert, hdmérséklet indukalt ivar meghatarozasnak nevezziik (*Temperature-based Sex
Determination’, roviden TSD). A TSD megfigyelhetd tobbek kozott a krokodilokban,
teknésokben és egyes gyikokban is (Janzen & Paukstis, 1991).

A halak esetében egy joval Osszetettebb rendszert lathatunk. Fajtol fliggden lehet mindkét
ivar heterogametikus, de arra is van példa, hogy az ivar meghatarozast tobb kromoszéma
vezérli. Vannak esetek azonban amikor az ivari kromoszoémak megléte nem sziikségszertien
indokolt, illetve megfigyelhetiink hermafroditizmust is, mégpedig annak nagyon valtozatos
fajtait (Avise & Mank, 2009). Az eddig kutatott halfajok koziil jonéhanyban a genetikai
faktorokat képesek masodlagosan kdrnyezeti €s szocilis ingerek masodlagosan feliilirni,
ezaltal meghatarozni az ivart. Leirtdk azt is, hogy az ivarokat kialakit6 tényezdk részaranya
rendkiviil eltér6 lehet az egyes halfajok esetében. Ez a komplexitas arra sarkalta a kutatokat,
hogy t6bb halfajon is kezdjenek ezzel kapcsolatos kutatasokba. Egyike ezeknek a fajoknak
a zebradanio, melyben egy rendkiviil érdekes ivar meghatdrozési és fejlddési rendszer

alakult ki.

2.3 A zebradanio ivarat meghatarozo folyamatok

A zebradéani6 egy diploid faj, mely esetében 25 par kromoszomat figyelhetiink meg (2n). Az
eddigi kutatdsok alapjan tudjuk, hogy a haziasitas kovetkeztében, az ivarmeghatarozasi
rendszer eltéré a vadon ¢él6 és a laboratoriumi vonalak kozott. A vadon €16 egyedekben
valoszinUsithetéen ZW/ZZ tipust ivari kromoszomak vannak, ebben az esetben a him a
homogametikus, a néstény pedig a heterogametikus ivar (Wilson és mtsai, 2014). A jelek
viszont arra mutatnak, hogy a haziasitas soran egyes vonalakban az ivari kromoszomak

részlegesen elvesztették a funkcidjukat az ivar meghatarozasban, és egy ugynevezett
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poligénes (’Polygenic Sex Determination’, roviden PSD) rendszer alakult ki. Ennek
sajatossaga, hogy mar nem egy-egy kromoszéman csoportosulnak az egyes gének, amik
meghatarozzak az ivar kialakulast, hanem elszorva helyezkednek el a genomban és
egyiittesen alakitjak ki ezt a fontos tulajdonsagot (Liew és mtsai, 2012; Liew & Orban,
2014).

2.3.1 A primordidlis OJscsirasejtek fontos Szerepet tiltenek be az ivarszervek

kialakulasa sordan

A primordialis Oscsirasejtek (angolul 'primordial germ cells’, réviden PGC-K) azok az
Ossejtek, amik a prekurzorai az ivarokat kialakitd sejteknek. A PGC-k vandorlasa és
fejlédése kulcsfontossagli az ivarok normal fejlédéséhez, ezeknek a folyamatoknak a hibaja
gyakran sterilitast is képes el6idézni (Raz, 2003). A kialakulasuk és vandorlasuk ugyan
hasonldé moddon zajlik az egyes fajok esetében, azonban egyes esetekben lathatunk
kiilonbségeket, leginkabb a vandorlasukban. A madarak esetében példaul a véraramon
keresztiil jutnak el az ivarszervek kialakuldsdnak helyére, vagyis a bipotencidlis gonadhoz
(Nakamura és mtsai, 2007). Zebradanioban ez a folyamat eltér6, ebben az esetben a PGC-k
a sejtek kozotti térben, a szoveteken keresztiil jutnak el az elébb emlitett helyre, egy Cxcrdb

nevii receptor és SDF-1a nevii kemokin segitségével (Dumstrei ¢s mtsai, 2004).

A PGC-kre jellemz6 még tovabba, hogy ez a legkorabban differencialodo sejtvonal, amely
folyamat mar a korai embrionalis fejlodés soran lejatszodik. A differencidlodasukat
kovetden rovid idén beliil bekovetkezik a felszaporodasuk, ezt kovetden indul meg a
vandorldsuk. Ennek a folyamat egyiittesnek az ideje és a sejtek mennyisége is eltérd

fajonként (Yamaha €s mtsai, 2010).

A PGC-k vandorlasa és mennyisége egyarant rendkiviil fontos lehet az ivar szempontjabol.
Léteznek olyan marker gének, amelyek ivarsejt-specifikus expressziot mutatnak. Erre példa
a ziwi gén, aminek mutacidja az ivarsejtek szamanak csokkenését eredményezi, ezaltal pedig
a him ivar determinacidjat (Houwing és mtsai, 2008). Egy korabbi kutatas bizonyitotta, hogy
a PGC-k korai ritkitasa zebradanioban azt eredményezte, hogy a himek aranya megnétt az
allomanyban (Tzung és mtsai, 2015) (3. abra). Ez alapjan feltételezhetjiik azt, hogy a PGC-
k szamanak a bipotencialis gonadban nagy szerepe lehet abban, hogy a him vagy a néi ivar

determinalodik.
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3. Abra: A PGC célzott eliminslasa a himek szamanak novekedésével jar. A
PGC-k vandorlasa és szamuk nagyon jelent0s faktor az ivarszerv kialakuldsaban.
Ezek szamanak csokkentése jelentdsen megnoveli a himek aranyat a populacioban,
Osszehasonlitva a kontroll csoporttal (wild type). Csokkentett PGC allomanyt
csoport: PGC-depleted. (Forras: Tzung és mtsai, 2015)

2.3.2. Az ivarszerv differencialoddsa

A zebradani6 himek tobbségében az ivarszerv fejlédése sordn megfigyelhetd egy
szekvencialis hermafroditizmusra hasonlito jelenség, amikor eldszor az egyik, utdna a masik
ivarszerv jelnik meg ugyanabban az egyedben. A zebradanié egyedfejlodésének egy Kkorai
szakaszaban, a larva stddiumban, az egyedek egy jelentds részében megjelenik egy
kezdetleges petefészek. (Un. ’juvenile ovary’) (Takahashi, 1977; Orban és mtsai, 2009). Ezen
a ponton ez a korai ivarszerv még éretlen. A ndstények esetében ez a szerv az egyedfejlodés
soran aztan funkcionalis petefészekké fejlodik. A himek esetében azonban ebbdl a
kezdetleges petefészekbdl egy apoptotikus hulldm kitisztitja a petesejteket, és a korai
petefészek fokozatosan herévé alakul. A programozott sejthalal tehat nem csak a szervezet
normal miikodésének fenntartasaban jatszik szerepet, de a zebradanié az ivarok
differencialodasaban is fontos szerepe van. Az apoptodzist kovetd fazisban nem tudjuk
pontosan mi torténik az ivarszervben, feltételezéseink alapjan a kovetkezé folyamatok

jatszodnak le: az elhald petesejtek helyére differenciatlan Ossejtek nyomulnak be. Ezt
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kovetéen a korabbi petesejtet korbevevd szomatikus tn. granulosa sejtek — melyek
kornyezete a petesejtek eltiinésével drasztikusan megvaltozott - transzdifferencialodassal
atalakulnak Sertoli sejtekké. Ezek a sejtek kémiai kapcsolatuk révén a him ivarirdnyaba
vezérlik az Ossejtek differencidlodasat, ezzel 1étrehozva a herét, mely fokozatosan érett,

funkcionalis ivarszervé alakul (4. abra).

Az ivarvaltas folyamata, néhany hét alatt torténik meg a himekben, hasonldan, ahogy azt a
protogyn szekvencialis hermafroditak esetében is lathatjuk. Nyilvanvalo, hogy ez a folyamat
kelléen komplex, ezért is lehet, hogy szamos részlete, tobbek kozott az intervalluma sem
ismert pontosan az atalakulasnak. Az egyedek nagy tobbségében a korai petefészek
megjelenése a megtermékenyitést kovetd 14-20. napon mar lathatd. Az viszont, hogy mikor

alakul ki a két ivar esetében egy funkciondlis szerv, nagyban valtozoé lehet.

A folyamatot, amely soran az ivar kialakul és fejlodik nagyon koriilményes lenne nyomon
kovetni transzgénikus riporter vonalak nélkiil. A laboratoriumunkban mi a tg[ddx4::egfp]
vonalat (korabban tg[vas::egfp] néven nevezték) hasznaljuk (Krevel & Olsen, 2002). A ddx4
egy ivarsejt specifikusan megnyilvanuldé gén, amelynek terméke rendkiviil fontos az
ivarszervek normal fejlédéshez. Ennek a fuzids riportergénnek a terméke fluoreszcens jelet
ad ki magéabol, ha kék fénnyel megvilagitjuk. Ez a vonal csakis a petefészket teszi lathatova,
mert ebben az ivari Ossejtek szama tObbszorose a heréhez képest, azonban ennek

segitségével mar képesek vagyunk detektalni a korai ivarszerv megjelenését (5. abra).

] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 80 ap:
- ) —— RS T - 1 | DO T MW U NN W - V' —
w GD'
onadal primordiu Gonad afferentiabon
SD

‘Juvenile cvary stage Gonad transformation/Testis differentiation

v

=
>

Bipotental
state

B. Zebrafish I

4. abra: A zebradanio ivarszerv fejlédési sémaja és a himekben lejatszodo ivar
differencialédas. A himekben ezutan apoptozis révén elhall ez az éretlen ivarszerv
(sarga téglalap) és ennek a helyén jon létre a here, amely szintén egyedenként
valtoz6 idOben jatszodik le. (Forras: Orban és mtsai, 2009)
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2.4 Transzgénikus és mutans zebradanio vonalak az ivarszerv

tanulmanyozasara

Egy transzgén beiiltetése az €10 szervezetek genomjaba nagyban segithet abban, hogy
megértsilk a kiillonb6z6é folyamatokat és lényegesen egyszeriibben tudjuk azokat
vizualizalni. Szdmos modell organizmus esetében létrehoztak mar ilyen vonalakat. A
zebradanio esetében is régota hasznaljak ezeket, hogy in vivo tudjuk megfigyelni az é16
szervezetben megtorténd valtozasokat. Ahogy mér emlitettem ilyen vonal az altalunk is
hasznalt tg[ddx4::egfp] (Krevel és Olsen, 2002). Ez a transzgén nem csak az ivarszervet
képes lathatéva tenni, de a PGC-ket is, ezzel pedig jelentdésen hozzajarulva ezen sejtek
vandorldsdnak és szerepének jobb megértésében. A transzgén terméke egy olyan
rekombinans fuzios fehérje, amely egyre nagyobb mennyiségben jelenik meg a fokozott
expresszid miatt a petefészekben, mig a herében a szintje viszonylag alacsony marad. igy a

két ivar 6-8 hetes kortdl elkiilonithetové valik mikroszkop segitségével (5. abra).

Embrié 1 dpf Embri6 2 dpf Larva Feln6tt
/ /
N

5. abra: A tg[ddx4::egfp] vonalban az ivarszerv fejlédés jol megfigyelheté. Az
ivarszerv kezdemény megjelenése mar larva kortdl nyomon kovetheté a
fluoreszcens fehérje alapjan. Azonban az egyre novekvd szdmu pigmentsejtek
csokkentik a petefészek jo megfigyelhetdségét. A nyilak a fluoreszcens jelet jelzik.
(Fotok: sajat)

Olyan vonalak is léteznek a zebradanioban, amik valamilyen mutacié miatt elveszithetik
bizonyos egyes tulajdonsagaikat. Ilyen példaul a korabban emlitett casper, ami egy olyan
kettés mutans vonal, melyben a harombol két pigment nem termelddik meg (White és mtsai,
2008). Ennek a vonalnak a sajatossaga, hogy két mar ismert mutans vonalnak, a roy orbison-
nak (reflektiv pigment mutans) (D’Agatti és mtsai, 2017) és a nacre-nak (fekete pigment
mutans) (Lister és mtsai, 1999) a keresztezésével hoztak létre, igy hianyzik beléle mind a

reflektiv, mind a fekete pigment. A tavalyi TDK kutatasomban mar bemutattam tbb olyan
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vonalat, amelyek ehhez hasonlé pigment mutans hattérbe juttattak be egy ivarsejteteket

jelolo transzgénikus konstrukciot (Szabo, 2022).

A see-thru-gonad vonal esetében a trasnparent (tra) nevii mutansba juttattak be az altalunk
is hasznalt tg[vasa-vasa::egfp] (tg[ddx4-ddx4::egfp]) konstrukciot (Presslauer és mitsai,
2016). Egy masik ilyen vonal a b-roy, amelyhez szintén kozel atlatszé mutans vonalat
hasznaltak fel, viszont esetiikben egy masik transzgénikus konstrukciot hasznaltak, a tg[b-
actin::egfp]-t (Akhter és mtsai, 2016). Ennek az utobbi vonalnak a hatranya, hogy a
transzgénikus konstrukcid6 nem megfeleld ahhoz, hogy a korai ivarszervben is nyomon
tudjuk kovetni a fejlodést, mert a fluoreszcens fehérje felszaporodasa csak feln6tt korban
teszi lathatovd a petefészket. Ezen feliil mindkét vonalnak a hatranya, hogy a vonal
megalkotasahoz alkalmazott szelekcios eljaras eldbbi esetben harom, mig azutdbbi esetében

négy generaciot igényeltek.

A korébbi kutatdsunkban 1étrehoztunk egy olyan pigment hidnyos transzgénikus vonalat,
amely a gaspar nevet kapta (Szabo, 2022). A szelekcios eljaras, amivel 1étrehoztuk ezt a
vonalat jelentésen gyorsabb és hatékonyabb az el6bbiekhez képest. A mi vonalunk
megalkotdsa masfél generaciot vett igénybe, ezzel jelentdsen csokkentettiik az idtartamot

és az er6forras sziikségletét is a létrehozasanak (6. abra).

b-roy Akhter és mtsai 2016.

see-thru-gonad Presslauer & mtsai, 2016

gaspar (TDK 2022)

—
—
R

4 mpf 8 mpf 12 mpf 16 mpf

F1 F2 F3 F4

6. abra: A létrehozott atlatszé transzgénikus zebradanié vonalak szelekcids
idétartamanak 6sszehasonlitdsa. A gaspdr vonal esetében alkalmazott szelekcios
eljaras két generaciora roviditette le a wvonal létrehozasdnak iddtartamat
Osszehasonlitva a see-thru-gonad és b-roy vonalaknal alkalmazott szelekciokkal.

A gaspar vonalban, az ivarszerv megjelenésének ¢és fejlodésének megfigyelése jelentosen

javult, a pigmentalt transzgénikus vonalunkkal szemben. Tovabba a mar emlitett PGC-k

16



vandorlasat is konnyebben tudjuk kdvetni ebben a vonalban (7. abra). Ennek a munkéanak
tobb lehetséges haszna is van. Egyrészt sikeriilt 1étrehozni egy olyan pigmenthianyos,
transzgénikus riporter vonalat, amely alkalmas Iehet arra, hogy levaltsuk a korabban hasznalt
pigmentalt vonalunkat szamos kisérlet esetében. Ezzel egy olyan eszkozt alkottunk meg,
amelyet az ivarkutatassal foglalkoz6 kutatok szintén felhasznalhatnak. Masik nyereség pedig
maga a gyors ¢és hatékony szelekcids eljarasunk, ami segithet hasonld pigmentszegény

transzgénikus zebradanio vonalak megalkotasaban.

Pigmentalt vonal gdspdr vonal
Petefészek [t i

7. abra: A pigmentalt transzgénikus és gdspdr vonalak 6sszehasonlitasa larva
és felnétt korban. A gdspar vonalban a larvakban (fels6 sor) megjelend
fluoreszcens jel detektalasa jelentdsen javult a pigmentalt halakhoz képest. A feln6tt
egyedek petefészkeinek képeit (kozépsd és alsdé sor) Osszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy az ivarszerv formaja és a jel eréssége is sokkal jobban lathato.
(Forras: sajat abra)
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3. Anyag és modszer

3.1 A halak szarmazasa

A zebradani6 vonalainkat két forrasbol tudtuk beszerezni. Jelenleg két AB (vad tipusu
haziasitott nem transzgénikus zebradanid) vonalat tartunk a laboratériumunkban, az egyiket
az ELTE a masikat a MATE laborjaibol kaptuk, Dr. Varga Maté és Dr. Csenki-Bakos Zsolt
segitségével. A tg[ddx4::egfp] vonalunkat és a pigment hianyos, dupla mutans casper
vonalakat szintén Dr. Csenki-Bakos Zsolt segitségével tudtuk beszerezni, a MATE AKI

g6dolldi laboratdriumabdl.

3.2 A halak tartasa, szaporitasa és nevelése

Ahogy mar a tavalyel6tti dolgozatomban részleteztem, hogy milyen standard protokoll
alapjan torténik a halak tartasa, szaporitasa és nevelése (Szabo, 2022). A szobaban 28
Celsius fokos homérsékleten, 70%-os paratartalom mellett tartottuk a halakat, 14 o6ras
vilagos €s 10 ora sotét fényciklusban. Az Aquaneering Aquatic Housing (Sand Diego,
Kalifornia, USA) zart, re-cirkulacios rendszerét hasznaljuk (8. abra), a testméretek alapjan
erre a rendszerre kertiltek fel a halak, 1.4, 2.8, 6 és 9 literes tankokba. A fiatalabb és 1dosebb
allomanyokat eltérd egyedslirliségben tartottuk, a nemzetkdzi szakirodalomnak

megfelelden, eldbbieket 7-11 egyed/liter, utdbbiakat 5-6 egyed/liter siirliségben.
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8. abra: A recirkuldciés haltart6 rendszer. Ebben a modularis haltartd
rendszerben tartjuk a halakat, a kiilonb6z6 sorokon. A rendszer recirkulacios elven
miikoédik, a viz folyamatosan kering, mikdzben tobb szlirésen és tisztitason megy at
miel6tt visszajut a tartalyokba. (Fotok: sajat)

A halakat kétféle takarmannyal etettiik: tappal és él6 sorakkal (Artemia salina). Ezeknek
mennyiségét, illetve a tdpok szemcseméretét testméretenként valtoztattuk. A novekedéssel
parhuzamosan noveltiik a takarmany mennyiségét. A larvakat még tappal, az idGsebb
egyedeket mar €16 tappal is etettiik. Ezek pontos beallitdsaval tudtuk elérni, hogy az

allomanyaink megfeleléen novekedjenek.

A halakat kétféleképpen szaporitottuk: parok, illetve csoportos ivatasok létrehozasaval. Az
ivasukat tobbféle kornyezetgazdagitas révén indukaltuk. Ezeknek célja az volt, hogy
masoljuk a természetben is eléforduld allapotokat, amik az egyedeket szaporodas kozben
kortil veszik. A kovetkezd eljarasokat alkalmaztuk: kavicsmintdju aljzat a szaporitd kadak
ald, miindvény a kadakba és reggelente hideg viz folyamatos adagolésa, ami a tropusi es6t
imitalja. Tovabba fontos szerepe van a fénynek is és a fokozatos erdsodésének, igy a
szobaban a lampéak meghatarozott id6k6zonként kapcsoltak fel. A szaporodasbdl nyert
embriokat ezutdn 0sszegyljtottiik és a Petri csészékben 28 Celsius fokkos inkubatorokba

helyeztiik. Amint elérték az 6t napos kort, ismét lekertiltek a halas szobaba, ahol fokozatosan
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megkezdtilk az etetésiiket, ahogyan mar emlitettem a ndvekedésiikkel parhuzamosan

valtoztatva.

3.3 A transzgénikus egyedek mikroszkopos megfigyelése és szexalasa

A zebradaniora jellemz6 ivari dimorfizmus alapjan az ivarok elkiilonithetéek (1. abra),
azonban ez biztonsagosan csak feln6tt korban lehetséges. Fontos szamunkra, hogy az
ivarfejlédés korai szakaszaban is nyomon tudjuk kovetni az eseményeket, ez a korabban
emlitett transzgénikus vonal hidnyaban nem lenne lehetséges. Azért, hogy a fiizids fehérje
fluoreszcens jelét vizualizaljuk, kialakitottunk egy mikroszkopos munkadllomast, amely
segitségével lathatjuk a fiatal egyedek estében is a petefészek megjelenését és fejlodését, a
himek esetében pedig ennek a jelnek a fokozatos csokkenését. Az egyedeket egy Olympus
SZF61 tipusu mikroszképpal és az erre szerelt BLS Kft. Altal forgalmazott fluoreszcens
adapterrel tudtuk megfigyelni. Ennek a rendszernek az a nagy eldnye, hogy bizonyos keretek
kozott hasonld teljesitményt tesz lehetévé, mint egy l1ényegesen dragabb, fluoreszcens
mikroszkop. Az egyedek altatdsa és a képek készitése a kordbbi munkamhoz hasonldan

zajlott (Szabo, 2022).

3.4 Nukleinsavak izolalasa

A genomszekvenalasra kiildott mintak esetében, fenolkloroform-izomalil-alkohol- alapt
eljarassal izolaltuk a mintakat, mivel ez tette lehetévé a megfeleld mennyiségli és mindségli
DNS kinyerését. Ehhez eldszor harom gdspar egyed farokusszdjabdl vettem mintat, az
egyedek felaldozasa nélkiil. Majd a mintakat konzervalo oldatba helyzetem. Az izolalast a

mar korabbiakban megalkotott protokoll (Yue & Orban, 2001) alapjan végeztem el.

A vonal fejlesztéséhez az altalunk talalt marker gén jeldltek expressziojat vizsgaltam, ehhez
RNS izolaltam a herébdl és petefészekbdl egyarant. A mintakat a Qiagen RNA mini plus
KIT-tel izolaltam. Ennél az eljarasnal a RNS nem lenne megfeleld dnmagaban az expresszio
megallapitasara, ezért a mintakat at kellett irnom cDNS formaba, amit a ’"Maxima H minus
First Strand cDNA Synthesis Kit with dsDNase’ KIT-tel végeztiink el (Thermo Fisher
Scientific, USA).
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4-es fluorometer eszkoziinkkel (Thermo Fisher Scientific, USA). A szekvenalasra kiildott
mintak esetében izoldtumok mindségre is ellendriztem, ezeket 0.6%-os agardz gélben ¢€s

TBE pufferben végeztem gélelketroforézis altal.

3.5 A transzgén jelenlétéhez, képiaszamanak meghatarozasahoz és a

vonal fejlesztéséhez sziikséges PCR reakciok

A polimerdz lancreakcié soran DNS szakaszokat lehet célzottan felsokszorozni, ezzel
lehetdvé valik, akar bizonyos gének kimutatasa, illetve expresszidjanak meghatarozasara. A
PCR reakciok klasszikusan a kovetkez6 komponensei tartalmazzak: PCR puffer, viz,

nukleotidok (ANTP), magnézium, primerek és polimeraz enzim (Szabo, 2022).

A vonal tovabbfejlesztéséhez hasznalt szekvenalasbol szarmazé adatokkal lehetdségiink lett
arra, hogy a transzgén beépiilésének helyére célzott PCR reakciokat tervezziink. Ezekben a
reakciokban két kiilonb6z6 PCR primer part hasznaltunk, a transzgén szekvenciajara
feltapado primer par (EGFP2-F1 5> ACC ACA TGA AGC AGC ACG ACT 3’ Twm 61 °C;
EGFP2-R1 5’ CTT CTC GTT GGG GTC TTT GC 3’ Tm 58 °C), ez egy 415 bazispar hosszu
terméket amplifikal, illetve a transzgén helyének beépiilése soran kiesett régiora tapado
primer (chr3del-F2 5 ACA GCA GCG TCC TTG TCC CAG C 3° Tm 70 C; chr3del-R2 5’
CGC GGA GTC CCC TGG CTC TC 3° TM 69.3 C), ez egy 845 bazispar hossziisagu
szakaszt sokszorosit. Ezt a két primert kiilon reakciokban hasznéltuk a homozigota egyedek

szelektalasara.

A fenti primer parok tesztelését két tapadasi hémérsékleten (’annealing temperature’) (60 °C
és 64 °C) és két magnézium koncentracioval (1.5 mM és 3 mM) végeztem el. Ezekhez a
tesztekhez elsé korben Osszesen nyolc mintat izolaltam Chelex alapt gyors DNS izolaléasi
eljarassal és 72 reakcioban teszteltem ezeket. A tesztekhez két egyed mintajat hasznaltam
két vad tipusu (transzgén-mentes) egyed mintajat hasznaltam negativ bels6 kontrollként, két
casper egyedbdl szarmazo6 (transzgén-mentes) mintat szintén negativ belsé kontrollként, két
pigmentalt transzgénikus vonalunkbol (homozigota) pozitiv belsd kontrollként, egy
homozigota, illetve egy hemizigdta gasprar egyed mintdjat. A mintdkat farokiiszokbol

gyljtottem az egyedek feldldozasa nélkiil.

21



A transzgént kimutatni képes primerekhez (EGFP2-F1, EGFP2-R1) a PCR reakciot a
kovetkezd komponensekkel, a leirt térfogatban és koncentracidban allitottuk dssze: 2 uL 10x
Tag DNA Polymerase puffer, 2 uL MgClz (15 mM), 0.2 uL *forward’ primer (0.2 uM), 0.2
uL ’reverse’ primer (0.2 uM), 0.4 uL ANTP (10 mM), 0.2 uL Taq polymerase, 10 uL viz, 5
ul gDNS templat (mintanként).

A transzgén beépiilése kovetkeztében kiesé régiora tapadd primerek esetében (chr3del-
F1/R1 ¢és chr3del-F2/R2) a kovetkez6 reakciot allitottuk Ossze: 10 uL 2x High Fidelity
részébben hozzaadott 1.25 uLL MgCl, (3 mM), 0.2 uL ’forward’ primer (10 uM), 0.2 uL
‘reverse’ primer, 4 uL gDNS templat (mintanként).

A PCR felsokszorozast az Analytik Jena GmbH cég TAdvance késziilékével végeztik, a
kovetkezd homérsékleti profilok mellett, az EGFP2-F1 és EGFP2-R1 primerek esetében:
kezdeti denaturdcio (’denaturation’) 95 °C 5 percig; 30 cikluson ismétlddve - denaturacid
('denaturation’) 95 °C 1 percig; primerek kotddése (‘annealing”) 52 “C 20 mésodpercig; lanc
hosszabbitas ("extension’) 68 °C 20 masodpercig; végso lanc hosszabbitas (‘extension’) 68
°C 5 percig. A chr3del-F1/R1 és chr3del-F2/R2 primerek esetében a két tesztelt tapadasi
hémérséklettel: kezdeti denaturacié (’denaturation’) 95 °C 5 percig; 30 cikluson ismétlédve
- denaturaci6 (‘denaturation’) 95 °C 1 percig; primerek kotddése (‘annealing’) 60 “C és 64 °C
°C 20 masodpercig; lanc hosszabbitas (extension’) 68 °C 20 masodpercig; végsd lanc

hosszabbitas (‘extension’) 68 °C 5 percig.

A masodik transzgénikus konstrukcid lehetséges elemeinek kivalasztdsahoz eldszor
primereket terveztliink a kivalasztott génekre. Ehhez meg kellett hatiroztuk az mRNS
szekvenciajukat, a gének exon-intron hatarat, illetve ezekre a régiokra megterveztiik a

megfeleld exon hatarokat ativeld primer parokat.

A primerek tervezését kovetden, eloszor felndtt egyedekbdl izoldltam mRNS-t, a
petefészekbdl és a herébdl egyarant. A marker gén jeloltek koziil hatot azonositottunk: dazl,

sycp2, rbm46, sycp3, zbtb16a, ccnb3 (1. tablazat).
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1. tablazat: A kivalasztott marker gén jeloltek.

Gén jel Gén név Expresszio helye Hivatkozas
dazl deleted in Spermatogonia Marlow és mtsai, 2021
azoospermia-like 1/2 Kosaka és mtsai, 2007
synaptonemal ) . .
sycp2 ) Spermatocita Takemoto és mtsai, 2020
complex protein 2
RNA binding . ., :
rbm46 ) . Spermatogenezis Dai és mtsai, 2021
motif protein 46
synaptonemal . . .
sycp3 ynap . Spermatocita Ozaki és mtsai, 2011
complex protein 3
zinc finger and S toobni
rma’ nia
zbtbl6a | BTB domain pe ) /;go Ozaki és misai, 2011
containing 16a
. S togoni . .
ccnb3 cyclin B3 perrnf/;)goma Ozaki és mtsai, 2011

Ezekre a génekre két-két primer part terveztiink, amelyeknek egy részét a reakciok soran

leteszteltiink, hogy valoban felsokszorositjak-e a keresett géneket (2. tablazat).
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2. tablazat: A PCR primerek és azok szekvenciaja

Gén jele Gén neve Primer ID  *forward' primer szekvencia (5' -->3")  ’reverse' primer szekvencia (5' --> 3')
deleted in FI/RL GTCGATTATGTGCATCTGTCAGG  ATCTCGTTCTCATCCACCTTC
dazl -
azoospermia-like F2/IR2 CCAGACTATCGTTGATCAGC CACTGAATACGGGTGATGGT
o synaptonemal complex PRI GTTGCAGGCATGTCAGTGTG TCCCCCGATTCTTGATCTTGC
protein 2 F2/R2  ACACCAGTACAGTTCTCAGAGG  AAGGCCGAGGTCTGCTTTTC
e | RNAbinding mori F1/R1 ATGAAATCCGCCCTGGGAAG ATGACCCCTTCAGTCACCTTC
protein 45 F2/IR2 CTGGTCTCTGCCGGAGTATC ~ GGAGCCAGAGGAGCAATCTAAG
. synaptonemal complex  FURL  CTGGAAAGATTTGGTGCGGAC GCTCCTCGGATTTCAGGACG
protein 3 F2IR2  AAAGATAACGTGAGGTGGGCG AACGGTGAAGTCAAACGCC
brss | #nc finger and BT F1/R1 TCCGTTCGCATACAGCAGG CTTCTTGCCGCAGCCATTAC
domain containing 16a £ py CAGATCCACACAGGATCAG CGCAAAACTCGCACTCGAAC
F1/R1 CAGCGTGTCGTGGAAAGGG CTTCTGCAGCTTCTTGGCAG
ccnb3 cyclin B3
F2/IR2 CTAGGCAGCGGTTCATTGTG TCTGGGGTCCATCCTGGTTC
F1/R1 AACTTCAGACGAGGCCAACC AGCTGGGCAGAACCTCTATTC
hsf5 Heat shock factor 5
F2IR2  GACTTTACTCTCCAGTTTGCCAG  ATCCACCATCCGAAACGCTC

Ezeknek a primereknek a tesztelésénél a PCR komponenseket a kovetkezd térfogatban és
mennyiségben hasznaltuk: 10 uL 2x High Fidelity Phusion PCR Master Mix, 2 uL ’forward’
primer (1 uM), 2 uL ’reverse’ primer (1 uM), 4.5 uL viz, 1.5 uL ¢cDNS. A PCR
felsokszorositast a kovetkezd homérsékleti profillal végeztiikk: kezdeti denaturacid
(’denaturation’) 95 °C 5 percig; 30 cikluson ismétlddve - denaturacio (‘denaturation’) 95 °C
1 percig; primerek kotddése (‘annealing’) 62 °C 15 masodpercig; lanc hosszabbitas

(Cextension’) 68 °C 20 mésodpercig; végso lanc hosszabbitas (‘extension’) 68 “C 5 percig.

A PCR termékeket minden esetben 2%-os agar6z TBE gélen valasztottam el.

3.6 PGC-k vandorlasanak megfigyelése

A PGC-k vandorlasanak megfigyelése soran tobb technoldgiai eljarasat is alkalmaztunk. Az
Elvonal Halgenomikai Laboratériumban kezdtiik a kezdeti megfigyeléseinket, azonban a
korabban bemutatott mikroszkop nem rendelkezett elég nagy nagyitassal ahhoz, hogy ezeket

a sejteket meg tudjuk veliik figyelni kelléen nagy felbontasban. Ezért Dr. Csenki-Bakos
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Zsolt (AKI, MATE) és Prof. Gocza Elen (GBI, MATE) voltak segitségiinkre, akik
rendelkezésiinkre bocsatottak a mikroszkopos rendszeriiket. A kameraval felszerelt Leica
M205 FA, DFC 7000T sztereomikroszkdpot és a felvétek készitéshez sziikséges Leica
Application Suite X programot Dr. Csenki-Bakos Zsolt bocsatotta rendelkezéstinkre. Prof.
Gocza Elen a Leica TCS SP8 tipusu konfokalis mikroszkophoz segitette a hozzaférésiinket.
Dr. Csenki-Bakos Zsolt és PhD hallgatoja Bock Il1és segitett az egyedek rogzitésében és a
felvételek készitésében. A time-lapse felvétel elkészitéséhez a larvakat 100 mg/L Tricaine
(MS-222) oldatban altattuk. Egy Petri-csésze aljaba egy csepp 1,2% alacsony olvadaspontu
agardzt cseppentettiink, és elhelyeztiilk benne az egyedeket lateralis nézetben. Miutan az
agar6z megszilardult, a Petri-csészét feltoltottik 80 mg/L. MS-222 oldattal, lezartuk
Parafilmmel, majd a sztereomikroszkop ald helyeztik 6ket. A fényképeket a Leica
Application Suite X programmal készitettiik el 50X nagyitdsban. A beagyazott halakrol 6t
oran keresztiil felvételeket készitettiink. A felvételeket az Imagel] szofver segitségével
elemeztem ¢és készitettem el a time-lapse videdt. A felvételek utdn az egyedeket

visszahelyeztiik a tartalyukba.

3.7 Ivarbillentés korai hokezeléssel

Korabbi kutatdsok megmutattak azt, hogy lehetséges a magas hdvel valo ivarbillentés és
ezaltal az ivarardny eltoldsa a himek irdnyaba (Ribas és mtsai, 2017; Hossaini és mtsai,
2019). Korabban kollégam, Hirth Mirella adaptalt a laborunk koriilményeire egy olyan
hokezelési eljarast, ami lehetdvé teszi az ivararany eltolasat a himek felé a nagyon korai
embriok rovid hokezelésével (Hossaini, 2019). A gdspar vonalon torténd alkalmazasa soran
az altala megadott koriilményeket vettem figyelembe. A halakat el@szor csoportosan
szaporitottam, majd az embriokat begytjtottem, a korabbi munkamhoz hasonléan (Szabo,
2022). Az embriokat Petri-csészébe helyeztem, majd ki alakitottam egy kezelt és egy
kontroll csoportot. A kezelt csoportot 6toras korban (5 hpf) az inkubatorba helyeztem,
amiben a viz hémérséklete 35 °C volt. A kezelt csoportokat 24 6ras korban Kivettem az
inkubétorbol. Ot napos korig minden nap ellendriztem és feljegyeztem az elhullast, mind a
kontroll, mind pedig a kezelt csoport esetében. Az egyedeket ettdl a ponttdl kezdve normal

protokoll szerint tartottam.
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3.8 Bioinformatikai analizis

A genomi szekvenciak bioinformatikai analizisét egyiittmiikodonk, Dr. Szabd Gyula (AKI,
MATE) végezte. Az Illumina pair-end technolégiaval kapott szekvenciakat egy vad tipust
referencia genomra (GRCz11) kellett ratérképeznie, mely az altalunk keresett transzgént
ugyan nem tartalmazta, viszont az endogén vasa 1okuszt, melynek szekvenciaja részlegesen
atfedett a fhzios transzgénével igen. A nem szokvanyos, és esetlegesen a transzgénbdl
szarmaz6 kimérikus szekvencia szakaszokat a Samtools (Verzio: 1.13) és GNU Awk
(Verzid: 5.1.0) szoftverekkel azonositotta. Az igy kapott térképezési adatok értékelését és az

kollégandmmel egyiitt végeztiik.

A vonal tovabbfejlesztése sordn az egyes marker gén jeloltek expresszios sajatossagait
vizsgaltuk, ehhez ezekre génekre terveztiink primereket. Az analizis sordan a kdvetkezd
szofvereket hasznaltuk: °ZFIN’ (https://zfin.org/action/marker/search), ’Zebrafish Blat
Search’ (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat), "NCBI Nucleotide BLAST’, NCBI
Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Az adatok Gsszegzésére

az Excel (Microsoft) programot hasznaltuk.
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4. Eredmények és meghbeszélésiik

4.1 A transzgén beépiilési poziciojanak meghatarozasa

A gdspdr vonal egyedeibdl izolalt genomi DNS mintakat lllumina pair-end eljarassal
szekvenaltattuk meg. Ennek a munkanak a célja az volt, hogy meghatarozzuk a

tg[ddx4::egfp] transzgén bépiilésének helyét a genomban. A szekvenalashoz elG6szor

crc

s

hordozza a transzgént, igy a hemizigota gaspar csoportbodl izolaltam a DNS mintat. Ezaltal

nem kellett az értékes homozigéta allomanyunkboél egyedet felaldozni.

Az Illumina pair-end eljarason alapuld szekvenalasbol kapott szekvenciak lefedték a genom
81.73%-at legalabb otszor. Ez azt jelentette, hogy ezekbdl a régiokbdl kelléen pontos
informaciot kaphattunk. Az analizis soran azt vartuk, hogy olyan tgynevezett 'read’-eket
vagyis azonositott genomi szekvencidkat kapunk, amik megmutatjak nekiink a transzgén
integralodasanak helyét. A kapott szekvencidkat egy vad tipusu referencia genomra
(GRCzl11) kellett térképezniink, melynek a 10-es koromoszomajan ott volt az endogén vasa
16kusz, melynek szekvenciaja részlegesen atfedett a fuzids transzgénével, magat a transzgént
ugyanakkor nem tartalmazta. Célzottan kerestiik azokat a kimérikus szekvenciakat, melyek
teljesen eltéré kromoszéman elhelyezkedd régioval mutatott azonossagot. (A kimérakon
mas genomi vizsgalatokban tobbnyire a konyvtarak készitése soran létrehozott
miitermékeket értik, melyekben két, egymassal semmilyen médon nem kapcsolodo
szekvencia tapad 0ssze, €s zavarja a bioinformatikai analizist. Esetiinkben azonban olyan,
valodi szekvencidkrél van szd, melyek a transzgénikus konstrukcioban levd vasa
szekvenciat és az integralodott transzgént hataroldé genomi szekvencidkat egyarant
tartalmazzak (10. abra) A szekvenalt genomban az analizisiink soran egy bizonyos genomi
régidban tobb, mint 225-sz06ros atlagos lefedettséget lattunk, azaz a lefedettség mértéke 17x
volt magasabb, mint az a genom atlagos lefedettsége. Ez a feldtisulas az integralddas helyére
utalhat, a kiugréoan magas lefedettség viszont arra, hogy a transzgén esetlegesen tobb
kopiadban épiilt be a genomba. A kimérikus szekvencidk koziil szamos ’read’ egy része
mutatott a referencia genom 10-es kromoszémajara (Chr3; NC_007121.7), egy masik résziik

pedig a harmas kromoszomara (Chrl0; NC _007114.7). Az, hogy ezek a kimérikus
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szekvencidk mindkét kromoszomara feltapadtak, azt mutatta nekiink, hogy valéban

megtalaltuk az integralodas helyét (10. abra).
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chr 3 Genome ~ Tracks ~ Session ~ Share Bookmark
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chr.10 régi6 gfp
41907634 41911 271
25 6.1 0.7 0.6 0.4kb

10. abra: A szekvenalas soran a kiméra ’read’-ek a harmas kromoszémara
mutattak. Az analizis soran szamottevGen sok lefedettséget tapasztaltunk a genom
egy bizonyos régidjaban. A ’read’ egy része a referencia szekvencia 10-es
kromoszomajardl, egy masik résziik a 3-as kromoszomara mutatott. Mivel ezek a
kiméra szekvenciak egyarant mutattak két kromoszomara, tudhattuk, hogy valoban
a harmas kromoészomaba integralodott a transzgén, ennek soran egy 4 kilobazisos
régio kiesett a genombol. (Forras: sajat abra)

A ddx4-egfp konstrukcié megalkotasa soran ugyanis a Chrl0 kromoszoman elhelyezkedd

crer

régiot beleépitették a transzgénikus konstrukcioba, és Chr3 kromoszomara csak azért tudtak

feltapadni, mert a transzgén oda integralodott (11. abra).

28



A. /Endogén ddx4 (vasa) gén a 10-es kromoszomin \

Chr.10 | Hatarol6 chr.10 P , Chr.10
régi Endogén ddx4 gén chr10

25 21.46 kb 0.4 (kb)
N _

>NC 007121.7:6884126-6905588 Darnio rerio
Tuebingen chromosome 10, GRCz11

\_ /

B. KA transzgén integralodasanak helye tg-specifikus szeh
Chr. 3 | matdrols chr 10 Chr. 3
régid ddx4 gén promoter & 1-3 intronok 4. exonig | egfp |3 chrl0
2.5 6.1 0.7 06 04 (kb)
— _
Nem ismert ‘flanking’ . Nem ismert ‘flanking’
szekvencia ddx4 EGFP konstrukcio

\ szekvencia /

11. abra: A transzgén felépitése dsszehasonlitva az engogén vasa génnel. A) Az
endogén ddx4 gén felépitése, az azt hatarolé 10-es kromoszéma bizonyos
szakaszaival B) A tg[ddx4::egfp] transzgén létrehozasa soran az endogén ddx4-et
hatéarolo régiokbol (Chrl0) is atemeltek a konstrukcié megalkotasahoz. (Forras: sajat
abra)

crer

szekvenciaban (12. abra). A szekvenciak feldsulasa azt valoszindisiti, hogy a transzgén tobb
kopiaban és tobb orientacioban (fej-fej, fej-farok és farok-farok) Osszekapcsolodott
egységek sorozataként épiilhetett be ezen a ponton a genomba. Ennek részletes analizisét és

bizonyitasat azonban még nem végeztiik el.

Az adatokat felhasznalva a PCR reakci6 tervezése soran célunk az volt, hogy mar a méasodik
generacioban megtalaljuk azokat a gaspdr egyedeket, amelyek a transzgént homozigota
formaban hordozzak. Ehhez a Chr3 kromoszomabol Kiesett genomi szakaszra terveztiink
primereket. A régi6 felsokszorositasa soran PCR terméket csak azokbdl az egyedekbdl
kaptunk, amelyek a transzgént egyaltalan nem (casper), vagy csak egy kopiaban
(hemizigdta) hordoztak (12. abra). El6szor ezt a primert teszteltiik, hogy valoban

felsokszorositja-e a kivant genomi szakaszt, amely kiesett a transzgén integralddasa soran.

29



Ezt kovette a tavalyi munkamban is alkalmazott gfp transzgén jelenlétét kimutatd primer par

alkalmazasa.
A. 55 B
~4 kb delécié
chr. 3 chr. 3 i_, ,i =
Ly
PCR
v
; e ‘08 00
‘ chr. 10 vasa promoter & introns 1-3 upto ex. 4 | egfp 3‘UT4anvrv.1o L ) )
25 6.1 07 06 04 (kb) S— M—
vasa-EGFP transzgén vad tipus  hemizigota homozigéta

12. 4abra: A transzgén jelenlétének kimutatisa és koépiaszamanak
meghatarozasa célzott PCR reakciokkal. A) A genom szekvenalas egy 4 kb
hosszusagu régiot fedett fel a harmas kromoszéoman, amely kiesett a transzgén
integralddasa soran. Erre a kiesett szakaszra tervezett PCR primereket piros nyilak
jelzik, mig a transzgént zold nyilak jelolik. B) A vad tipust egyedekben PCR
terméket csak a 3-as kromoszomara tervezett primerekkel (piros) kaptunk a
transzgén hianya miatt. A hemizigdtakban (a transzgént egy képiaban hordozzak) a
kiesett genomi régiobol és a transzgénrdl is kaptunk terméket. A homozigétakban
(két kopiaban hordozzak a transzgént) csak a transzgén jelenlétét tudtuk kimutatni
(z61d), mivel ezen egyedek genomjaban a kiesett régié nem talalhaté meg. (Forras:
Szabo, 2022)

A deléciora két primer part terveztiink (chr3del F1/R1 — 745 bp; chr3del F2/R2 — 886 bp).
A PCR koriilmények optimalizalasanak eredményei azt mutattak, hogy mindkét primer par
miikodott a két kiilonbozé magnézium koncentracioval (1,5 és 3 mM) és feltapadasi

hémérsékletek (60 °C és 64 °C) kombinaciokkal (13. abra).
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13. abra: A deletalt genomi régiora tervezett primer parok tesztelése. A primer
parok tesztelése soran a kovetkez6 mintakat hasznaltam: 1,2 — AB; 3,4 — casper; 4,
5 — transzgénikus pigmentalt vonal; 7 — homozigéta gaspdr; 8- hemizigdta gaspar.
A) F1 pirmer tesztelése 1.5 mM magnézium koncentracio és 64 Celsius fok primer
tapadasi homérséklet mellett. B) F2 primer tesztelése 1.5 mM magnézium
koncentracio és 64 Celsius fok primer tapadasi hdmérseklet mellett. A gélre 100 bp-
os és 1kb-0s markereket vittiink fel. A két primer koziil, az F2 primer adott erésebb
csikot a gélen, ezért ezt hasznaltuk fel a tovabbiakban a PCR reakcidkban.

A két primer parbol (EGFP-F2 és chr3del-F2) ezutan két PCR reakciot allitottam Ossze, a
mintdkat kettévalasztottam, az egyik feliikbe az EGFP primer part hasznéltam, a masik
résziikbe a chr3del primer part. A két minta csoporton ezutan elvégeztem a PCR-t, 64 °C
feltapadasi hémérséklettel és 1.5 mM magnézium koncentracioval. A PCR termékeket a
gélre valo felvitel el6tt 6sszekevertem és a kétféle reakcid terméket egyiitt futattam meg az

agardz gélen, ezzel egy kettés PCR reakciot alkotva (14. abra).
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AB Hem Hom Hom Hem H,O 100bp 1kb

Chr 3

egfp

14. abra: A transzgén képia szamanak meghatirozisira Kkettés PCR
reakcidval. A kopia szam meghatarozasahoz a két primert, a transzgén jelenlétét
mutato egfp-t (alsé csik, 415 bp) és a kiesett régiot célzo primert (felsé csik, 815 bp)
kiilon sokszorositottuk fel PCR rekaciokban majd a gélre valo felvitel el6tt
Osszekevertiik azokat. A reakcidkban AB, hemizigéta gdspar és homozigota
gasparokat teszteltliink. Negativ kontrollként vizet, markerekként 100 bp-os és 1 kb-
os létrakat hasznaltam. (Fotd: sajat foto)

A két PCR reakcid termékeinek agardz gélen torténd szétvalasztisa alapjan a kovetkezo
lehetdségek szerint tudtuk szelektalni a homozigota egyedeket: i) ha a mintaban csak a
deletalt régiora feltapadd primerek adtak terméket, ekkor tudtuk, hogy ez az egyed nem
hordozott transzgént; ii) ha a mintaban egyarant lathaté volt a deletalt régiobol és a
transzgént sokszorozni képes primerekbdl a csik, ez azt jelentette, hogy az adott egyed
hemizigéta, vagyis egy kopidban hordozta a transzgént; és iii) ha csakis a transzgénr6l kapott

terméket lattuk a gélen, azon egyedeket homozigota gaspar-ként azonositottunk.

Ezzel az eljarassal még az altalunk korabban hasznalt szelekcios eljarasnal is gyorsabban és
hatékonyabban tudtuk megtalalni a megfelelé halakat, mivel nem kellett egy F3-as
generaciot létrehoznunk, ahhoz, hogy az utdédokban ellendriziik a transzgén jelenlétét, ezaltal
visszakovetkeztetve a sziilok altal hordozott kopia szamra. (15. abra). Ezek mar alkalmasak

voltak arra, hogy megalapozzuk bel6liik az allomanyunkat.
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b-roy Akhter és mtsai 2016.
see-thru-gonad Presslauer & mtsai, 2016
gaspar (TDK 2022)

gaspar (TDK 2024)

| | | |
4 mpf 8 mpf 12 mpf 16 mpf

—
—
—

N

F1 F2 F3 F4

15. abra: A létrehozott atlatszo transzgénikus zebradanio vonalak szelekcios
idotartamanak osszehasonlitasa. A gdspdr vonal esetében alkalmazott szelekcios
eljaras masfél generacidora roviditette le a vonal létrehozasdnak idoétartamat
Osszehasonlitva a see-thru-gonad és b-roy vonalaknal alkalmazott szelekciokkal. A
kettés PCR alapu eljarast alkalmazva pedig az el6z6 szelekcios eljarasnal is
gyorsabban talalhattuk meg a gaspdr egyedeket. (Forrés: Szabd, 2022, mddositva)

A kozeljovoben megkezdjiik a két PCR reakciobol egy un. duplex PCR kialakitasat, melyben
a két primer part egy oldatban alkalmazva a két célszekvenciat (egfp transzgén és a Chr3-as
kromoszomabol kiesett szakasz) egymas mellett, parhuzamosan tudjuk fekszokszorozni.
Amennyiben sikeriil ezt a reakcidt bedllitani, Ggy a tesztelés koltségeit tovabb tudjuk majd

csOkkenteni.

4.2 A gaspar vonal létrehozasa

A kettds PCR reakcioval ellendriztiik az egyedeket a masodik generacioban. A homozigota
gaspar halakbol ezutan elkezdtiik kialakitani az dllomanyunkat. A folyamat soran csoportos
¢€s paros ivatasokat egyarant végeztiink. A csoportos ivatasbol szarmaz6 halakat az alloméany
bovitésére hasznaltuk. A sziiléparok keresztezésébdl szarmazo F3-as generaciot mar fel

tudtam hasznalni a tervezett kisérleteimhez.

Az F2-es generacioba tartozo egyedek szelektalasat a 4.1. alfejezetben ismertetett kettds

PCR eljarasunkkal végeztik, ennek sordn 20 gdspar egyedet azonositottunk
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homozigotaként. Ez az egész szelektalt F2-es allomany 0.47 %-at jelentette. Ez joval kisebb
szam, mint amit el6zetesen meghataroztunk (1.56 %), azonban az elhullasok szdma elég

magas volt ahhoz az embrio és larva stadiumokban, hogy ezt a szamot ennyire lecsokkentse.

A vonal 1étrehozasat és az allomany bévitést elkezdtiik, azonban eddig csak 60 egyedet
tudtunk létrehozni. Az F2-es gasparokbol két csoportos tartaly alkottunk, tankonként 10-10
egyeddel, az ivararany megkozelitdleg 50%-0s volt. Ezeket eddig négy alkalommal
szaporitottuk, amivel Iétrehoztunk egy F3-as generacidt, ezaltal 40 gdspdr egyedet
létrehozva, ezzel az dlloméanyt haromszorosara bovitettiik. Ezt a generaciot elkiilonitettiik
két részre, a nagyobb része az egyedeknek a vonal bovitése miatt kezdtiik el nevelni, egy

kisebb résziikbdl a korai hdkezelés koriilményeinek optimalizalasat végeztiik el.

4.3 A PGC-k vandorlasanak megfigyelése a gdspdr vonalon

A gaspar vonalon tortént megfigyeléseim soran azt tapasztaltuk, hogy egyes PGC-k
eltévednek a vandorlasuk soran, és nem az ivarszervek kialakulasanak helyén, hanem fejben
vagy a farok bizonyos pozicidiban kotnek ki. Jelenleg nem tudjuk azt, hogy ezeknek a

sejteknek a természetes eltévedése hogyan hat az ivari folyamatokra.
Hogy ezt kideritsiik tobbféle eljarast alkalmaztunk:

a) A gaspar egyedeket csoprtosan leszaporitottuk és az egy napos fejldoési stadiumtol
indulva, mindennap naponta hiarom Oranként ellendriztem az eltévedés mértékét
egészen Ot napos korig. A kisérlet elején azt tapasztaltam, hogy az egyes napokon
oranként nem tortént megfigyelhetd valtozas a sejtek szamat €s eltévedését érintden,
ezért a masodik és harmadik napon mér csak napi egyszer végeztem el ezeket. A kezdeti
megfigyeléseket és a kisérlet koriilményeinek beallitasat az Elvonal Halgenomikai
Kutat6csoport laboratériuméban végeztem. Az egyedeket egyesével vizsgéltam, hogy
igy figyeljem meg a PGC-k vandorlasat és a valtozasokat. Tapasztalataim alapjan, az
els6 egyedfejlédési napon a mikroszkopunk sajnos nem teszi lehetévé a PGC-k pontos
megfigyelését. A masodik, harmadik és negyedik napon megfelelden detektalhatéoak
voltak az eltévedt sejtek. A mozgatasuk soran ezeken a napokon dsszesen 10% elhullést
tapasztaltunk. Az 6t6dik napon nem volt valtozas az eltévedés mértékében a negyedik
naphoz képest. Mivel ekkor még lathatoak a sejtek és az egyedek mérete is megfeleld

ahhoz, hogy a megfigyelésiik soran torténd mozgatasuk ne okozzon elhullast, ezért ezt
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a napot hatarozztuk meg a megfigyelések kezdetére (16. abra). Ehhez a kisérlethez
Osszesen 60 egyedet figyeltem meg, ennek soran azt tapasztaltam, hogy a larvak 45%-
ban voltak észlelhetéek az eltévedt sejtek. Az egyedeket ezutan két csoportra
ossztottam, amikben tapasztaltam az eltévedést, az ’eltévedt’ csoportba helyeztem,
amelyekben nem lattam ezt, a kontroll csoportba. Ezeket az egyedeket jelenleg neveljiik,
az ivarérésiik utan pedig megfogjuk hatarozni az egyes csoportokban tapasztalhatd

ivararany alakulésat.

Kontroll csoport — 5 dpf

Eltévedt csoport — 5 dpf

rl-

>

~
.
L

~

o3 s

Normal Eltévedt Normal Eltévedt

16. abra: A PGC eltévedésének megfigyelése 6t napos egyedfejlodési
stadiumban. A PGC eltévedésének mértéke alapjan két csoportba rendeztiik az
egyedeket. A *kontroll’ csoportban nem tapasztalhato eltévedés (fehér téglalap). A
Leltévedt’ csoportban a sejtek a test kiilonb6z6 pontjaiban talalhatok, példaul a fejben
és a faroklissz6 kezdeményben (sarga téglalap). (Forras: sajat abra)

b) Elkezdtiink tovabba dolgozni egy olyan eljarason, amivel a sejtek vandorlasanak
folyamatat pontosabban tudnank megfigyelni in vivo. Az 6t napos egyedeket rogzités
utan vizsgaltuk és Aallitottuk be a koriilményeket, ezeket az Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézet Godoll6i Campusan csinaltuk. Az itt késziilt felvételeknek
koszonhetden nagyon részletesen tudtuk megfigyelni az ivarszerv kezdemény helyére
torténd sejtek vandorlasat, valamint az eltévedt sejtek mozgasast is (17. abra). Ezzel az

eljarassal be tudtuk bizonyitani, hogy a gdspdr vonalban ezek a folyamatok sokkal
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részletesebben megfigyelhetdk, és teljesebb képet kaptunk arrdl, hogyan zajlik le a PGC

vandorlasa. Jelenleg a rogzitéses eljaras tovabb fejlesztésén is dolgozunk.

1. 6ra 2. 6ra 3. ora 4. 6ra

17. abra: A larvak rogzitésével készitett PGC vandorlasi felvételek. A. A larvak
beagyazasat kovetéen a PGC vandorlasast egy automatizalt rendszerrel figyeltiik
meg és ebbdl készitettilk time-lapse felvételeket. Az egyedeket 6t napos korban
figyeltiik és négy oran keresztiil rogzitettiik a sejtek vandorlasat. A negyedik 6raban
jelentdsen kozelebb kertiiltek a sejtek az ivarszerv kialakulasanak helyére. B. Az 1.
és 4. oraban készitett time-lapse képek felnagyitva. Fehér nyil jelzi a PGC-k
vandorlasi iranyat. (Forras: sajat abra)

4.4 Korai hokezelések hatasanak vizsgalata a PGC-kre

Magas hovel vald kezelésekkel el tudjuk tolni az ivararanyt a himek irdnyaba. Ezt a
jelenséget vizsgalta a kordbbiakban kollégaim Hirth Mirella és Pethé Cintia. Az altaluk
kidolgozott hokezelési koriilményekkel jelentds ivararany eltolast tudtak eléidézni egyes
kezelt csoportokban (Pethd, 2022). A gdspdr vonalon torténd kezelések azonban

részletesebb képet adhatnak nekiink arrdl, hogyan is tolodik el az ivararany.

Ezekbdl a kisérletekbdl korai eredményeink vannak a gaspar vonalon. Kezdetben egy Petri
csészében 30-30 egyedet kezeltiink. Mivel ez a szam jelentds elhullast okozott, ezért a
késdbbiekben csokkentettiik ezt a siirliséget 15-re. A larvakat késObb portap helyett napi
tobbszori €16 tap takarmanyozassal és az egyedszam jelentds csokkentésével neveltiik.
Ezaltal olyan kisérleti koriilményeket sikeriilt beallitanunk, amelyek alkalmasak voltak arra,

hogy nagy léptékben végezziink el kisérleteket az egyedeken.
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Eddig 6sszesen harom hékezelési kisérletiink bizonyult sikeresnek. Jelenleg ezeket hékezelt
¢és kontroll allomanyokat neveljiik. Ez hat csoportot jelent. Ezeknek a kisérleteknek az
eredményét az az ivarszerv differencidlédasanak stabilizaciojat kovetden, azaz két honapos
kor utan fogjuk ellenérizni az ivararany meghatarozasaval. Tovabba folyamatosan inditunk
uj kezelési csoportokat, hogy megtalaljuk azokat, amelyekben a legnagyobb az ivareltolodas
a himek iranyaba. A kisérlet beallitasat ugyan még csoportos ivatdsokbol szarmazo6 utédokon
végeztiikk, az ivararany esetleges eltolodasat vizsgald kisérletekhez mar sziiléparokat

alakitottunk ki, amelyeknek az utddait fogjuk analizalni.

4.5 A vonal tovabbfejlesztése

A tg[ddx4::egfp] transzgén hatranyair6l a korabbi dolgozatomban tettem emlitést (Szabo,
2022). A transzgén fluoreszcens jele csakis a petefészekben nyomonkdvethetd, a néstények
detektalasaban és az ivarfejlodés kovetésében esetében ez egy valdban rendkiviil hasznos
eszk6z. Azonban az ivarvaltas megfigyelésére nem idealis, ugyanis ezt a jelenséget a
himekben csak az erés Egfp jel csokkenésével lehet észrevenni, és ezt az ivarszerv
atalakulasanak korai szakaszaban nehéz észlelni. Ennek megoldasara elkezdtiink dolgozni a
vonal tovabb fejlesztése érdekében. Ennek sordn be kivanunk jutattni egy masodik, herét
jelold transzgénikus konstrukcidt a gaspdr vonalba, hogy a here megjelenését €s fejlodésést
tanulméanyozhassuk. A kezdeti 1épésekben jar6 kutatas soran eloszOr a megfeleld here
marker kivalasztasaval és a gének expresszojanak karakterizalasaval fogalkoztunk. A
géneket egy olyan publikdciobdl gyljtottilk, amiben a herében tartak fel erdsen
megnyilvanuldo géneket egy sejtes transzkriptoma szekvenalas altal (’Single Cell
Transcriptome Sequencing’, roviden scRNAseq, Qian és mtsai, 2022). T6bb kritériumot is
figyelembe vettiink a megfeleld marker gének kivalasztasahoz: i) a here fejlddésének korai
szakaszaban nyilvanuljon meg; ii) mutasson differencial expressziot a két ivar kozott; és iii)
legyen konnyen detektalhat6 az Egfp jelenlétében. Ezek alapjan eddig hat marker gén jeloltet

azonositottunk.

Olyan sejtekben kerestiink lehetséges marker gén jeldlteket, amelyek az ivarvaltas soran
koran megjelennek, ezzel lehetévé téve a here megjelenésének és fejlédésének folyamatos
megfigyelhetdségét. A kezdetleges herében legkorabban megjelend sejtek a spermatocitak,
illetve a korai (I. és II. tipust) spermatogoniumok. Ezért olyan géneket valasztottunk Ki,

amelyek ezen sejtek valamelyikében erésen nyilvanulnak meg.
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Az eddig megtervezett primer parok mindegyike felsokszorozta a kivant gént (18. abra). A
két ivarbol kapott PCR termékek intenzitasanak dsszehasonlitasa azonban azt mutatta, hogy
sajnos csak az scyp3 gén lehet megfeleld arra, hogy a tovabbiakban, fiatal egyedekben is
figyeljem az expressziojuk szintjét. Jelenleg azon dolgozunk, hogy olyan gPCR reakciot
allitsunk be, mellyel ezt a kezdeti eredményt validalni lehet majd. A marker gén jeldltek
esetében tudjuk azt, hogy ezek biztosan erdsebben nyilvanulnak meg a herében, mint a
petefészekben (Qian és mtsai., 2022). Azonban a mostani eredményeink mégis azt mutatjak,
hogy hatbol 6t gén erdsebb jelet adott a ndstények, mint a himek esetében. Ennek egy
lehetséges oka az lehet, hogy ez a PCR reakcido nem elég érzékeny ahhoz, hogy az
expresszios kiilonbségeket megfelelden lathassuk vele. Valoszini, hogy a legnagyobb
differencidl expressziot a Sycp3 gén mutatja, azonban lehetséges, hogy a tobbi gén esetében

is lathatnank ezt, ha ezeket qPCR reakcioban tesztelnénk.

sycp2 sycp3 rbm ccnb3 zbtb dazl

- -

o & Q F Q F Q I Q 10t Q‘ro" Q HO

18. abra: A him ivar-specifikus gének expressziéjanak tesztelése felnott
egyedek ivarszervében. Feln6tt egyedek heréjébdl és petefészkébdl izolaltunk
RNS-t, majd cDNS-¢ irtuk at oligonukleotid dT primer felhasznalasaval. Az ivar-
specifikus gén jeldltekre tervezett primerek koziil csak a sycp3 gén eredményezett
differencial expressziot: a himbdl felsokszorozott PCR termék joval erdsebb volt a
néivart egyedénél. A gélre 100 bp-os molekulastly markereket vittiink fel. (Foto:
sajat fotd)

Azonban tovabb fogunk dolgozni mas marker gén jeloltek azonositasan is, melyeket a mar

biztosan differencidl expressziot mutatd sycp3 mellett hasznalni tudunk majd.
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4.6 Hozzajarulasok

A bemutatott munkak legnagyobb részét magam végeztem el, témavezetéim segitségével. A
4.1 alfejezeteben a transzgén szekvenaldsanak bioinformatikai analizisét Dr. Szabd Gyula
segitségével végeztiik el. A 4.2 alfejezetben a zebradanids rendszert fenntartd kollégaim,
Marton Csaba és Horvath Kornél segitettek. A 4.3 alfejezetben a PGC vandorlasanak
megfigyelésében €s az egyedek rogzitésében Dr. Csenki-Bakos Zsolt és PhD hallgatdja Bock
Illés segitettek, mind a rogzitéses modszer kidolgozasaban, mind pedig a mikroszkopos
rendszeriik hasznalataban. A 4.4 alfejezetben Hirth Mirella PhD hallgaté kollégam segitett
a munkak elvégzésében és a korabbi kezelésekbdl szarmazo tapasztalatai és gyakorlata altal.
Végezetiil a 4.5 alfejezet esetében témavezetdim segitettek a primerek tervezésében és a

PCR reakci6 felallitasaban.
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5. Limitaciok

5.1 A haltartoé rendszer nyujtotta lehetoségek

A zebradanio tartasara szolgald rendszeriink id6rdl idére telitédik halakkal. A rendszer
nyujotta helyek, 0j tartalyok létrehozasara erdsen befolydsolnak minket abban, hogy milyen
vonalakat tarthatunk, illetve hozzhatunk létre. A generaciok létrehozédsa soran ezért nem
tudtam az 0sszes utddot megtartani, folyamtosan feliilkellett biralnom azt, hogy melyek a
legfontosabb alloméanyok, amelyeket mindeképp meg szerettem volna tartani a rendszeren.
Ennek eredményeképpen nem tudtam olyan gyorsan haladni a gaspdr vonal egyedszam

bdvitésével, ez mar a korabbi munkam soran is nehézségeket okozott.

5.2 A zebradanio6 ivarmeghatarozasa egy rendkiviil komplex folyamat

A zebradanio eldnyei leginkabb az embrionalis korban ¢s a korai larva korban
kihasznalhatdak, a legtobb kutatds ezekben a stadiumokban foglalkozik a kiilonb6zd
folyamatok jobb megértésével. A modell elonyds tulajdonsagainak jelentds részét azonban
mi nem tudjuk kihasznalni, ugyanis az ivarok kialakulésa az egyedfejlédés masodik hetétdl
kezdédden a nyolcadik hétig tart. A fajnak ezen feliil egy sajatos ivarmeghatarozasi €s
kialakulasi rendszere van, a tény, hogy az egyedekben eltéré id6ben alakulnak ki az

ivarszervek jelentésen megnehezitik ezen folyamatok megfigyelését.

5.3 A mikroszkopos rendszeriink hatranyai

Az éltalunk hasznalt mikoroszkép és fluoreszcens adapter egy olyan eszkdz, amivel
lehetdséglink mar larva korban megfigyelni a korai petefészek megjelenését és fejlodését,
himek esetében a jel csokkenését. Kivaloan alkalmazhato a felndttek ivaranak
meghatarozasara is, ebben a két esetben valoban kivalt egy jelentdsen dragabb fluoreszcens
mikroszkdpot. Azonban a PGC-k vandorlasdnak megfigyelése soran azt tapasztaltuk, hogy
a mikroszkop nagyitasa nem teszi lehetévé a pontos nyomonkdvetését a sejteknek. Ezért

kellett méas mikroszkdpos rendszert igénybe venniink, eltérd laboratoriumokbdl.
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5.4 A gaspar vonal hatranyai

Habar a vonal jelentdsen javitja az ivarszervfejlodés megfigyelhetoségét, a hatranyai a
kisérletek soran nem elhanyagolhatdak. A kisérletekben vald haszndlata sordn vettiik észre
azt, hogy a vonal egyedei érzékenyebben reagalnak a kdrnyezeti stresszre, valamint a
novekedéstik is lassabb iitemi. Azaltal, hogy kikereszteztiik az egyedeket a vonal
létrehozasa soran, novelni tudtuk az ellenalésagukat. Mindazonaltal Gsszehasonlitva a
pigmentalt transzgénikus vonallal, a gaspar egyedek talélése és a novekedési erélye egyarant
csokkent. Ez annak tudhaté be, hogy a pigmentek szamos immunfolyamatokhoz
hozzajarulnak (Qian és mtsai., 2022; Agius & Roberts, 2003), ezek hianya okozhatja a

fokozottabb stressz érzékenyéséget.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

6.1 A gaspar vonalban a PGC-k megfigyelése konnyebbé valt

A gaspar vonalban torténd PGC vandorlasanak megfigyelése lehet6vé tette, hogy eddig nem
latott részleteket lathassunk meg. A sejtek vandorlasa az ivarszerv kezdemény helyére és az
eltévedt sejtek egyarant nagyobb részletességel nyomonkovetketéek (7. abra). Ezaltal
lényegesen konnyebben tudjuk kideriteni azt, hogy az eltévedt sejtek milyen mértékben

hatnak az ivarok kialakuldséra és az ivararany alakulésara.

6.2 Az altalunk kidolgozott szelekcids eljaras mas vonalak létrehozasa

soran is hasznos lehet

A protokollunk szamos ponton elérelépés a korabbi munkakndl hasznaltakhéz képest
(Presslauer és mtsai, 2016; Akhter és mtsai, 2016). Azonban az eljarés fejlesztésével még
hatékonyabb eszkdzt alkottunk, amely lehetdséget ad arra mas kutatdsokban is kihasznaljak
ennek eldnyeit. Hasonlo transzgénikus vonalak létrehozdsa esetében a mi szelekcios
eljarasunk egy sémat adhat, amivel jelent6sen lerovidithetd a szelekcid id6tartama, ezaltal

egy ilyen fajta kutatds hatékonyabb tudna lenni.

6.3 A vonal hasznos eszkoz lehet egyéb teriiletek szamara is

Véleményem szerint a gdspdar vonal hasznos eszkoze lehet mas kutatasi teriileteknek is. A
vonal létrehozasat és az allomany kialakitasat kovetden kaptunk megkeresést Dr. Csenki-
Bakos Zsolttol, aki a toxikologiaval kapcsolatos kisérleteiben szeretne felhaszndlni a gaspar
vonalat. Ennek soran lehetOsége lesz arra, hogy az ivarifolyamatokat befolyasolo
mesterséges hormon hatasu szerek (xenodsztrogének) negativ kovetkezményeit ¢&s
befolyasolasukat vizsgalja a gaspar vonalon. Dr. Miiller Ferenct6l, a Birmingham-i Egyetem
professzoratdl szintén kaptunk megkeresést, hogy a vonalat az dssejtbiologiaval foglalkozo
kisérleteiben felhasznalja, mivel ezekben fontos az ivarszerv fejlddésének minél pontosabb

nyomonkovethetdsége.
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7. Osszefoglalas

A kutatasom soran tovabbfejlesztettik meglévd szelekcids eljarasunkat. Ahhoz, hogy a
szelekcid id6tartamat leréviditsem és egy még hatékonyabb és gyorsabb eljarast dolgozzunk
Ki, a gdspdr vonal genomjanak tjra Szekvenalasaval meghataroztuk a transzgén
megalkotni, amely soran a kiesett régio felsokszorositsaival a masodik generacioban

detektalni tudtuk a homozigota gasparokat.

Ezt kdvetden mar lehetéségem nyilt arra, hogy 1étrehozzak egy nagyobb egyedszam gaspar
allomanyt. Ezek soran az egyedek szamat megharomszoroztuk, olyan tartalyok

kialakitasaval, amelyekben csoportokat és sziildparokat hozzhattam létre.

Ezen allomany mar lehet6séget jelentett arra, hogy a gdspdr vonal hasznalataval tobb
kisérletett is elvégezzek. A PGC-k vandorlasanak nyomonkovetése soran 60 egyedben
figyeltem meg ezeknek a sejteknek a vandorlasat. Tobbek kozott meghataroztuk azt, hogy
melyik egyedfejlédési nap a legalkalmasabb a kisérlet kezdetére, illetve megtudtuk azt, hogy
a teljes megfigyelt kisérelti csoport 45%-ban megjelennek az eltévedt sejtek. A megfigyelés
fejlesztésén is dolgoztunk, ennek soran 6t 6ran kovettiikk nyomon az egyedekben torténd
PGC vandrolast és ezekbdl time-lapse felvételeket készitettiink. Ezzel még részletesebben
tudtam megfigyelni ezeket a sejteket. Ezek alatal az eredmények altal megmutattuk azt, hogy

a gaspar vonalban ezeknek a sejteknek a megfigyelése is joval hatékonyabb lehet.

A korai hékezeléseink soran, sikerrel adaptaltuk a korabban megalkotott protokollt a gaspar
vonalra, meghatarozzva azt a kezelési egyedszamot, amivel nagyobb elhullas nélkiil tudjuk
indukalni a ho altali ivareltolast. A késébbiekben tovabbi kezeléseket fogunk inditani, hogy
megtudjuk azt, a vonal pontosan hogyan reagal ezekre és ezzel milyen mértékii ivareltolast

tudunk el6idézni.

A vonal tovabbfejlesztése soran, a transzgén hatranyossagai miatt, elkezdtiink dolgozni egy
masodik, himivart jelol6 transzgénikus konstrukcié megalkotasan. Ennek soran hat marker
gén jeloltet vizsgaltunk, az ezekre tervezett primer parok altal. Az eredményeink alapjan,
csak a sycp3 gén mutatott differencidl expressziot a him ivar irdnyaba. A tovabbiakban Uj
jelolteket fogunk azonositani, illetve ezeket és a mar tesztelt sycp3 gént qPCR reakciokban

is tesztelni fogjuk.
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