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Roviditésjegyzek

ANTSs: Advanced Normalisation Tools

cDNS: intront nem tartalmaz6 DNS

chata: kolin-acetiltranszferdz-a

CRH: kortikotropin realising hormon

crhb: kortikotropin realising hormon b

DNS: dezoxiribonukleinsav

dpf: napos (days post fertilization)

ERK: extracellularis szignal-regulélt kinaz

fosab: v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog Ab
Gb: giga bazis

HCR: hibridizacios lancreakcion alapuld fluoreszcens in situ hibridizacio
htr3a: 5-hidroxitriptamine (szerotonin) receptor 3a

HTR3B: 5-hidroxitriptamine (szerotonin) receptor 3b

LMP: alacsony olvadaspontt agaréz (low melting point agarose)
Mb: mega bazis

PBS: foszfat pufferelt s6oldat

PBTT: foszfat pufferelt oldat TritonX-szel kiegészitve

PCR: polimerizacids lancreakcid (polymerase chain reaction)
PERK: foszforilalt extracelluléris szignal-regulalt kinaz

pth3: paratiroid hormon 3

RNS: ribonukleinsav

tERK: teljes extracellularis szignal-regulalt kinaz

um: mikroliter



Osszefoglald

A kinai paradicsomhal (Macropodus opercularis) egy Kelet-Azsiaban éshonos csontoshal faj,
amely a hipoxikus kornyezethez val6 alkalmazkodast segitd, specialis anatomiai adaptaciokkal,
illetve komplex viselkedésmintdzattal rendelkezik. Utdbbinak kdszonhetden az E6tvos Lordnd
Tudomanyegyetem Etoldgiai Tanszékén tobb évtizeden keresztiil foglalkoztak ezzel a fajjal
viselkedésbiologiai tanulmanyok keretében. A paradicsomhal kutatdsi szempontbol szamos
elonyOs tulajdonsaggal rendelkezik, hiszen a genetika tudomadnyteriiletén alkalmazott
zebradaniohoz (Danio rerio) hasonldan egyszer(i a tartasa és viszonylag rovid generacios idével
rendelkezik, ugyanakkor — utobbival ellentétben — rendkiviil fejlett tarsas
viselkedésmintazatokat is mutat.

Munkam fokuszaban a paradicsomhalak agyahoz kothetd génexpresszids mintazatok feltarasa
all. Erre a célra szeretnék létrehozni egy haromdimenzios agyi atlaszt, melynek segitségével
komplex viselkedésmintazatainak genetikai hatterét is. Egy ilyen jellegli digitalis atlasz az
idegrendszer miikodésének és 0sszefliggéseinek mélyebb megértését szolgalja.

Az agyi atlasz létrehozasdhoz zebraddnion mar kiprobalt és milkddd protokollokat
optimalizaltam paradicsomhalakra. Az atlasz készitése soran azt is dokumentaltam, hogy

miképp kiilonbozik az egyediil, illetve kdzosségben nevelt paradicsomhalak agyi miikodése.



Bevezetés

Feszket épit, udvarol, agressziven védelmezi és gondozza ivadékait, nagyon kivancsi, gyorsan
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tanul, és fajtarsaival bonyolult kapcsolatokat tart.”* Ez a kinai paradicsomhal (Macropodus

opercularis) viselkedését leird idézet a ma mar jol ismert magyar etologustol, Dr. Csanyi
Tudomanyegyetem (ELTE) Természettudomanyi Karanak kutatoi az 1970-es évektol
kezd6dbéen évtizedeken at foglalkoztak az el6bb emlitett allatokkal kiilonféle etologiai
kutatasok keretében?. A paradicsomhalak rendkiviil fejlett tarsas magatartisformakkal
rendelkeznek, ilyen példaul a himek kozott tapasztalhatd agressziv viselkedés, tovabba a fajra
jellemzd komplex ivas és utoédgondozas folyamata®. Az Etolégiai Tanszék munkatarsai
kutatésaik soran sikeresen allitottak eld genetikailag homogén paradicsomhal torzseket és ezen
kisérletek eredményei egyértelmiien kimutattdk, hogy az allatok természetes viselkedési
elemeiért feltehetéen kevés gén felel*. Ebben az idészakban kevesebb vizsgalati modszer allt a
kutatok rendelkezésére a viselkedés molekularis genetikai hatterének feltarasara, illetve az
etologusok megfigyelései érthetd modon a kiilonféle viselkedésmintdk leirasara és elemzésére
koncentraltak. Mara azonban a molekularis biologia eszkoztara nagy mértékben boviilt,

lehet6vé téve igy az ilyen jellegti molekuldris mechanizmusok mélyebb megértését.

Laborunkban, genetikai modellszervezetként alapvetéen zebradaniot (Danio rerio)
alkalmazunk, amely kis méretének, rovid reprodukcids idejének ¢€s attetsz0 embridinak
koszonhetéen kivaloan alkalmas a kiilonféle genetikai vizsgilatok kivitelezésére®. Azonban a
felsorolt tulajdonsagok a paradicsomhalra is igazak, igy az el6z6 években elkezdtiik az utobbi
faj részletesebb vizsgalatat is. Munkankat nagymértékben elGsegitette az, hogy elmult par
évben csoportunk sikeresen Iétrehozta a paradicsomhalak referencia genomjat. E munka soran
fény dertilt arra, hogy genomjuk kis méretii és kompakt, minddssze 485 Mb nagysaga, mely

)87, Az eldzdekben emlitett

koriilbeliil egy-harmada a zebradani6 genomjanak (1.5 Gb
tulajdonsag eldnyt jelent a jovObeli genomikai kutatasok sordn, tovabba vizsgéalataimat
nagymértékben segiti az is, hogy a zebradanidkon alkalmazott kisérletek protokolljai
optimalizalas utan miikodoképesek paradicsomhalakon is (ilyen példaul a génexpresszios
vizsgalatok esetében eldszeretettel hasznalt in situ hibridizacio).

A mai vilagban a szamitogépek, a bioinformatika és a neurobiologiai képalkotd6 modszerek
fejléddésének koszonhetden a kdzponti idegrendszerrdl egyre nagyobb felbontast képek allnak

a kutatok rendelkezésére. Kiilonféle in silico modszerek alkalmazasaval ezen képekbdl az

elmult években szamos agyi atlaszt hoztak 1étre a kutatok®,
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Ezek az atlaszok megannyi faj agyi strukturajat vizualizaljak, példaul a hazi egérét® (Mus
musculus), a patkanyét'® (Rattus norvegicus), a rézuszmajomét!! (Macaca mulatta) és persze
az emberét'? is (Homo sapiens). Mindezek mellett szdmtalan agyi atlaszt hoztak létre a
csontoshalak (Osteichthyes) vizsgalatara is. Ez nem véletlen, hiszen ezen allatok a gerinces
fajok csaknem felét teszik ki, tovabba hatalmas biodiverzitas jellemzi a csoportot és a rokon
fajok koztott megjelend nagy mértékii variabilitas igencsak kedvezd az evolucidbiologat
kutatok szamara®®. Emellett egyre tobb faj genomjat szekvenaljak meg, ezzel is segitve a
csontoshalakkal foglalkoz6 genetikusok és fejlodésbiologiat kutatd szakemberek munkéjat.
Végiil, nem elhanyagolhat6 gazdasagi ¢s mezdgazdasagi szerepiik miatt is érdemes részletesen
tanulméanyozni ezeket a fajokat.

Mindezen okoknak koOszonhetéen manapsdg egyre tobb tudomdanyteriileten alkalmaznak
csontoshal fajokat modellallatként. A mar emlitett zebradani6 mellett a medakat (Oryzias
latipes) is elOszeretettel kutatjdk a fejlodésbiologiaval foglalkozd laborokban, hiszen
viszonylag konnyen létrehozhatoak 1j, mutans vonalak. A gombhalakkal (Takifugu rubripes) a
genetikusok foglalkoznak, mivel kisméretli, kompakt genomjuk miikodése szamos kérdést vet
fel. A bolcsészajuhal-félék (Cichlidae) és a guppik (Poecilia reticulata) pedig fontos
modellallatai tobb, az evolucidval, illetve a kdrnyezet €s viselkedés kapcsolatanak vizsgélataval
foglalkozo kutatasnak™®. Ezen kutatdsok soran kivalé vizualizacios eszkdznek bizonyult az agyi
atlasz, mely segitségével anatomiai, illetve génexpresszids informaciokhoz juthatunk egyes
¢lélényekkel idegrendszerével kapcsolatban.

Ilyen jellegii adatbazis mar létrejott tobbek kozott a zebradanié esetében is (1. abra)'®. Ennek
keretében sikeresen feltérképezték az allat neuronhaldzatat €s ezen tul az agy struktirdjanak és
funkcidjanak kapcsolatat is vizsgaltadk. Ehhez hasonlé modszerrel hasonlitottak 6ssze a barlangi
agyteriiletek az egymastol izolalt csoportokban konvergensen, azaz, hasonloképpen valtoztak a
kornyezethez valo adaptacio érdekében’. Ezen kisérletek jol mutatjak, hogy agyi atlaszok
segitségével sokkal egyszerlibb a viselkedésbiologia ¢és a genetika tudomanyteriileteinek a
kapcsolatat tanulméanyozni, tovabba az eldbb felsorolt tudomanyteriiletek egyidejli vizsgalatat

is konnyiti.



1. 4bra. Agyspecifikus génexpresszios adatok zebradanioban. A képen 50 kiilonb6z6 génre

elvégzett fluoreszcens in situ hibridizacio eredményei lathatdak standard agyra
regisztralva'®.

Egy-egy Uj faj agyi atlasza mélyebb betekintést nytjthat a gerincesek idegrendszerének
altalanos miikodésébe, de segitségiikkel uj szemszogbdl vizsgalhatjuk magat az evolaciot is,
hiszen az atlaszok megkonnyitik a kozeli és tavoli rokon fajok kozotti Osszehasonlito
elemzéseket.

A kinai paradicsomhal, annak ellenére, hogy egy viszonylag egyszerii felépitésii gerinces allat,
szamos bonyolult genetikailag kodolt viselkedésmintazatot mutat, igy az agyi atlasz a

késObbiekben segitségiinkre lehet a magatartasformakert felelds gének vizsgalatdban és

megértésében.



Ceélkitiizések

Kutatomunkam f6 célkitlizése, hogy l1étrehozzam az elsé digitalis paradicsomhal agyi atlaszt,
melynek segitségével a jovOben tagabb keretek kozott vizsgalhatjuk az allatok

idegrendszerének evolucios, neurobiologiai és viselkedésgenetikai vonatkozasait.

Ennek megvalositasara elso 1épésként 1étre kell hoznunk egy agy-templatot, amely 1ényegében
egy koordindta mezOként szolgdl majd a késobbi, példaul génexpressziés adatok
pozicionalashoz!®. Mindehhez el8szor is optimalizaltuk zebraddnidkon mar miikddd
immunfluoreszcens festés protokolljat paradicsomhalakon. Ennek soran az extracellularis
szignal-regulalt kinaz (ERK) fehérje idegi aktivacio hatasara lezajlé gyors foszforilaciojat
hasznaltuk ki, hiszen igy a foszforilalt ERK (pERK) és a teljes ERK (tERK) aranya jol mutatja,
hogy az agy melyik teriiletei mutatnak aktivitast adott viselkedés soran, vagy bizonyos
kornyezeti hatasokra?®. A tERK fluoreszcens jeldlésével egyben az agy struktirajat is
vizualizalhatjuk. Munkam soran csak 5 napos (days post fertilization — dpf) paradicsomhal
larvékat hasznaltam, mivel ezeknek az allatoknak mar komplex idegrendszere és viselkedése
van, ugyanakkor a hatalyos allatvédelmi szabalyok alapjan, 6nallo taplalkozas hidanyaban még
kiilon kisérleti engedély nélkiil vizsgalhatoak.

A vizsgalatok elvégezéséhez (illetve barmilyen kés6bbi, ellenanyagjelolésen alapuld
kisérlethez) azonban el6szor a zebradéanio larvak esetében hasznalt immunjeldléses protokollok
optimalizacidja sziikséges, ami igy az egyik {6 célkitlizésem is lett.

Szintén a céljaim kozt szerepel, hogy adott gének génexpresszids mintazatat vizsgaljam. Ehhez
optimalizalni szerettem volna a gén transzkripcidjanak detektalasara alkalmas in situ
hibridizaciés protokollokat, amelyek lehet6vé tennék egyes gének atirddasanak detektalasat

paradicsombhal larvak esetében is.

Ehhez harom gén keriilt kivalasztiasra, amelyek mind fontos szerepet jatszanak az
idegrendszerben zajlo jelatviteli folyamatokban, ezek pedig a kovetkezok: a kolin-
acetiltranszferdz a, a kortikotropin-releasing hormon b és a 5-hidroxitriptamine (szerotonin)
receptor 3a. Ezen géneket a kozponti idegrendszeri specificitdsuk és az idegrendszer
mitkddésében vald esszencialis szerepiik miatt valasztottuk. A gének részletesebb bemutatasara

az Eredmények fejezetben keriil majd sor.

Az altalam korabban emlitett optimalizalt immun-jel6lési protokollok felhasznalasaval célom,
hogy 0Osszehasonlitsam az egyediil, illetve kozOsségben nevelt paradicsomhalak agyi
aktivitasat. A zebradaniok esetében korabbi kutatasok kimutattak, hogy a szocialis izolacidban
nevelt egyedek viselkedésében dramai valtozasok figyelhetdek meg?®!, ami egyiitt jar azzal,
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hogy az egyediil nevelkedett egyedek agyaban nem ugyanazon a gének fejezédnek ki, mint a
csoportban nevelkedett tarsaik esetében?, illetve a pERK/tERK arany alapjan mutatott agyi
aktivitas is eltér?®. Ugyanakkor, a hiperszocialis, rajokban él6 zebradanidval szemben a kinai
paradicsomhalak szocialis struktiraja eltéré: ezek a halak nem rajokba verédve élnek, gyakran
maganyosak, csoportban pedig komplex hierarchiakat alakitanak kil. Ezért szeretném
megnézni, hogy (larvalis) méreteiben hasonlo, de eltérd szocialis viselkedési mintazatokat

mutatd paradicsomahalakon eltérd agyi aktivitast figyelhetiink-e meg az izolacié nyoman.



Anyagok és modszerek

Embridk begytijtése és tartdsa

A paradicsomhalak ivasuk soran az embrioikat a himek altal készitett habfészekbe rakjak,
melyet esetiinkben az akvariumokba helyezett szivacsok vizzel érintkez6 részére épitenek. Az
ikrakat embrio médiumot (5 mM NacCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CaClz, 0.33 mM MgSQg, 10-
5% metilén kék) tartalmazo iiveg Petri-csészébe gyiijtottilk milanyag sziiré segitségével és
ezutan 28,5°C-os inkubatorban neveltiik 6ket maximum 5 napig. Ezek alol kivételek voltak az
izolaltan tartott paradicsomhalak, ugyanis dket korai stddiumtol kezdve 24-lyuki miianyag
plate-en neveltiink.

Fixalas

Kiilonboz6 korua (1-5 dpf) paradicsomhal larvakat paraformaldehid (4% paraformaldehid PBS-
ben oldva) oldat alkalmazasaval fixaltunk. Ezeket miianyag fedeli iivegcsében, 4°C-on
taroltuk, 24 oran keresztiil. A kovetkezokben leirt immunfluoreszcens jelolés esetében a fixalas
utan nem hasznaltunk 100%-0s metanolt, azonban a klasszikus in situ hibridizacio kivitelezése
eldtt a larvakat 20 percig szobahdn dehidrataltuk, majd hasznalat el6tt -20°C-os hiitébe tettiik

Oket egy éjszakara.

Immunfluoreszcens eljaras

Ahogy azt mar az el6zdekben is emlitettem, az agy struktirdjanak és az idegrendszer aktiv
teriileteinek vizualizasahoz teljes, illetve foszforilalt extracellularis regulalt kindz antitest
jelolést alkalmaztunk. Ehhez a kisérlethez 5 dpf paradicsomhal larvakat hasznaltunk, melyeken
a STAR Protocols 5 dpf zebradanido larvakra optimalizalt immunjelolés protokolljat
alkalmaztuk®. Munkank soran elsédlegesen az eldbb emlitett technikat kellett paradicsomhal
larvakra adaptalni. Ennek soran néhany valtoztatast alkalmaztunk, tobbek kozott kihagytuk a
dehidratacios 1épést, mivel az a halak agyi struktarait nagyban roncsolta. Emellett a
permeabilizalasra alkalmazott Tripszin-EDTA (ThermoFisher Scientific, 15400054) aranyan is
valtoztattunk, kétszeres koncentracioval dolgoztunk, megndvelve igy az antitestek bejutasi
lehetdségét a szovetekbe. Tovabba, a tisztabb jel érdekében dupla mennyiségli mosast
alkalmaztunk az elsédleges, majd késébb a masodlagos antitestet tartalmazé oldatban vald
inkubalas utan, csokkentve ezzel az immunjeldlés soran kialakuld zavard, felesleges hatteret.
A tERK esetében az immunjelolésekhez az egérben késziilt elsédleges ellenanyagot (Cell
Signaling Technology, #4696) 1:500, a kecskében késziilt anti-egér-AlexaFluor568
masodlagos ellenanyagot pedig (ThermoFisher Scientific, A11004) 1:300 aranyban hasznaltuk.



Amikor tERK ¢és pERK jel6lést egyszerre végeztiink, az elsddleges ellenanyagokat 1:600
aranyban (pERK elsédleges ellenanyaga: Cell Signaling Technology, #4370S), masodlagos
ellenanyagokat (pERK masodlagos ellenanyaga: anti-nyal-AlexaFluor488: TermoFisher
Scientific, A11008) pedig 1:390 aranyban alkalmaztunk.

Mikroszkopia

A mikroszkopos vizsgalatok eldkészitése soran az antitesttel jelolt larvakat alacsony
olvadaspontu agarozba (low melting point agarose - LMP) agyaztam be. Ennek sordn eldszor
szilikagél segitségével egy feddlemezre erdsitettem az erre a célra kialakitott gytirit. Ez utan a
gylirt altal bezart teriiletre folyékony 300 pl 2% alacsony olvadaspontu agarozt cseppentettem,
majd pedig pozicionaltam a vizsgélni kivant larvakat fénymikroszkop segitségével. Az agardz
megszilardulasat kovetden foszfat pufferelt oldat TritonX-el, azaz PBTr-t (1400 pl TritonX,
48,5 ml PBS) csepegtettem az agardzra és a gylirli szabadon maradt, felso részét targylemezzel

fedtem le.

Az igy elkésziilt preparatumokrol Carl Zeiss szemi-konfokalis mikroszkoppal készitettiink
felvételeket kiilonb6zo optikai sikokban a tERK esetében 568 nm-es, pERK esetében pedig 488

nm-es hullamhossz mellett.

In silico mddszerek

Image)

A tERK/pERK immunjeldlés eredményeit a Fiji programcsomag segitségével dolgoztuk fel
elsd 1épésben®*. Ennek soran a tERK/pERK immunjeldlt paradicsomhalakat két csatorndn
fotoztuk, melyeket a ,,Split channels" funkcioval valasztottunk szét. Ezen csatornak kiilonb6zo
fokusza optikai sikokban késziilt képeit ,,Z-project”" funkcid segitségével vontuk Ossze. A
hasznalt masodlagos ellenanyagoknak megfelelen allitottuk be a csatornak szineit, majd a
»Merge channels" parancs segitségével dsszevontuk az elobb emlitett csatornédkat.

Python és ANTs

A tovéabbiakban a képeket Python programozasi nyelven dolgoztuk fel és a kod konnyebb
atlathatosaga, valamint az elemzési folyamat reprodukalhatosaga érdekében Jupyter Notebook-
ot hasznaltunk. Az altalunk tERK festéssel készitett képekbdl eldszor egy agy-templatot
hoztunk létre az Advanced Normalisation Tools (ANTs)? eszkoztarban megtalalhaté funkciok
(ants.build_template) segitségével. A tovabbiakban ezt a templatot hasznaltuk, hogy az egyes
kontroll, illetve szocialis i1zolacioban nevelt egyedek esetében a tERK képet hozzaigazitsuk
(ants.registration), majd azonos paraméterekkel a pERK festésrol késziilt képet is regisztraltuk

(ants.apply_transforms). Mivel kutatdsomban csak az agy mikddésére koncentraltam, egy
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maszkolasi 1épést alkalmaztam, amivel a késdbbiekben vizsgalatainkat csak az agyra
sziikithettiik. Minden allat esetében a Numpy programcsomag?® segitségével kiszamitottuk a
pERK/tERK aranyt, majd mind a kontroll, mind az izolalt egyedek esetében meghataroztuk az
aranyok atlagat az adott kondiciora. Ezeknek az atlagoknak az Gsszevetése mutathatja meg,
hogy milyen agyi teriiletek aktivalodnak csak az izolalt, illetve csak a szocialisan nevelt

egyedekben.

Agyspecifikus génexpresszid vizsgalata klasszikus in situ hibridizacioval

RNS izoldlas

Az RNS izolalast témavezetom, Dr. Varga Maté végezte, mely soran kiillonb6zd stadiumu
larvakbol TRIzol reagens (Zymo Research, R2050-1-50) segitségével tortént a teljes RNS
kivonasa, a gyartd protokollja alapjan.

cDNS szintézis

A polimerizacios lancreakciok (PCR) soran a templatként szolgalo cDNS-t olyan kevert RNS
mintak segitségével szintetizaltuk, melyek kiilonb6zd stadiumu (9-12 6rés, 15-17 6ras, 28 oras
¢s 2 dpf) paradicsomhal larvakbol szarmazo teljes RNS aranyos 6sszemérésével késziiltek. A
reverz transzkripciot a SuperScriptTM IV VILOTM Master Mix Kit-tel (ThermoFisher
Scientific, 11756050), a gyart6 altal kozzétett protokoll alapjan végeztem el.

Primertervezés
A primerek tervezése a Benchling (http://benchling.com) feliiletén tortént, melyet Szabd Nora

témavezetOm végzett. Munkank fokuszaban harom agyspecifikus expressziot mutaté gén allt,
ezek a kovetkezOk: chata (choline O-acetyltransferase a), crhb (corticotropin releasing

hormone b) és a htr3a (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A).

Gén Primer Szekvencia (5'-3")

chata Mo_chata-F TGGCCCTACCGGTGAACTCCAG
Mo_chata-R AACCCGGCCTTCTTGGAAACGG
crhb Mo_crhb-F AGTTGCCTTCTTACCGCGCCAC

Mo_crhb-R CAGCTGTTCCGCCCTGGACATC
htr3a Mo_htr3a-F GCGACGGCCATTGTTCTACACG
Mo_htr3a-R GCCCAGTGTGATGCTGTAGGCC

1. tablazat A PCR-hoz tervezett primerek szekvenciai.

PCR

A PCR reakcidhoz a témavezetdm altal tervezett primereket és az el6z6ekben emlitett, dltalam
szintetizalt cDNS-t haszndltam. A DreamTaq DNS Polimerazzal (5 U/uL, ThermoFisher
Scientific, MANO0012036) és a hozzatartozo pufferrel, a gyarto altal kozzétett protokoll szerint

allitottam Ossze a reakciot. Az anneldcidos homérsekletet és az elongacids 1dOt a primerek
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olvadashdje és fragmensek hossza alapjan allitottam be. A megfelel6 DNS fragmentum

meglétét 0,9%-0s agardz gél segitségével ellendriztiik.

Gén chata crhb htr3a
Annealing ho 57°C 57°C 59°C
Elongécio 1 perc 1 perc 1 perc

2. tablazat Az egyes vizsgalt gének PCR paraméterei.
PCR tisztitas gélbdl

A megfeleld méretli fragmenseket szike segitségével kivagtam az agar6z gélbol és Eppendorf
csébe tettem. Ezt kovetben kitisztitottam az adott DNS szakaszt (Molecular Biology Kit,
BS654) gyarto protokollja alapjan.

DNS fragmentum ligaldsa vektorba

A DNS fragmentumokat pGEM-T vektorba (Promega, A3600) ligaltuk a gyartd protokolljat
kovetve.

Transzformdlds, molekuldris klonozds és szekvendlds
A ligatumokat kompetens DH5a Escherichia coli (TermoFisher Scientific, 18265017) sejtekbe

transzformaltuk, majd pedig ampicillint tartalmazé LB taptalajra szélesztettiik. Kék-fehér
szelekcid utan, steril fogpiszkald segitségével atoltottunk beldle baktériumokat kupakkal
rendelkezd, kémcsdben 1évo folyékony tapoldatba, melynek Osszetétele egyezett a korabban
hasznalt taptalajjal. Ezen kémcsoveket egy €jszakan at 37°C fokos rdzatéban inkubaltuk.
Ezutan a GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, KO503) segitségével a gyarto
protokollja alapjan dolgozva megfeleld koncentracioban kinyertiik az érdekelt géneket hordozo
plazmidokat, majd Sanger szekvenalas segitségével meggy6z6dtiink annak pontos
bazissorendjérol.

Antiszensz, in situ hibridizdcios proba készitése

A megfeleld szekvenciat hordoz6d plazmidokat orientdcionak megfelelden restrikcids
endonukleazzal linearizaltuk, mely két orat vett igénybe 37°C-on, majd fenol-kloroform
(ThermoFisher Scientific, 15593031) alapu tisztitast alkalmaztunk. Ez utan RNS-polimeraz
(ThermoFisher Scientific, SP6 - EP0131, T7 - EP011SKBO008) segitségével megszintetizaltuk
a digoxigeninnel jelolt antiszensz probainkat, mely szintén 2 6raig tartott €s 37°C-on inkubaltuk
Oket. Ennek elvégzése utan még egy tisztitasi 1épés kovetkezett.

In situ hibridizacios festés

A Klasszikus in situ hibridizacios festést a Thisse labor protokollja alapjan végeztiik®’ (2. abra),
azzal a kiilonbséggel, hogy a kisérletet 24 lyuka plate-en végeztiik altalunk gyartott sziirék
segitségével. Tovabba hosszabb permedbilizalasi iddintervallumot alkalmaztunk, ugyanis a

paradicsomhal larvakon atlagosan tobb ideig kell Proteinaz-K (ThermoFisher Scientific,
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25530049) kezelést alkalmazni, mint zebradanion — ez nagy valoszintiséggel a két faj szoveti
atjarhatosaganak kiilonbségeibdl adodik. Az expresszios mintizatokat Ximea™ MQ022CG-

CM kameraval rogzitettiik.

Dehidratalas

" Bouin-rogzitkeversk/
E3 médium paraformaldehid 100% EtOH/MetOH

1. nap

Leszallé alkohol sor: PBST mosas Proteiniz K emésztés Paraformaldehid PBST mosas
75/50/25% FtOH

| Poszt-hibridizaciés mosasok 1 ‘

3.nap

5X SSCT 50% Formamid 2X SSCT 50% Formamid 2XSSCT

y
/

PBST mosds

ﬂes __________________________________________________________________
\ Hokezelés (65 °C)
§84

‘ N Alufélia (fényérzékeny lépés)

PBST mosds AP puffer NBT/BCIP

2. 4abra A milanyag lemezen végzett in situ hibridizacio folyamatibraja. Az abra

elkészitéséért koszonet Czimer Davidnak.
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Eredmények

In situ hibridizacioé

Anatomiai sajatossagaiknak koszonhetden (vagyis a szikanyagban elhelyezkedd nagyméretii
olajcsepp miatt) a paradicsomhal larvak, ellentétben a zebradanio larvakkal, a folyadék-viz
felszinén lebegnek. Ez a korabbi protokollok részleges megvaltoztatasat igényelte’: az in situ
hibridizaciés probakban torténd inkubaciot miianyak lemezeken és altalunk készitett sziirék
segitségével végeztiik. Emellett a zebradanidkhoz hasznalt protokolltdl eltéréen, hasonléan az
optimalizalt immunjel6léses protokollunkhoz (lasd alabb), tobb ideig emésztettik a
paradicsomhalakat Proteinaz-K-val.

Kolin-acetiltranszferdz a (chata)

A kolin-acetiltranszferaz (chat), a kozponti és periférias idegrendszer kolinerg neuronjaiban
talalhatd enzim, mely az acetilkolin bioszintéziséért felel6s?® Az altalunk vizsgalt kolin-
acetiltranszferdz a (chata) egy preszinaptikusan expresszalodo kolinerg gén, mely a fejlodés
soran a gerincvelé motorneuronjaiban, kranialis ganglionokban és a retina teriiletén jelenik meg
zebradanioban?. Ehhez hasonl6 mintazatot tapasztaltunk a paradicsomhalak esetében is. Az 1,
2 és 4 dpf allatokban (3. abra, A-F) specifikus festddést lathatunk az agyban és a gerincveldben,

mig a retina teriiletén 4 dpf korban valik er6teljessé a chata expresszioja (3. abra, C és F).

B C
o
N
&)
=
R |
‘s |
S J
2 dpf 4dpf !
E F
5
N
k=
w
= |
St
8 .
= .
2 dpf 4 dpf

3. abra. A chata expresszidja 1, 2 és 4 dpf paradicsomhalakon. A mintazatok dorzalis (A, B, C) és
lateralis (D, E, F) nézetbdl lathatoak a képeken. A chata 1 dpf kortol kifejezédik a kranialis
ganglionokban, illetve a gerincvelé motorneuronjaiban, a retinaba teriiletén pedig egyre er6s6d6
expresszi6 tapasztalhat6 az id6 elérehaladtaval.
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Kortikotropin-releasing hormon b (crhb)
A kortikotropin realising hormon (CRH) egy neuropeptid, mely szerepet jatszik a hipotalamo-

hipofizis-mellékvesekéreg tengely altal kozvetitett stresszvalaszban. A csontoshalakban a
genomduplikacié eredményeként a crha és a crhb gének kodoljak a szoban forgd faktort,
azonban a crhb tekinthetd a feltételezett funkcionalis ortolognak a human CRH génnel.
Expresszidja zebraddnidoban szdmos agyi teriileten detektalhato kiilonb6z6 stadiumu larvakban,
mint példaul a szubpalliumban, a preoptikus régioban, az utbagyban és a hipotalamuszban®’. A
paradicsomhalakon végzett in situ hibridizacié eredményeként feltételezhetd, hogy 1 és 2 dpf
allatok esetében a szaglogumo, az eldagy és a koztiagy mutat festddést (4. abra, A és B)*,
azonban 2 és 3 dpf korban a hipofizis teriiletén is lathaté expresszio (4. abra, B és C). A

zebradanio esetében nem talaltunk errdl szo616 adatot.

1 dpf 2 dpf 3 dpf 1

4

4. ébra. A crhb expresszioja 1, 2 és 3 dpf paradicsomhal larvakon. Az 1 dpf halakon az el6agy és
a koztiagy teriiletén lathato a gén kifejez6dése (A), a 2 dpf halakon ezen feliil a hipofizis teriiletén
(B), 3 napos dpf pedig a hipofizisben erdteljes a fest6dés (C).

5-hidroxitriptamine (szerotonin) receptor 3a (htr3a)

Az emberben eléfordulé 5-HT3 receptorok alapvetéen a kozponti, illetve a periférias
idegrendszerben talalhat6 ligandum-kapcsolt ion-csatornak, melyek fontos szerepet toltenek be
sokféle, szerotonin altal regulalt folyamatban. Az emberben taldlhat6 receptort két alegység
alkotja, melyet a HTR3A és HTR3B gének kodolnak. Az 5-HT3 receptorokat szamos emberi
betegséghez hozzakapcsoltak, mint példaul a pszichdzis, szorongas, evési zavarok €s
alkoholizmus, azonban a zerbadanioban el6forduld htr3a génrél és annak expresszios
mintazatarol alig all rendelkezésiinkre informacié®. A paradicsomhalak esetében 2 dpf korban
lathatunk expressziot, valoszinlisithetden a kozépagy, illetve a hatsdagy teriiletén fejezddik ki

a htr3a (5. abra, A és B).
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dorzalis nézet lateralis nézet
5 mm A B

2 dpf| 2 dp4

5. éabra. A htr3a expresszidja 2 dpf paradicsomhal esetében. A htr3a expresszidja a k6zépagy és
hatsoagy teriiletén lathato, ezt mutatja a dorzalis (A), illetve lateralis (B) nézetbdl késziilt kép a
paradicsomhal larvakrol.

Immunfluoreszcens eljaras

Az immunfluoreszcens eljaras kezdetén eldszor az 5 dpf zebradaniokra irt STAR Protocols-ban
megadott 1épések szerint dolgoztam?. Ekkor még csak a tERK jelolést alkalmaztam, ugyanis
szerettem volna optimalizalni a kisérleteinket 5 dpf paradicsomhal larvakra és ez
egyszeribbnek bizonyulta teljes agy festése esetében, mint az idegrendszer aktiv teriileteinek
jelolésében, abbol eredden, hogy az agy anatdmiai felépitését jobban ismerjik, mig az agyi
aktivitds mintazata kevésbé ismert és egyértelmi, féleg paradicsomhalak esetében.

Az elso probalkozas elején lathatova valt, hogy a metanol alkalmazasa a fixalds utan eltorzitja
az agyi struktirakat, igy a tovabbiakban nem alkalmaztam ezt a dehidratalasi 1épést (6. abra,
A). Ezt kovetden az eredményemen latszodott a tERK immunfluoreszcens jelolés agy-
specificitasa, de tal nagy volt a hattér és nem rajzoldodtak ki élesen az agyi struktarak (6. abra,
B). Ez valdszinilleg azért tortént, mert nem frissen fixalt larvakat hasznaltunk, hanem

olyanokat, amelyek tobb id6t alltak PFA-ban.

6. abra. A tERK jelolés metanollal és metanol nélkiil 5 dpf paradicsomhalon. A metanol
hasznalata eltorzitja az agyi struktiirdkat (A). A fixalasi idének is van szerepe az immunjelolés
sikerességében, ugyanis a tobb éjszakan at PFA-ban fixalt halakon nem teljesen specifikus a tERK
jeldlés (B). (Méretarany: 200 xm. Bal oldalon.)
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A kovetkezokben mar olyan larvakkal dolgoztunk, melyeket csak egy ¢€jszakan at taroltunk

PFA-ban és nem alkalmaztunk metanolt rajtuk. A tisztabb és specifikusabb jel érdekében négy

c sy

illetve a mosasok szaman valtoztattunk.

Csoport szama Tripszin-EDTA koncentrdcié | Mosasok szama
1 protokoll szerint protokoll szerint
2 protokoll szerint dupla mennyiség
3 dupla koncentracio protokoll szerint
4 dupla koncentracid dupla mennyiség

3. tablazat. Az optimalizalas részét képezo paraméterek tablazata.
Az elsé csoport (protokoll szerint torténd emésztés és mosas) esetében az agy strukturajahoz

kothetd festodést tapasztaltunk, azonban nem teljesen specifikus a jel, ugyanis egyes
idegrendszeri terliletek nem kiiloniilnek el egymastdl (példaul a kozépagy és hatsdagy
hatarvonalai nem rajzolodnak ki) (7. abra, A). A masodik csoport (protokoll szerint torténd
emésztés, dupla mennyiségli mosas) esetében a hattér csokkenését lathattuk (7. abra, B). A
eredményeit kiértékelve elmondhato, hogy a jel specifikusabb, itt mar az eddigiekhez képest
elkiilontiltebben jelennek meg a fentiekben emlitett agyi struktirak. Azonban a protokoll
szerinti mosasok miatt ezen a képen nagy hattér lathato (7. abra C). A negyedik csoport (dupla
specifikusabb, mint amit az els6 két csoport eredményeinél lathattunk, illetve, hogy a hattér a
dupla mosasok hatasara kisebb, mint amit az egyes és harmas csoport immunjeldlése utan
kaptunk (7. abra, D). Igy a tovabbiakban a négyes csoporton alkalmazott protokollt hasznaltuk,
nem csak a tERK, hanem a pERK kimutatasara is (8. abra).
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport

7. abra. A tERK immunjelolés optimalizalasa 5 dpf paradicsomhalra. Els6 csoport, protokoll
szerinti emésztés €s mosas (A), masodik csoport, protokoll szerinti emésztés és dupla mennyiségii

s

s

200 um. Anterior a bal oldalon.)
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Kézbsségben és izoldltan tartott paradicsomhalak tERK/pERK immunjelélése
A tERK/pERK festéseket mind a kdzosségben €s izolaltan tartott paradicsomhalak esetében is

elvégeztiik az elézdekben emlitett optimalizalt protokoll alapjan. Ezeknek a festéseknek a

reprezentativ eredményét a 8. abra mutatja.

tERK pERK 0sszevont
.
.

8. abra. Izolaltan és kozosségben nevelt paradicsomhalak tERK/pERK jelolése. A kdzosségben
nevelt 5 dpf hal agya tERK jel6léssel (A), kozosségben nevelt 5 dpf hal agya pERK jel6léssel (B),
kozosségben nevelt 5 dpf hal agya tERK és pERK jeloléssel (C), izolaltan nevelt 5 dpf hal agya

tERK jeloléssel (D), izolaltan nevelt 5 dpf hal agya pERK jel6léssel (E), izolaltan nevelt 5 dpf hal
agya tERK és pERK jeloléssel (F) (Méretarany: 200 um. Anterior fent.)

Agy-templat készitése

kdzosségben nevelt

izolaltan nevelt

Ahhoz, hogy az izolaltan és kozosségben nevelt allatok agyi aktivitasa kozott kiillonbségeket
kvantitativan vizualizalhassuk, eldbb arra volt sziikség, hogy az Osszes eredményt egy
,referenciaagyra” vetitsiik (9. abra). Egy ilyen ,,paradicsomhal agy-templat” készitéséhez (10.
abra A) a tERK immunfluoreszcens festési eljarassal késziilt képeinket hasznaltuk fel. Ezt
kovetden az egyes egyedek tERK, illetve pERK immunfluoreszcens jeloléssel készitett képeit
a mar elkészitett templatra ,,helyezve” kiszamithattuk mind a csoportban, mind az izolaltan
nevelt egyedekre jellemzo atlagos pERK/tERK aranyt, amelyet hétérképen abrazoltunk (9. abra
¢s 10. abra B és C).
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szocialis izolacio

LO
OO

kontroll

R
tERK képek

L]
o

-

tERK

tERK 8x

nts build_template

ants.registration
ants.apply_transforms

ants.registration
ants.apply_transforms

tERK templat

atlagos pERK/ERK atlagos pERK/tERK

szocidlis izolacié vs. kontroll - agyi aktivitas kulénbség

9. 4bra: Izolalt és csoportban nevelt paradicsomhalak agyi aktivitisa kozotti kiilonbség
vizualizaciéjanak folyamatabraja. A részletek az ,,Anyag és modszer” fejezetben olvashatok. (A
hallarvék képét Gil Costa készitette33.)
Az igy kiszamitott atlagos pERK/tERK aranyokat kivontuk egymasbdl és eredményeink

alapjan az izolalt allatok agyaban tapasztaltunk megndvekedett aktivitast (10. abra D). Ez az
elsére meglepd eredmény Osszecseng zebradanioban végzett hasonlo kisérletekkel, amelyek

mind az akut, mind a kronikus izolaci6 esetében hasonld eredményekre jutottak (10. abra E)?2.
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8.0

csoportban (: izolalt

nevelt 75

7.0
6.5
6.0
5.5

5.0

((>143yMy3d)sobepe)B|

45

4.0

pERK/ERK pERK/ERK 35

=
@
x
o

w
o
((a3ne3d)sop0doso-iaiad)y e 0z:)6)

3.0 M Isolated (2 hrs) > Group
B Isolated (2 hrs) < Group (not detected)

10. abra: Izolalt és csoportosan nevelt paradicsomhalak agyi aktivitasa kozotti kiilonbség. (A) A
tERK festések alapjan Iétrehozott paradicsomhal agy ,.templat”. (B) A csoportban nevelt 5 dpf
halak (n=4) agyi aktivitasa hotérképen abrazolva. (C) Izolaltan, egyediil nevelt 5 dpf
paradicsomhal larvak (n=4) agyi aktivitasa hotérképen abrazolva. (D) Az 5 dpf egyediil nevelt
paradicsomhalak megndvekedett agyi aktivitasa, a csoportosan nevelt halak aktivitdsdhoz képest.
(Anterior fent.) (E) Agyi aktivitasbeli kiilonbségek 7 dpf zebradanidk agyaban kétoras izolaciot
kovetben?®,
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Diszkusszid
A referencia agyi atlaszok az utobbi évtizedekben az idegtudomanyok pétolhatatlan eszkozeivé

valtak, amelyek segitségével nem csak az adott faj génexpresszidjat tanulmanyozhatjuk
behatobban, de segitséget nyujthatnak komplex, genetikailag kodolt viselkedésformak jobb

megértéseben is, valamint, mas fajok atlaszaval Osszevetve, fontos referenciapontok az

crcr

Az ELTE Genetikai Tanszékén miikodé kutatocsoportunk egy jelenleg is zajlo, nemzetkozi
szinten is Utt6r6 munka keretében a paradicsomhalak viselkedésgenetikai modellé vald
fejlesztését végzi®*, amihez szamos, mas fajokban mar rutinszeriien hasznalt protokoll
optimalizalasa sziikséges. Kutatdmunkam soran az agyi génexpresszio vizualizalasara alkalmas
in situ hibridizacios, illetve ellenanyagfestéses protokollokat allitottam be, valamint, tovabbi

célom volt, hogy megteremtsem az els6 paradicsomhal agyi atlasz alapjait.

Munkank soran 5 dpf paradicsomhalak immunfluoreszcens jelolését kovetden szemikonfokalis
mikroszkop segitségével nagy felbontast képeket készitettiink az eredményekrdl, amelyeket a
késoébbiekben in silico modszerek alkalmazasaval dolgoztuk fel. A képeket elsddlegesen Fiji%
segitségével szerkesztettiink, majd pedig az ANTs? programcsomag hasznalataval végeztiik el
mintazatokat vizualizalhassuk, optimalizaltuk 1-5 dpf paradicsomhalakra a zebradaniokon mar
elterjedt klasszikus in situ hibridizacidos probakat, amelyek segitségével agyi-expressziot
mutatd géneket sikeresen vizualizaltuk, illetve elkezdtiik a fluoreszcens hibridizacios

lancreakcié (HCR) zebradaniokra optimalizalt protokolljanak optimalizalasat is.

Ezekkel a modszerekkel sikeresen 1étrehoztuk a paradicsomhal agyi atlasz alapjaul szolgald
agy-templatot és az altalunk készitett hotérképek segitségével sikeresen vizualizaltuk a
kozosségben, illetve az izoldltan nevelt halak agyi aktivitasat. Ezt a kettdt 6sszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy az izolaltan nevelt paradicsomhalak agyi aktivitasa altalanosan is

megemelkedett, hasonléan az akut és kronikus izolacionak kitett zebradaniokhoz?2,

Tovéabbi vizsgalatok sziikségesek annak a felderitésére, hogy pontosan mi okozza ezt az
aktivitas-emelkedést. Zebradaniokban végzett kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a
szocialis izolacioban nevelt halak jellegzetes ,,szorongasos” agyi aktivitdst mutatnak,
ugyanakkor, csoportunk még nem publikalt eredményei alapjan, a paradicsomhal larvak sokkal
kevésbé érzékenyek a szocialis izolaciora, késdbbi viselkedésiiket kevésbé befolyasolja egy

ilyen periodus.
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Annak pontosabb megértésére, hogy milyen sejtek/sejtcsoportok esetében figyelheté a
szocialisan izolalt paradicsomhalak agyaban aktivitas novekedés, szintén nagy segitségiinkre
lesz az altalam készitett agy-templat, amely referenciaként fog késdbbi munkank soran

mukddni, amin ,,térképezni” tudjuk majd a génexpresszios mintazatokat is.
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Szerzdi hozzéjarulas

Alulirott Tarcsa Virag nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Digitalis atlasz 1étrehozasa
kinai paradicsomhal (Macropodus opercularis) agyvizsgalatanak céljabol  cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke

Agyspecifikus génexpresszid vizsgalata klasszikus in situ

hibridizacids probakkal.

Immunfluoreszcens eljards optimalizaldsa és kivitelezése. | 5

Csoportosan €s szocialis izolacioban nevelt allatok agyi

4
aktivitasanak vizsgalata pERK, tERK festésekkel.
Agyi referencia-templat létrehozasa ANTs .
programcsomaggal.

In situ hibridizacidos probak optimalizalasa és kivitelezése. | 3

Kelt: Budapest, 2024.07.26.

Kétszerzos palyamunka esetén:

Tarcsa Virag

Palyamunkat benyujto hallgatd (név) Tarsszerzo (név)

alairasa alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

__ Dr. Varga Maté

E6tvos Lorand Tudomany Egyetem
Természettudomanyi Kar

Genetika Tanszék

Témavezetd (név, munkahely)

alairasa
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Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetomnek, Dr. Varga Maténak, hogy lehetdvé tette szamomra
a laboratériumaban val6 munkat, valamint végtelen tiirelmét és a sok segitséget, amelyet
nyUjtott munkam soran. Témogatasanak mértékéhez egyediil Szabé Nora¢ foghato, akinek
halas vagyok, hogy bevezetett a paradicsomhalakkal kapcsolatos laboratériumi munka
részleteibe és utat mutatott vizsgalataink soran. Tovabbi koszonet illeti Szabd Katat, akinek
segitségére a kezdetekt6l fogva mindig szdmithattam. Koszondm tovabba a Halgenetikai

Kutatocsoport minden tagjanak munkam soran nyujtott segitségét.
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