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Roviditések jegyzéke

BrdU -Brom-dezoxi-uridin
ccnD - cyclinD
ccnE  -cyclinE
CDK - ciklin fiiggo kinaz

cM - centimorgan

dpf - days post fertilization (nappal a megtermékenyités utan)
EKW - Ekwill

ENU - N-etil-N-nitrozourea

Fzd - frizzled

GSK3 - glikogén szintaz kinaz 3

LG - kapcsoltsagi csoport (linkage group)
Mb - Megabazis

Mut  -muténs

OT  -optic tectum

OX - out-cross (kikeresztezés)

PBS - phosphate buffered saline (puffer oldat)
PBST - PBS +20% Tween

PCR - polimeraz lancreakcio

PFA - paraformaldehid

Rb - retinoblasztoma

Sib  -sibling (vad fenotipust egyed)

TBE - Tris/Borate/EDTA

TL - Tuebingen Long fin

TO - tectum opticum



Bevezetés

A csontos halak legfébb latokozpontja, a TO (Tectum Opticum), az agy dorzalis
részén talalhaté az eldagy (telencephalon) és a kisagy (cerebellum) ko6zott. Prominens
elhelyezkedése és kiemelt szerepe miatt mar hosszi ideje elGszeretettel hasznaljak az
idegrendszer fejlédésével és miikodésével kapcsolatos vizsgalatokban, és az elmult években
fokozatosan az idegi dssejtek tanulmanyozasanak kedvelt alanyava is valt.

A zebradaniéval (Danio rerio) végzett kisérletek alatamasztjadk a korabbi
megfigyelést, hogy a kifejlett halak agyaban folyamatos, aktiv neurogenezis zajlik, ellentétben
az emlOsok idegrendszerével, ahol j neuronok egy bizonyos kor utan mar csak kis szamu
agyi teriileten képzOdhetnek. (Ez a folyamatos neurogenezis feltételezhetéen ok-okozati
kapcsolatban van a halaknal leirt kiemelkedéen magas regeneracios kapacitassal is.)

A hal idegrendszerének szisztematikus vizsgalata az utobbi évek soran 16 kiilonb6z6
proliferativ zonat kiilonitett el az agyban (1. abra). Ezek a proliferativ centrumok olyan idegi
6ssejteket tartalmaznak, amelyek lassan osztodva és differencialodva alakitjak ki a neuronokat
(Kaslin, Ganz et al. 2008). Ebb6l adoddan a zebradanié megfelelé modellként szolgal a

neuralis Ossejtek kutatasahoz, amely napjaink legfontosabb kutatasi tertiletei kozé sorolhato.

1. abra: Proliferativ régiok a
felnott zebradanié agyaban.
A képen a felndtt zebrahal
agyanak parasagittalis metszete
latthatd. A proliferativ régiok
fehér kis pontonként latsznak.

telencephalon & Az 0sztodo sejtek
: azonositasaira BrdU (Brom-
dezoxi-uridin) jelolést

hasznaltak. (Kaslin, Ganz et al.,
2008 nyoman)

BrdU (4h)

Az altalunk vizsgalt TO 1j sejtjei az a kdzépagyban (mesencephalon) helyet foglalo,
diszkrét proliferativ zonabodl szarmaznak (Grandel, Kaslin et al. 2006). A larvalis TO oszt6do
sejtjei a TO mediposzterior szélein helyezkednek el és az 0sztodo sejtek kornyékén szamos
fontos jelatviteli utvonal komponenst koédolo gén fejezddik ki (2. abra,(Cerveny, Varga et al.
2012)).
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2. abra: Proliferacié és Wnt-/Notch-jelatvitel kétnapos zebradaniok TO-aban. Az o0sztddo sejtek BrdU jelolése
vilagosan kirajzolja a TO féltekék medio-poszterior szélein elhelyezkedd proliferativ nichet (A). A nichben levé
sejtek olyan tipikus proliferativ markereket expresszanak, mint a cmyc (B) és a ccnD1 (C). A niche kozelében aktiv
Whnt jelatvitel figyelheté meg, mint azt egy riportervonal (D) tanusitja, és a Notch jelatviteli Gt komponensei, pl.

deltaA (E) és notch5 (F) is kifejez6dnek. (A: dorzalis nézet, B-F: transzverz metszeti kép; a nichet nyilhegyek
jelslik.)

A laboratoriumunk olyan mutans zebradani6 vonalak vizsgalataval foglalkozik, ahol
valamilyen okbdl kifolyolag a kétnapos (2 days post fertilization — 2 dpf)) hallarvak TO-anak
proliferativ régiojaban nagymértéki sejthalal (apoptozis) figyelheté meg. A sejtpusztulas az
Ossejtekbol szarmazo, ugynevezett ,transit amplifying” sejteket érinti, melyek gyors egymast
kovetd osztodasok sorozataként alakitjak ki a multipotens progenitor sejteket. Ezek aztan
tovabb differencialodva hozzak létre az idegrendszer neuronjait (3. abra). Az ilyen
homozigota mutans egyedek életképtelenek, legkésébb 6-7 napos korukban elpusztulnak. A

mutacio konnyen €szrevehetd, homalyos sziirke foltként jelentkezik a TO teriiletén, mivel két

napos korban a proliferativ régi6 dorzalisan, kozvetleniil az epidermisz alatt talalhato.

stem cell

transit amplifying cell

/ \\ multipotent progenitors
g /™ \\

O N6

3. abra: A TO neuronjainak kialakuldsa. Kétnapos zebradani6 TO-anak transzverzalis metszete. Az
Gssejtek zold, a bel6likk 1étrejovo ,transit amplifying” sejtek kék és a mutipotens progenitor sejtek piros
szinnel vannak jelolve.
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Mar a Kkorai vizsgalatok soran fény deriilt arra, hogy tobb, kiilonb6z6 kromoszoman
elhelyezkedd mutacid okozhat nagyon hasonld fenotipust. A laboratoriumunkban fenntartott
vonalak koziil az A25-6s a mutaciot az 5. kapcsoltsagi csoportban, kromoszoéman (LGS5)
hordozzak, mig az A6-0s vonal esetében a mutacio a 18. kromoszéman (LG18) talalhato.
(Fontos megemliteni, hogy komplementacios analizis alapjan két tovabbi alléllal
rendelkeziink az A25 fenotipusat okozo mutacié esetében, ezek az A4 és a G38). Munkam
soran az A25-6s (4. abra) és A6-os mutansok térképezésével, az A25-6s, A6-os és A4-es
vonalak génexpresszids mintazataiknak jellemzésével, valamint viselkedésének vizsgalataval

foglalkoztam.
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4. abra: Az A25-6s mutans vonal. Az (A, A°) és (D, D) panelket osszevetve jol lathatd, hogy a két napos
mutéans larvak esetében a TO-ban erbteljes apoptozis jelentkezik. A massziv sejthalal eredményeként 6t napos
mutansokban (E) a TO mérete kisebb, mint nem-mutans tarsaikban (B) (kérbepontozott teriilet) és a
szervezbdése is aberrans (C, F). (Az acetilalt-tubulin (ac-tub) ellenanyag az axonokat jel6li, mig az SV2 a
szinapszisokat. A,D,C,F: dorzalis nézet, B,E: lateralis nézet, A‘,D‘: transzverz metszeti kép.)

A TO mutans halak létrehozdasa

A mutagenezishez N-etil-N-nitrozoureat (ENU-t) hasznaltak fel, amely napjainkban a
forward genetika egyik leggyakrabban alkalmazott modszere. Az ENU eldidézi az etil
timidinre) és ezzel pontmutaciot indukal. Legfébb célpontja a spermatogonialis dssejtek,
amelyekbdl a spermasejtek szarmaztathatoak. A kezelés soran a Tuebingen Long fin (TL) him
allatok csiravonaldban a mutacid kovetkezett be, aminek a hatasara ezekben az allatokban
mutans spermasejtek keletkeztek. Az igy létrejott egyedeket TL homozigdta vad tipust
ndstényekkel keresztezték Ossze, aminek eredményeként a mutacidt hordozod, heterozigota
egyedek jottek létre. Ezeket a hordozokat Ekwill (EKW) homozigdta vad tipustt halakkal

keresztezték. Az igy létrejove heterozigdta, hordozo halakat pedig egymas kozott
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szaporitottak tovabb (4. abra). Azért fontos, hogy nagyon kiilonboz6 genetikai hatterii
haltorzseket keresztezziink Gssze, mert igy a mutans egyedek polimorfizmust fognak mutatni
a mutacid6 kozelében 1évé markerekre ¢és ezaltal meghatarozhatd lesz a mutacid
eléfordulasanak intervalluma. Ezt kovet6en azonositottdk a mutaciét hordozé halak
keresztezésébol szarmazo mutansokat. Mivel az elvaltozas szabad szemmel is észreveheto egy
homalyos, sziirke foltként a 2 dpf kora larvak TO-nak teriiletén, ezért a mutans embriok

viszonylag konnyen azonosithatoak.

ENU

FO: % %
X*/X Y X/X T
. e
' X*/X Y XX

XX T X*/X
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F3: X*/X¥  X*/X X/X

5. abra: Az ENU mutagenezis. Az N-etil-N-nitrozourea a csiravonalban mutaciét indukal, amely mutans
spermasejtek képzodéséhez vezet. A kezelt TL him egyedeketet TL, homozigdta vad fentotipusi ndstényekkel
vannak Osszekeresztezve. Az igy létrejovo F1 nemzedék, hordozod TL halait EKW, homozigéta vad fenotipust
halakkal keresztezték, majd az F2 generacio, hordozo egyedeit egymas kozott szaporitottdk tovabb. A 3.
nemzedék Y-e mutans, Y-e homozigédta vad, Ys-e pedig heterozigbta vad fenotipust lesz. ENU- N-etil-N-
nitrozourea , TL- Tuebingen Long fin, EKW- Ekwill, F- nemzedék, X- vizsgalt gén vad tipust allélja, X*-
vizsgalt gén mutans allélja. ((David & Leonard et al., 2005) nyoman.)

A sejtciklus szabdlyozdsa a \Wnt/f-catenin és a Notch szignalizdcios utvonalakon keresztiil

Az utobbi évek kutatasi eredményei alapjan jobban megismerhettiik a Wnt/B-catenin
illetve a Notch szignalizaciés TUtvonalak szerepét a sejtosztodas ¢és sejtndvekedés
folyamataban. A neurogenezis soran az Ossejtek utodjai osztodnak, majd kilépnek a
sejtciklusbol és neuronna vagy glia-sejtté differencialodnak. A felndtt allatokban is

folyamatosan zajlo neurogenezis szabalyozasaban szamos jelatviteli tutvonal szerepe
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tisztazodott az utobbi években. Ezek koziil az egyik legfontosabb a kanonikus Wnt/B-catenin
jelatviteli atvonal, ami tobbek kozott a sejtciklusban kulcsszerepet betolté cyclinD-1 (ccnD1)
gén és cmyc proliferacios marker expresszios aktivitasan keresztiil szabalyozza a sejtciklust
(Ohnuma, Harris et al. 2003). Hasonldéan emlitést érdemel a Notch-Delta jelatvitel is, amely
sejtek kozotti kommunikacioban, a sejtsorsok meghatarozasaban jatszik szerepet (Lai 2004).
Munkdm szédmara fontos, hogy mindkét utvonal komponensei kifejezddnek azon teriiletein a
TO-nak, ahol az idegi ssejtek, illetve osztodo és differencialodo utddsejtjeik talalhatoak (2.
abra), felvetve annak lehet0ségét, hogy ezen két szignalizacios kaszkad kulcsszerepet jatszik a
TO novekedésének szabalyozasaban is.

A sejtciklus soran a sejt nem egyforman fogékony azokra a jelekre, amelyek a sorsat
meghatarozzak, igy a progenitor sejtek neuronna valé differencialodasa soran kulcsszerepet
jatszo6 események a sejtciklus bizonyos fazisaiban mennek végbe. Példaul, ha fiatal egér
kortikalis progenitor sejtjét transzplantaltak iddsebb allatba, a sejtek az idésebb kdrnyezetben
csak akkor tudtdk megvaltoztatni a sejtsorukat és mas sejtté differencialodni, amikor a
novekedési G1 vagy a DNS szintézisért felels S fazisban keriiltek atiiltetésre. Mitotikus M
fazisban a kiils6 determinacios faktorokra mar nem voltak fogékonyak a sejtek. Hasonlo
megfigyelés tehetd a belsd determinacios faktoroknal is, amelyekre szintén csak a sejtciklus
egy bizonyos fazisaban mutat érzékenységet a sejt (Ohnuma, Harris et al. 2003).

Ma mar tudjuk, hogy a kanonikus Wnt/B-catenin jelatvitel és a sejtciklus kozott egy
komplex szabdlyozasi kapcsolat all fent (6. 4bra). Akarcsak a legtdbb jelatviteli utvonal,
amelynek szerepe van a sejtosztodasban, a Wnt/B-catenin jelatvitel is a G1 fazisban fejti Ki
hatasat. Ez az Gtvonal tobb szinten keresztiil szabalyozza a G1 fazist, nem csak a korabban
emlitett CcnD1-en keresztiil, tovabba fontos szerepet jatszik a mitdzisban is. A sejt a G1 és
G2 fazisban novekszik és gyarapodik, illetve felkésziil az S és M fazisra. Az S fazishan
replikdlodik a DNS, majd az M fazisban a kromoszémak szegregécidja figyelhetd meg a
mitdzis soran. A kiilonbozo fazisok kozott ellenérzési pontok (check-point) vannak, melyeket
ciklinek és ciklin fiiggd kindzok (CDK) modulédlnak. A G1 és S fazisnak két fontos ellendrzési
pontja van, amelyek a CyclinD (CcnD), a CyclinE (CcnE), illetve ezek specifikus CDK-a altal
szabalyozottak. A G1 fazisban CcnD hatasara az retinoblasztoma (Rb) komplex
foszforilalodik és gatlodik, amelynek a kovetkezményeként az E2F kikeriil a gatlas aldl és a
ccnE transzkripeidjat indukalja. Ehezés hatasara a sejt kiléphet egy ugynevezett nyugvo GO
fazisba. Ebben az esetben a CcnD és CcnE a p21/27 altal gatolt. Ha kell6 mennyiségben jelen
van a CcnE végbemegy a DNS szintézis és a tovabbi ellendrzési pontokon szabalyozodik a

folyamat, mig be nem fejezédik a mitozis (Niehrs, Acebron et al. 2012).
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6. abra: A sejtciklus és a kanonikus Wnt/ B-catenin szignalizacios utvonal kapcsolata. A képen a sejtciklus
szabalyozasanak sematikus rajza lathatd. A Whnt-jelatvitel a CenD indukcidjan keresztiil katalizallja a G1/S
atmentet. (Niehrs, Acebron et al., 2012 nyoman)

A Wnt, mint extracellularis szignalmolekula a Frizzled (Fzd) transzmembran
receptorhoz, és annak LRP6 koreceptorahoz kotddik (7. abra). Ennek hatasara a GSK3
(glikogén szintaz kinaz 3) gatlodik, amely nem tudja foszforilalni a B-catenint. Mivel a
foszforilacio a P-catenin proteoszomalis lebontasanak eléfeltétele, hianydban a
citoplazmatikus B-catenin koncentraci6 megné ¢és a sejtmagba jutva a molekula
transzkripcionalis koeffektorként szdmos célgén atirodasat szabalyozza majd. A célgének
kozé tartoz6 cmyc olyan transzkripcios faktort kodol, amely egyrészt erdsiti a G1 fazisban
szerepet jatszo ccnD expresszidjat, masrészt gatolja a p21/27-et. Abban az esetben, ha a B-
rakos megbetegedéseket okoznak (Niehrs, Acebron et al. 2012).

A Lef/Tcf osztalyba tartozo transzkripcios faktorok, igy a Lefl is, a kanonikus Wnt/ B-
catenin Utvonal terminalis effektorai, amelyek B-cateninhez kotédve aktivator transzkripios
komplexet képeznek. (B-catenin hianyaban a Tcf fehérjék Groucho represszorokhoz
kacsolodva, gatoljak a génexpressziot.) A Lefl sziikséges ahhoz, hogy a progenitor sejtek
fenn tudjék tartani az osztodasi képességiiket €s ezen keresztiil szerepet jatszik a szovetek

homeosztazisaban, megujulasaban (Valdivia, Young et al. 2011).



Fzd

s him| |Lrp6
1
1

(esk3)

TSC2 l l

=

mTOR ———>  EIF2B Cyclin D) —>» (CyclinE’ |- p21/p27 | c-myc B-cat Gli
|
&l TCF4
Ribosome .

Cyclinp  MitPSiS

S

e - 4 <
P G2 v
Cyclin D c-myc

7. abra: A Wnt/ B-catenin altal megvalosulé tobbszinti szabalyozas. A Wnt nem csak a cmyc-en és CcnD-n
keresztiil gyakorol hatast a sejtciklusra és a sejtnévekedésre. A képen lathatd, hogy a GSK3 gatlasan keresztiil,
egyrészt aktivalodik az mTOR is, amely szintén a sejtosztodas fenntartasaban jatszik szerepet, masrészt a p21/27
kiesik az aktivalas alol. (Niehrs és Aceborn, 2012 nyoman)

A Notch jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik a sejt-sejt kozotti kommunikacioban és a

sejtsorsok meghatarozasaban. A Notch olyan transzmembran receptor, amely ugyancsak

transzmembran szignalmolekulak (Delta, Jagged) kotése esetén szabalyozza a génexpresszios

aktivitast (8. abra).

Delta
(ligand

Notch
eceptor)

8. abra: A Notch- Delta szignalizaciés utvonal. A ligand
receptor kapcsolat  1étrejottekor a  Notch  extra- és
intracellularisan is hasitodik, aminek kovetkeztében a Notch
intracellularis doménje (Notch'“®) képes lesz bejutni a
sejtmagba. Itt a CSL transzkripciés faktorokhoz kapcsolddva
olyan gének atirodasat indukalja, amelyek a sejtet
differencialédasra késztetik. Notch hianyaban az atiras elmarad,
mert a Co-R- korepresszor és CSL kozott olyan kapcsolat
alakul ki, ami represszalja a géneket. (Lai, 2004 nyoman)

A Notch-utvonal altal aktivalt CBF1/Su(H)/LAG1

$3 cleavage

transzkripcids faktorok a CSL csaladba tartoznak. A

Notch jelatvitel hatasara, idegi szovetekben, olyan

Co-R (% Co-A I
€D [

ol

gének irddnak at, amelyek represszaljak a proneuralis
géneket és ezaltal csokkentik a progenitor sejtek
szamat illetve indukaljak a sejtek differenciaciojat

(Lai 2004).

Notch™"3-mediated
target activation

Default repression
by CSL
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Kutatdsaim soran arra kerestem valaszt, hogy van-e valamiféle kiilonbség az emlitett
faktorok expresszidos mintazatdban a homozigota TO mutans zebradanio larvak és vad
fenotipusu tarsaik kozott. Arra is kivancsi voltam, hogy a latokozpontban tapasztalt nagyfoka

apoptozis a hatassal van-e az allatok latasara és ezaltal viselkedésére.

Anyagok és Modszerek

A hal vonalak tartdsa és a mintdk fixdlasa

A zebrahalak tartasa és ivatasa standard laboratoriumi kortiilmények kozott zajlik 28,5
°C-on. Az embriok fenotipusos osztalyozasa a Standard Fejlédési tablazat (Standard
Developmental Chart) alapjan torténik (Kimmel et al., 1995). Az embriokat egy napos (dpf)
korukban a pigemntacio hatraltatasa céljabol feniltioureaval (PTU) kezeljiik, 2 dpf korukban
eltavolitjuk a chorion burkot és fixaljuk. A fixalashoz foszfat-pufferelt sdoldatban (Phosphate
Buffered Saline, PBS) oldott 4%-0s paraformaldehidben (PFA) taroljuk minimum 2 6ran
keresztiil. 4X5 perces PBS-20% Tween (PBST) oldatban térténé mosast kovetéen PBST és
felszallo metilalkoholsor keverékében 5-5 percig mossuk. Majd 100%-0s metanolban -20 °C-

on taroljuk.

Genomi DNS izoldldsa

Az embriokat kiilon-kiilon PCR csovekbe tessziik €s a metanolt teljesen leszivjuk,
majd 30 percig 37 °C-on széritjuk. Hozzdadunk 50 pl, 1x-es lizis puffert (50x-es lizis puffer
Osszetétele: 14,03 g KOH kristaly, 4 ml 0,5 M EDTA, kiegészitve 200 ml-re H20-val)
mindegyik cs6hoz, majd 30 percig 90 °C-on tartjuk. Megvarjuk, mig visszahiil
szobahdmérsékletiire és hozzaadunk 50 pl, 1x-es neutralizalé oldatot (50x-es neutralizald
oldat dsszetétele: 63,04 g TRIS HCI, kiegészitve 200 ml-re H20-val).

Géntérképezés
A mutaciokat hordozé halak megkeresése keresztezésekkel torténik. A hordozo halak

homozigota mutans embridinak PCR-es vizsgalatahoz kiillonb6z6 genomi markereket
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hasznalunk (ezek felsorolasat lasd késobb). Meghatarozzuk azokat a halparokat, amelyek
polimorfak a markerekre és a rekombinacios eseményeket 100%-ban mutatjdk. A DNS
termékek futtatasa 3%-0S TBE-t tartalmazé agar6z gélen torténik. (11 5x-6s TBE puffer
Osszetétele: 54 g Tris base; 27.5 g boric acid; 20 ml, 0.5 M, pH 8.0 EDTA.)

PCR
A reakcid6 elegy: 19,55 ul MQ H20, 2,5 ul 10x-es PCR Puffer, 0,75 ul MgCl2, 0,5 ul
primer, 0,5 pl 10 mM dNTP, 1,0 ul genomi DNS ¢és 0,2 ul Taq polimeraz (Invitrogen).

In situ hibridizacio

Az eljaras sordn a vizsgalni kivant géniink expresszios mintazata valik lathatova. A
folyamat soran a DNS-rél atirodd6 mRNS-hez olyan antiszensz RNS-t hibridizaltatunk,
amelynek az uraciljeihez egy digoxigenin csoport van koétve. Ezt kovetéen alkalikus foszfatot
tartalmaz6 anti-digoxigenin ellenanyagot adunk hozza, majd kiilonb6z6 kromogénnekkel
szinreakciot valtunk ki. Ilyen kromogén a BM Purple vagy a NBT- BCIP, amelyet az embriok
koratol fiiggéen alkalmazunk. A festddést kovetéen az embriokat PBST-ben mossuk, majd
posztfixaljuk 4%-0s PFA-ban, végiil 85%-0s glicerinben 4 °C-on taroljuk. A harom napos
folyamat elsé két napjan Shingo Maegawa protokollja alapjan, a harmadik naptdl pedig a
Thisse laboratorium protokollja alapjan jarunk el (Thisse és Thisse, 2008).

Viselkedésvizsgalat

A hallarvakat 6 dpf-os korukban kiilon-koéliin egy 4x6 lyuku talcara helyezziik, amely
embrio-médiumot tartalmaz. Ezt kovetden a talcdkat egy izolalt dobozba helyezziik €s egy
rogzitett kamera segitségével regisztraljuk a mozgasukat. A mozgas-mintazat kiertékelése
szamitogépen torténik. A megfigyelés soran az hallarvak 60 masodpercig (mp) vilagossagban

vannak, majd 30 mp-ig sotétben, ezt kovetden pedig ismét vilagosban.
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Eredmények

Az A25-6s mutdns vonal géntérképezése

Elékisérleteink soran mar megallapitottuk, hogy a muticié az 5-06s kapcsoltsagi
csoportban (linkage group — LG) talalhato, ami az 5. kromoszomanak felel meg. A VEGA
genomi adatbdzis alapjan (7. abra) 50.52 Mb (Megabazis) és 54.74 Mb kozé tehetd a mutacid
eléfordulasa, ugyanis az ezen poziciokban talalhaté markerek (z3516, illetve z3804) mutatnak
kozos 6roklodést a jelleggel, de az esetleges rekombinacios események mindig csak az egyik
marker esetében észlelhetoek.

A térképezés soran olyan primer parokat kerestem, amelyek a korabbi két vizsgalt
marker a z3516 és a z3804 kozott fordulnak elé és polimorfizmust mutatnak. A kisérletek
soran a z5538, z15211 ¢és a z36189 bizonyult megfelelének (9. abra). Ezen markerekre
specifikus primerekkel elvégzett PCR reakciok eredménye a 10. abran lathato. A képen
lathatd, hogy a mutans (M) fenotipust egyedek PCR terméke mindig egyetlen ,,als6* savként
jelenik meg a gélképen, (10. abra — A/1). Velik ellentétben a vad fenotipusu testvéreik
(siblings — S) PCR terméke vagy két vonalként jelenik meg (egy ,,als6“ és egy ,.fels6*), a
heterozigotak esetében (10. abra — A/6), vagy egyetlen ,.fels6“ vonalként, homozigéta vad
tipusdaknal (10. abra — A/8). Azokat a hordoz6 halakat, amelyek utddjait megvizsgalva, ilyen
a mutans és a nem-mutans embrid-gélképeket kapunk, adott markerre nézve ,,kikeresztezett*
(out-cross — OX) halaknak nevezziik. Azért fontos ezeknek a halparoknak az azonositasa,
mert csak ebben az esetben azonosithatdo egyértelmiien az Gsszes rekombinans esemény ¢€s

ennél fogva térképezéshez csak ezek hasznalhatoak.

MGH
3/142 16/306
60.9 cM 64.4 cM
‘\ S— | X +— LGS
z3516 25538 z15211 236189 z3804
50.52 Mb 51.26 Mb 51.43 Mb 51.71 Mb 54.74 Mb
VEGA

9. abra: Az 5. kromoszoma (LG5) vizsgalt szakaszanak vazlatos rajza, a vizsgalt markerekkel, illetve azok
helyzetével. A Vega adatbazisban a markerek kromoszoman elfoglalt fizikai helyzete talalhato, az MGH
adatbazis pedig a genetikai tavolsagokat mutatja meg. A z36189 esetében 142 vizsgalt meiotikus eseménybdl
haromban talaltam rekombinaciot, mig a z3804-nél 306 meiodzis soran 16 rekombinacid kovetkezett be (zolddel
jelolve). A mutacio feltételezett helye a kromoszoman pirossal van jelolve.
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Polimorf markerek azonositdsa utan genetikai térképezésbe kezdtem, olyan mutans

egyedeket keresve, ahol a mutacio és a vizsgalt markerek kozt rekombinacid figyelhetd meg

(vagyis ,,also® és ,,fels6™ sav egyarant megfigyelhetd a mutans embri6 PCR termékében).

ISMSMS MSM SMS

S MSMS M SMSMS

8 9 10 11
SM S MS

10. 4bra: Kiilonb6zé térképezési markerek
felhasznalasaval késziilt PCR reakciok eredménye
A) z3804, a képen jol lathato, hogy a 7-es és 15-6s
mutans rekombinans volt erre a markerre nézve. (R-
Rekombinans pirossal bekeretezve) B) z3516, ebben
az esetben is jol lathaté a polimorfizmus csak gy
mint a C) z36189 D) z5538 és az E) z15211 esetében.
(M-Mutans, S- Nem-mutans (Sibling))
Osszeségében 71 embriot, azaz 142 meidzist
vizsgalva, a z36189 esetében harom
rekombinanst talaltam, mig a z3804-nél 306
meidzisra 16 rekombinans esemény jutott (9.
abra). Mivel az igy szamolt genetikai tavolsag
(5.23 cM) nagyobb, mint a két marker kozti
Ossztavolsag (3.5 cM) tovabbi embriok
vizsgélata sziikkséges a muticid pontos
helyzetének megallapitdsdhoz. Annyi azonban
kijelenthetd, hogy a mutacionk lényegesen
kozelebb talalhat6 a z36189-hez. E két marker
kozotti tavolsag 3.03 Mb, ami a teljes genom

(1412.47 Mb) méretéhez viszonyitva, annak

nagyjabol a 0.212%-at teszi ki. A lesziikitett régi6 tartomanya koriilbeliil 60 darab gént foglal

magaba. Megvizsgalva a régioban taldhatd géneket a http://www.ensembl.org/ illetve a

http://zfin.org/ adatbazisok segitségével

mutat a szemben illetve a tectumban

azt taldltam , hogy néhany koziilok expressziot

(példaul a zgc:19480, rad51d, slc01f). Ezért

elképzelhetd, hogy a mutacido ezen gének valamelyikét érintette. Sajnos a legtobb génrdl

adatok nem allanak rendelkezésre, ezért a teriilet tovabbi sziikitése mindenképpen célszerti.
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Az A6-os mutdns vonal térképezése

Az Ab6-os vonal a mutaciot a 18-as kapcsoltsagi csoportban hordozza. A korabbi
kisérletek eredményei alapjan a mutacié valdsziniisitheté helye a z7256-as és z10008-as
markerek kozott talalhaté. Kutatasaim soran elsGsorban itt is olyan markercket kerestem,
amelyek ezen két marker kozott illetve a kornyezetiikben fordulnak elé és polimorfizmust
mutatnak. Sajnos a megvizsgalt szamos marker (fe26b05, fc26b06, fc12d04.x1, fj34d08.x1,
fi47b03.x1, fc19g05.x1, fd59e05, z24232, fl13d12, fj87f12, fb54902) koziil egy sem
bizonyult megfelelének, illetve az altalam vizsgalt halpar a z10008-as markerre is
monomorfnak bizonyult. A térképezés sordn 96 mutans egyedet vizsgaltam meg és a 192
meiotikus eseménybdl a z7256-os marker esetében 4 esetben tortént rekombinacio (z7256:
4/192). Ezt a korabbi eredményekkel Osszegezve (z7256: 6/412; z10008: 9/424), arra a
megallapitasra jutottam, hogy a mutéci6 el6fordulasa nagyjabol a két marker altal kozrefogott
teriilet kozéppontjaba esik (11. abra). A z7256-05 marker 42.1 cM-nél talalhat6. A
rekombinansok és a meiotikus események aranyabol szamolt térképtavolsag 1,65 cM-nek
adodott, igy a mutacio valosziniisithetd helye ez alapjan 43.75 cM. A z10008-as marker
esetében a szamolt térképtavolsag 2.12 cM, tehat a mutdcid becsiilt helye 42.08 cM. Tehat
ezen eredményeket atlagolva a mutacid eléforduldsdnak valdsziniisithetd intervalluma 42.9

cM kornyékére tehetd. A két vizsgalt marker kozotti intervallum a http://www.ensembl.org/

adatok alapjan 11,26 Mb, ami a teljes genomnak a 0,797%-at teszi ki. Mivel ez a régid igen
nagy és koriilbeliil 110 gént tartalmaz, ezért a mutacié pontosabb helyének meghatarozasa

csak tovabbi markerek felhasznalasaval lehetséges.

MGH

4/192

6/412 9/424

42.1 cM 442 cM
' 429 cM
I | LGI18

z7256 210008

20.27 Mb 30.46 Mb
VEGA

11. abra: Az 18. kromoszéma (LG18) vizsgalt szakaszanak vazlatos rajza, a vizsgalt markerekkel, illetve
azok helyzetével. MGH- a markerek genetikai tavolsagat mutatja meg a kromoszéman. VEGA- a markerek fizikai
helyzetét mutatja meg a kromoszoman. Piros szinnel az altalam gyijtdtt eredmény, kék szinnel a korabbi
eredmények vannak jelolve. A zdlddel jelolt sav a mutacio eléfordulasanak intervallumat jelzi.
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A sejtciklusban és sejtproliferdacioban szerepet jatszo gének expresszios mintazatanak

vizsgalata A25-is és A4-es mutdns és vad fenotipusu egyedekben

Az in situ hibridizacié soran a cmyc, a ccnD1, a lefl és a notch5 expressziojat
vizsgaltuk két napos mutdns és nem-mutans embridkban. A cmyc és a ccnD1 gének a
sejtciklus normalis miikddésének a fenntartasdban, a sejtproliferacioban €s a novekedésben
expressziot mutatnak. Megfigyelheté ugyanakkor, hogy vad fenotipusu egyedekben ezen
gének nagyobb mértékben fejezddtek ki, mint a mutansokban. A 12. abra A-E, 13. abra A-E
illetce a 14. abra A-D képét 6sszehasonlitva lathatd, hogy mind az A4-es, az A25-0s és az A6-
0s vonalak esetében lecsokkent a ccnD1 expresszidja @ mutans egyedekben, esetenként az
expresszios domének egyes részei hianyoznak. Hasonléan szembetiing a kiilonbség a mutans

¢s nem-mutans embriok kozt a cmyc esetében is (12. abra B-F, 13. abra B-F, 14. abra B-E).

cenD1 cmyc lefl notch5
| a C. |
1 ‘ G. |

12.abra: A cmyc, a ccnD1, a lefl és a notch5 expressziés mintazata 2dpf Ad4-es mutans és vad
fenotipusu egyedekben. Az A-D képeken a nem-mutans (sib) egyedek lathatéak, mig az E-H képeken a
mutans egyedek vannak. Mindegyik mutans esetében jol megfigyelhetd az adott gén expresszios szintjének
csokkenése a nem mutans egyedekéhez képest.

A4 sib

A4 mut
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cenD1 cmyc lefl notch5

A2S5 sib

A25 mut

13. abra: A cmyc, a ccnD1, a lefl és a notch5 expressziés mintazata 2dpf A25-6s mutans és vad fenotipusu
egyedekben. Az A-D képeken a nem-mutans (sib) egyedek lathatoak, mig az E-H képeken a mutans egyedek
vannak. Mindegyik mutdns esetében jol megfigyelheté az adott gén expresszios szintjének csokkenése a nem

mutans egyedekéhez képest.

cenD1 cmyc lef]

A6 sib

A6 mut

14. abra: A cmyc, a ccnD1 és a lefl expressziés mintazata 2dpf A6-0S mutins és vad fenotipusi
egyedekben. Az A-C képeken a nem-mutans (sib) egyedek lathatoak, mig az D-F képeken a mutans egyedek
vannak. Mindegyik mutans esetében jol megfigyelhetd az adott gén expresszids szintjének szignifikans

csokkenése.

Az in situ hibridizaciés kisérletek soran a lefl és notch5 génnek is megvizsgaltam a
kifejez6dését. A lefl fontos effektora a Wnt-jelatvitelnek, igy szerepe van a sejtproliferacio
fenntartasaban is. A vad fenotipust egyedekben a lefl expresszidja szinte a teljes TO-t lefedi
(12.4bra C, 13. abra C, 14. abra C), a mutansoknal (12. abra G, 13. abra G, 14. abra F) a lefl
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megnyilvanulasa inkabb csak egy Kisebb tertiletre korlatozodik. Azt is megfigyeltem, hogy a
Notch-receptort kodold notch5 nem-mutans embriokkal ellentétben, a mutans embriok a TO-
aban szinte egyaltalan nem expresszalodik (12. abra H, 13. abra H), eléfordulasa inkabb csak

a cerebellum ¢és TO talalkozasi helyére szoritkozik.

Az A25-0s és A4-es mutdns és vad fenotipusu halak viselkedésvizsgalata

A vizsgalatok soran arra voltunk kivancsiak, hogy ezek a mutans halak a TO-ban
végbemend apoptozis ellenére képesek-e érzékelni a kdrnyezet fényintenzitasanak valtozasait.
A kisérlethez hat napos (6 dpf) hallarvakat hasznaltunk fel, melyeket egyenként helyeztiink el
egy 24 lyukt lemezen (15. abra). Az automatizalt viselkedési teszt soran a halak mozgasat
vizsgaltuk megvilagitas és elsotétités hatasara. A lemezek felsé két soraban (,,a” és ,,b”)
minden esetben mutans embriok vannak, mig az als6 két sorban (,,c” és ,,d”) mindig vad
tipusu embriok taldlhatdoak. A megfigyelés soran az embriokat 60 mp-ig vildgossdgban
hagytuk (15. abra A,B és F,G). Ebben az allapotban a hallarvak tobbsége nyugodt, mozgas
csak néhany esetben detektalhato foleg a nem-mutansok esetében. (Ez alol kivétel az A kép
a/l és F kép a/l, ahol két mutans hal erételjes mozgast mutat. Ha tovabb nézziik, a képeket
észrevehetjiik, hogy ezek az egyedek minden képen mozognak, tehat a mozgast nem a fény
intenzitasanak valtozasa idézte elG.)

Egy perc utdn elsotétitettilk a teret 30 mp-re, az ekkor végbemend valtozasokat
figyelhetjik meg a C és H paneleken. Lathatjuk, hogy az A25-0s halak esetében szinte
kizarolag a vad fenotipusuak kezdtek el iszkalni, és az A4-es halaknal is 1ényeges kiilonbség
fedezheté fel a mutansok és nem-mutdnsok helyvaltoztatdsa kozott. A kisérlet 90.
masodpercénél ujbol felkapcsoltuk a fényt, aminek a hatdsara a mozgasok megmaradtak, s
csak az id6 elére haladasaval kezdtek a larvak megnyugodni és csokkeni kezdett az
aktivitasuk. A kisérlet eredményeibdl nem lehet egyértelmiien kijelenteni, hogy ezek a mutans
halak teljes mértékben képtelenek érzékelni a kornyezet fényintenzitas valtozasait, de azt

mindenképpen elmondhatjuk, hogy vad tarsaikhoz képest kevéssé képesek ra.
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15. 4abra: ,Ad4%-es és ,A25%-0s
mutans és vad fenotipusu hallarvak
mozgasanak monitorozasa
fényintenzitas valtoztatasa mellett.
Az els6 oszlopban az ,,A4“-es, a

masodik oszlopban az ,,A25“-0s
hallarvak lathatoak, a lemezeken
mindegyik piros korben egy-egy
egyeddel. Az ,a” és ,b” sorokban

minden esetben mutins (mut), mig a
¢ és ,,d” sorokban nem-mutans, vad
fenotipusu (sib) egyedek vannak. A
tablazat mellett az eltelt id6 lathato
masodpercben (sec), illetve az oldalsé
oszlop jeldli, hogy adott
idoperiodusban a halak vilagosban
(fehér vonal), vagy so6tétben (fekete
vonal) voltak.
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Konkluzio

A Kkisérleteink soran megallapithatd, hogy a vizsgalt mutacionk valdszintisithetd
helyzete az A25-6s vonal esetében az LG5 51.71 és 54.74 Mb ko6zé esik, mig az A6-os mutans
vonal esetében az LG18 42.9 Mb kozelében talalhato. Tovabba elmondhatjuk, hogy a TO
gének expresszidja lecsokkent. Az nem egyértelmii, hogy a csokkenés a proliferativ régiot
érintd intenziv apoptdzisbol ered, vagy a mutaco esetleg a Wnt/B-catenin utvonalat érinti és az
ebbdl adodd defektus az, amely ezt az expressziés mintazatot alakitja ki, ezt késObbi
kisérletek donthetik csak el. Végiil megfigyeltiik, hogy a mutans egyedek vizualis képességei

Iényegesen gyengébbek, mint a nem-muténs tarsaiké.

Tervezett Kisérletek

Tovabbi markerek felhasznalasaval megprobalom még jobban sziikiteni a mutacio
eléfordulasanak az intervallumat mind az A25-6s és az A6-os mutidns vonalak esetében.
Megvizsgalom a lehetséges gének expresszidos mintazatat a Zebrafish Information Network
(ZFIN) adatbazis segitségével (http://zfin.org). Abban az esetben, ha az egyik gén
expresszalodik a TO-ban, akkor klonozom a cDNS-ét és megszekvenalva ellen6rzom, hogy a
mutansokban nem hordoz-e missense mutaciokat. llyen mutaciok azonositasa esetén, a
génemre antiszensz morfolino oligonukleotidot terveznék, amely beinjektdlva meggatolja a
transzlaciot a génemrél. Ha az igy kezelt embriok hasonld fenotipust mutatnak,
megallapithatdo, hogy valoban a vizsgilt gén mutans allélja felelds a fenotipusért. A
tovabbiakban ezek a funkciondlis knockout mutansok segithetnek feltdrni a TO mutacid
hatterét.

Mindezek mellett tervezem tovabbi sejtciklust és sejtproliferaciot szabalyozd gének,

példaul a her4, deltaA, axin2 expresszids mintazatanak vizsgalatat.
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Osszefoglalas

A kifejlett szervezet szoveteinek novekedése, a benniik elpusztult sejtek potlasa az
Ossejtbiologia kozponti kérdései kozé tartozik. Ennek megfelelden felfedezésiik ota kitiintetett
figyelem Ovezi az emlitett folyamatokban fontos szerepet jatszo felndtt Ossejteket. A
zebradanio (Danio rerio) tectum opticuma (TO-a) a hal élete soran folyamatosan novekszik a
medioposzterior szélein fellelhetd Ossejteknek kdszonhetden. Mivel a fejlodo larvakban ezek
a sejtek kozvetelniil az epidermisz alatt helyezkednek el, idedlis idegi Ossejtmodellként
hasznalhatjuk Oket. A csoportunkban folyd munka célja a TO &ssejt-niche normalis

miikodésében fontos gének jellemzése.

Kutatasaim soran olyan mutans vonalakkal foglalkoztam, amelyeknél két napos
komplementacids analizissel bebizonyitottuk, hogy a mutacidk ugyanazon génnek a
kiilonboz6 alléljai az A25-6s, Ad-es és G38-as mutansok esetében. Igy a késSbbiekben csak
az A25-6s illetve az A6-os csalad térképezését végeztem el, meghatarozva a mutaciot magaba

foglald kromoszoma intervallumot.

Ezzel parhuzamosan in situ hibridizacios festésekkel kimutattam, hogy a sejtciklusban,
a proliferacioban és a sejtsors meghatarozasaban kulcsfontossagii gének expresszidja a

mutansokban lecsokkent.

Végiil fényérzékelést vizsgald viselkedési teszteket végeztem, bebizonyitva, hogy a mutansok

nem képesek érzékelni a kornyezetiikben végbemend fényintenzitas valtozasokat.
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Abstract

Research into tissue development and renewal is a key area of interest for
developmental biologists today. In zebrafish (Danio rerio), as in other Teleosts that grow
continuously throughout their life, the main organs, including the brain, generate and
incorporate new cells continuously. The growth of the main processing center of visual
information in fish, the Optic Tectum (OT) is the result of continuous divisions of neural
stem cells. In 2 days old zebrafish larvae these stem cells can be found in the epithelial layer
of medioposterior tectum, close to the dorsal surface, making them ideal for in vivo

observations.

The goal of my research project is the identification and characterization of factors that
regulate the survival and proliferation of neural stem cells in the optic tectum (OT). In our
laboratory we have a collection of mutants that show pronounced apoptosis in the
proliferative zone of the OT at 2 days post fertilization (dpf). In order to understand the
genetic causes behind this phenotype | performed genetic fine mapping for two of the genes.
One of them maps to linkage group (LG) 5 (we have three alleles (A25, A4, G38) of this gene
as shown by complementation analysis); whereas the other gene to LG 18 (a single allele is
available in this case). With the help of specific genetic markers | was able to narrow down

the genomic regions where the mutations likely occur.

I’ve also performed a series of in situ hybridization experiments, to characterize the
expression of key patterning genes in homozygous mutant embryos. My results show that the
expression level of key cell cycle regulators is reduced, and the components of the canonical
Whnt- and Notch-signaling pathways also show impaired expression.

As the OT is the centre of processing for visual information in zebrafish, we wanted to
test how much the mutant larvae can perceive from the surrounding world. Therefore we
carried out a behavioral essay, to test the visual capabilities of the mutant lines. These
experiments demonstrated that homozygous mutant embryos are less capable in perceiving

sudden changes in light intensity than their siblings.
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Szerzoi hozzajarulas

1. Az A25-6s mutans vonal géntérképezése soran kiilonb6zo, polimorfnak bizonytlt markerek
segitségével lesziikitettem a mutacid eléfordulasanak lehetséges helyét LG5 50.52 Mb és
54.74 Mb koz¢é. Az A6-os mutans vonal géntérképezése soran, a korabbi adatokat
felhasznalva a mutacio eldforduldsanak helyét LG18 42.9 Mb magéba foglald 2 Mb nagysagu

intervallumra becstultem.

2. In situ hibridizacioval megvizsgaltam a cmyc, ccnD1, lefl és notch5 gének expresszios
mintazatat az A25-0s, az A6-0s és az Ad-es mutans és nem- mutans embridkban és
altalanosan azt tapasztaltam, hogy a mutans embrokban az emlitett gének megnyilvanulasa

alacsonyabb, mint a nem-mutans embridkban.

3. Az A25-6s és az Ad-es mutans és nem-mutans egyedekkel viselkedés vizsgalatot végeztem
el, aminek soran lathatova valt, hogy mindkét vonal esetében a mutans egyedek kevésbé

érzékenyek a kdrnyezet fényintenzitdsanak valtozasara.
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