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Roviditések jegyzeke
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CSD
Cypl9
dpf
Egfp
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ESD
GSD
ML
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PSD
SD
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Vasa
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Ziwi

Héziasitott zebradanio vonal

Chromosomal Sex Determination (Kromoszoma altali ivar meghatarozas)
Ivarszervi aromataz enzim

days post-fertilization (a megtermékenyitéstdl eltelt id6 napokban mérve)
Enhanced Green Fluorescent Protein (Zold fluoreszcens fehérje)

Early Larval (korai larvakori)

Environmental Sex Determination (Kérnyezeti ivarmeghatarozas)
Genetic Sex Determination (Genetikai ivarmeghatarozas)

Mid Larval (k6zép larvakori)

Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcid)

Primordial Germ Cell (Primordialis Oscsira sejt)

Polygenic Sex Determination (T6bb gén altali ivarmeghatarozas)

Sex Determination (lvarmeghatarozas)

SRY-Box Transcription Factor 9 (Transzkripcios faktor fehérjét
kodol6 gén)

Sex Determining Region Y (az ivart meghatarozé gén emldsokben)

Temperature-based Sex Determination (Homérséklet altali
ivarmeghatarozas)

Ultraviolet (ibolyantuli)

DEAD box polypeptide 4 (az ivarok kialakulasaban résztvevé RNS kot6 és
RNS helikaz aktivitassal rendelkezd fehérje)

weeks post-fertilization (a megtermékenyitéstdl eltelt id6 hetekben mérve)

piwi-like RNA-mediated gene silencing 1(az ivarsejtek képzéseben

résztvevo fehérje)



1. Bevezetés és célkituzeés

A zebradanié korunk egyik legnépszeriibb modell organizmusa (Wixon, 2000). Ezt az
Azsiabol szarmazo kisméretti, édesvizi diszhalat - melyet a magyar szarmazasi George
Streisinger valasztott ki kisérleti célokra - napjainkban laboratériumok szazaiban hasznaljak.
A zebradanio szamos olyan kedvez6 tulajdonsaggal rendelkezik, amelyek kiemelked6
gerinces modellé teszik. Ilyen tulajdonségai: (i) rovid generacids id6tartam (&tlagosan négy
honap); (ii) kiils6 megtermékenyités; (iii) szaporasag: egyszerre tobb szaz utédot hoz létre;
(iv) viszonylag korai ivarérés és (v) a genom konzervalt volta (az emberben meglévd
orokletes genetikai megbetegedéseket okozo gének nagy része a zebradanié genomjaban is
megtalalhatd (Dooley & Zon, 2000). Mivel az embridk atlatszo ikraburokban fejlédnek és
konnyen manipulalhatok, ezért lehetdvé valik szamos o6roklédé emberi betegség

modellezése és tanulmanyozasa (Lu és mtsai., 2020; Wang és mtsai., 2021).

-7z

Ezen nem teljesen megértett folyamatok kozé tartoznak a két ivart kialakitd6 mechanizmusok
is. A haziasitas soran tobb zebradanié vonal elvesztette azon tulajdonsagat, miszerint a
nemuket ivari kromoszomak hatarozzak meg (‘Chromosomal Sex Determination’, réviden
CSD). Ezekben a vonalakban az ivart feltehetéen egy poligénes rendszer hatarozza meg
("Polygenic Sex Determination’, réviden PSD) (Liew & Orban, 2014; Wilson és mtsai.,
2014). A him ivar kialakulasa soran lezajlik egy un. ‘ivarszerv atfordulas’, melynek sordn a
késébbi himekben eldszor kialakul egy fejletlen petefészek kezdemény (angolul: ‘juvenile
ovary’), mely késébb herévé fordul at (Liew és mtsai., 2012). Ma mér azt is tudjuk, hogy
tobb kornyezeti tényez6 is képes befolyasolni az ivarok kialakuldsat. Az ivarszerv
kialakuldsa sorén alkalmazott hokezelés példaul képes drasztikusan eltolni az ivararanyt a
himek irdnyaba (Ribas és mtsai., 2017). Ezen folyamatok komplexitasa megneheziti, hogy

tobbet feltarjunk a folyamatokbol, amik kialakitjak az ivarszerveket.

A keszthelyi Elvonal Halgenomikai Kutatocsoportban, a zebradanio ivarat kialakitd
mechanizmusok minél részletesebb megeértése érdekében, tobb modszerrel is végzink
kutatasokat. Egyike ezeknek az €16 egyedekben torténd ivarszervek fejlédésének vizsgalata
mikroszkop hasznélataval. Az eszkdz, aminek segitségével detektalhatjuk az ivarszervek
kialakulasét, a tg[vasa::egfp] zebradanio vonal (Krgvel & Olsen, 2002). Ennek sajatosséga,

hogy az ivarszervekben (foként a petefészekben) expresszalddo ivar-specifikus markert, a



vasa gént fuzionaltak az an. z6ld fluoreszcens fehérjével (‘enhanced green fluorescent
protein’, Egfp), amely kék fény hatésara jelet bocsat ki. Ez jelent6sen megkonnyiti ugyan az
ivarszerv fejlédésénck vizsgalatat, azonban a jel er6sséget s annak érzékelését nagyban
lecsokkenti a fajra jellemz6 pigmentaltsag. A zebradanio szervezetében harom jelentOs
pigment tipus taldlhaté meg (Rawls és mtsai., 2001). Ezek kozil a fekete és reflektiv
pigmentek azok, amelyek a jellel interferalva lényegesen csokkentik annak eréssegéet. Annak
érdekében, hogy ezt a zavard hatast csokkentsik és a jelet erdsitsiik, kidolgoztunk egy korai
szelekcios eljarast az ivar-specifikusan kifejez6d6 transzgen atvitelére egy atlatszo
fenotipust, kettds pigment mutans vonalba. Ennek a casper vonalnak a sajatossaga, hogy a
dupla mutacio miatt az egyedek szervezetében nem termelédnek a fenti pigmentek (White
és mtsai., 2008). A transzgennek a vonalba torténé introgresszioja feltehetden jelentésen
noveli a petefészekbdl érkezé jel intenzitasat. Igy részletesebb megfigyeléseket tehetiink

majd, és ezéltal jobban megértjik az ivarszervek kialakuldsanak részleteit.

Célkitiizések

Munkam soran a céljaim a kovetkezok voltak:

- lvar-specifikusan megnyilvanulé marker bevitele egy atlatsz6 vonalba, annak
érdekében, hogy a pigmentacio ne zavarja az ivarszervbdl érkez6 fluoreszcens jelet;

- Pigmentaltsdg és transzgén jelenléte alapjan torténé korai szelekcios eljaras
kidolgozasa;

- Az igy kialakitott atlatszo, homozigota transzgénikus zebradanid vonal alapszintii
jellemzése;

- Az (jonnan létrehozott vonal genomjanak szekvendlasa, a transzgént hatéarold

genomi régiok meghatarozasara.

Hosszabb tavon:

- Olyan PCR reakcié beallitasa, mellyel a potencialis sziilokben a transzgén
kopiaszdma ivarérés elott tesztelhetd

- A zebradanio ivarét kialakitd tényezok melyebb és részletesebb megismerése,
esetlegesen az érintett gének kozul néhany ortoldgjanak alapszintii analizise egyes

haszonhalak genomjaban



2. lrodalmi attekintés

2.1. A zebradanié bemutatasa

2.1.1. A faj altalanos bemutatasa

A zebradanié [Danio rerio, Hamilton 1822] korunk egyik legnépszeriibb modell
organizmusa. A ponytfélék csaladjaba tartozo édesvizi faj, a Dél-Azsiai Himalaja kornyéki
régiobol szarmazik, elsésorban Banglades, Pakisztan és India lassu vizfolyasaiban talalhato
meg. Foleg rovarlarvaval, féreggel és apré rakokkal taplalkozik. A Kkifejlett egyedek
testhossza 5-6 cm (1. abra), élettartamuk laboratériumi koriilmények kozott maximum két-
harom év. A jellegzetes csikos megjelenésiiket, amirdl a neviiket is kaptak a szervezetiikben

megtalalhat6é pigmentsejtek adjak (Wixon, 2000).

Tejes (him)

Ikras (n6stény)

l.4bra: A zebradanié esetében markans ivari dimorfizmus figyelheté meg. A
himek teste torpedd alaku, elnyult és arany barnas szinezetiiek. A ndstények inkabb
ezustosek, has tajékuk kerekded és egy ivari (analis) papillat is megfigyelhetiink Uszas
kozben a klodka tajékan. (Fot6: Sarah M. Zala, University of Veterinary
Medicine, Vienna)

2.1.2. A zebradanio egyedfejlodése

A zebradadnié egyedfejlédése soran szamos atalaku lason megy keresztil az elsé
sejtosztddastdl az ivarérésig, amely négy életszakaszra oszthatd: (i) embrid; (ii) larva; (iii)

juvenilis; és (iv) kifejlett feln6tt allat (2. abra).

e Embrio
Ez a szakasz a megtermékenyitést6l a kikelésig tart (kb. 2-3 nap), amelyre a sejtosztodasok
és sejtvandorlasok sorozata jellemz6. Hét kiilonboz6 stadiumot kiilonbozetiink meg, melyek

mindegyikében jellegzetes valtozasok torténnek (Kimmel és mitsai.,, 1995). Ezek a



kovetkezoek: ‘zygote period’, ’cleavage period’, ’blastula period’, ’gastrula period’,
’segmentation period’, *pharyngula period’, és végul *hatching period’ (kelés).
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! ! | !
Embrié | Larva ! Juvenilis : Felnétt
0 ~3 dpf ~24 dpf ~120 dpf Kor (dpf)
0,7 3,5 10 18 Atlagos hossz (mm)
Embriogenezis hét Szajnyilas és kerek Pikkelyezettség és Masodlagos nemi jellegek,
fazisra bonthatd farokuszé kezdemény végleges farokusszd ivari papillak megjelenése

2.4bra: A zebradanio egyedfejlodése négy 6 életszakaszra oszthato.
Az egyes stadiumok fobb jellemz6i az abra aljan vannak feltiintetve. A zebradanio ivarat
kialakit6 folyamatok z6me a masodik szakasz végén és a harmadikban jatszédnak le. (Forrés:
(Levraud és mtsai., 2014) modositva)

e Larva
Ez a stadium korllbeliil a masodik naptdl kezdddik (a kelést6l fiiggben) és 24 nappal a
megtermékenyiilést kovetden (‘days post-fertilization’, azaz dpf) tart. A kikelést kovetden
az egyedek mozgasa beindul. Az 5 dpf-es korban a szajnyilas is megjelenik és a larvak
taplalkozni kezdenek. A larvak nem rendelkeznek a végleges farokuszdéval csak egy

ugynevezett *fin fold” segiti az Uszésukat és nincsenek pikkelyek sem a testikon (2.4bra).

e |vadék és ndvendék (‘juvenile”) kor
Erre a korra jellemz6 a teljes pikkelyezettség kialakulasa, valamint a végleges farokdszé
megjelenése, azonban a két ivar még nem valaszthatd szét fenotipusos jellegek alapjan.

Altalaban egy honapos kortdl 3-4 honapos korig sorolhatok ebbe a kategoriaba a fiatal halak.

e Felnott kor
A felnétt kort (4 month post-fertilization, azaz mpf) elérve az egyedek szaporodasra készek.
Az ivarszervek is teljes mértékben kialakultak és a halakon latszodnak azok a masodlagos

testi jellegek, amiknek kdszonhetden felismerhet6 a két ivar (1. dbra). A himek ebben a



korban mar megnyult testliek, torpedora hasonlitanak és egyes vonalakban sargés vagy
fémes arnyalatlak. Jellemz6 rajuk, hogy rendkiviil gyorsan képesek tiszni, az uszasi mintazat
alapjan ki lehet valasztani a legjobb himeket. A néstények szervezete nem ennyire elnyujtott.
A hasuk tajékan kerekded, ami minden irdnybol jol megfigyelhetd. A ndstények kloakaja
elétt helyezkedik el az un. anélis papilla, mely sajnos csak a vizben és csak nyugalomban
levé egyedeken lathatd. Az ivari dimorfizmus mértéke vonalanként eltérd, egyes esetekben
kifejez6 és konnyen felismerhetd, masutt csak nehezen észrevehet6. Mivel a dimorfizmus
vizudlisan is lathatd jegyei csak Kifejlett egyedeken észlelhet6k, ezért fiatalabb egyedek

esetében sokszor nem tudjuk biztonsaggal megkiilonbodztetni a két ivart.

2.2. A gerincesek ivarat kialakito mechanizmusok

Az €16 szervezetekben az ivar meghatarozasa es kialakuldsa egy rendkivil 0Osszetett
folyamat, melyre a fajokban valtozatos stratégiak alakultak ki az evolucié soran (Morrish &
Sinclair, 2002). A folyamat, amely soran egy egyednek kifejlédik a neme egy olyan komplex
és eseteként gyonyori folyamat, ami évtizedek oOta foglalkoztatja a kutatokat. Szdmos
kutatas iranyult mar arra, hogy feltarjak ezeket a folyamatokat, azonban bizonyos fajokban
tovabbra se tudunk valaszokat adni. Az ivarok fejlédése és a szaporodas egy olyan folyamat,
ami kulcsfontossagu egy faj fejlédése szempontjabol. Szamos olyan ehhez kothetd betegség
van, ami el6fordul az emberekben. Ezért is fontos, hogy vizsgaljuk az ivar kialakulasat.
Illetve a kutatds masik fontos szerepe a gazdasagi jelentdsége. Gazdasagi halfajaink egy
részének esetében szintén fontos, hogy ivart kialakito és fenntart6 mechanizmusok ismerete,
mert a nemek kozott novekedési erélylikben vagy a fert6z6 betegségekre adott valasz
tekintetében komoly eltérések lehetnek (Campbell és mtsai., 2021)

Azt az eseményt, amikor egy egyed neme eldél, ivari determinacionak (angolul ’Sex
Determination’, azaz SD) nevezzlik. Az esetiinkben ez attél fligg, hogy milyen kromoszomat
Oroklink az apatol. Az emberi fajban a him a heterogametikus, azaz két kiilonbb6z6 ivari
kromoszomat (X/Y) tartalmaz0, ivar. Az utddok akkor lesznek himek, ha az apatol az Y
kromoszomat 6rokoljuk. Az ok, amiért az Y kromoszéma jelenléte a him ivarhoz vezet az,
hogy ezen a kromoszoman helyezkedik el a him ivart meghatarozo gén, a Sry (Hawkins,
1993). A madarak esetében az ivart ZW/ZZ ivari kromoszomalis rendszer alakitja ki (Smith
& Smith, 2010). Itt a him ivar (ZZ) a homogametikus nem. Az emlésokkel ellentétben a

madaraknal, ahol a toj6 a heterogametikus ivar (Z/W) nem tapasztalhatjuk az Sry gén



jelenlétét. A madarak esetében is tobb gént vizsgaltak, keresve azokat a géneket, melyek
kialakitjak az ivarokat és specifikusan hatnak egy ivarra. A kutatasok azt bizonyitottak, hogy
a dmrtl gén megemelkedett expesszios szintje a him ivarnak kedvez. Jelenleg, ezt a gént
tartjak a f6 ivar kialakité génnek. A dmrtl célzott Kilitése a néi ivar iranyaba torténd
eltolddast eredményezett, igazolva a felvetést, miszerint ez a gén a f6 faktor, ami a him ivart

kialakitja.

Az emldsokkel és madarakkal ellentétben bizonyos hiillék esetében az ivarra a legnagyobb
hatast a hdmérséklet gyakorolja. A hémérséklet indukalta ivar meghatarozas (" Temperature-
based Sex Determination’, azaz TSD) megfigyelheté tekndsokben, gyikokban és
krokodilokban egyarant (Warner & Shine, 2008). A homérséklet mellett a hiillékben fontos
faktor az ivarmeghatarozasban a szteroid hormonok jelenléte, killéndsen az 6sztrogéné, mely
képes feliilirni a hdmérséklet hatasat. Korabbi injektalason alapul6 kisérletek azt igazoltak,
hogy az aromataz enzim kulcs szerepet jatszik a hdmérséklet altali ivar meghatarozasban. A
magyarazat erre az, hogy az enzim képes a tesztoszteront atalakitani 6sztrogéné. Az ilyen
ivar meghatarozasi rendszerben két hdmérsékleti szélsOséget lehet elkiiloniteni, olyan
hémérséklet, ami a ndi ivarnak, és olyan, ami a him ivar kialakuldsanak kedvez. Magas
hémérsékleten az 6sztrogén szint emelkedik, aminek kovetkezménye a ndi ivar kifejlodése,
ekkor a here-specifikus gének expresszidja gatolt. Ha a hémérsékleti érték a him ivar
kialakulasanak kedvez, akkor az Osztrogén termelés gatlodik, a mar koradbban emlitett

faktorok expresszidja pedig megemelkedik.

A halak esetében fajtol fiiggéen mindkeét nem lehet heterogametikus, sot talalunk fajokat is,
amelyekben az ivart tobb kromoszéma hatarozza meg. Ugyanakkor nem minden fajban
sziikségszerli az ivari kromoszomapar létezése, s6t léteznek fajok kiilonboz6 formaju
hermafroditizmussal is, ahol nincs klasszikus értelemben vett ivar meghatarozas. A fentiek
miatt az ivart kialakito tényezOk kutatasa komplex feladat, mely tobb tucat halfajon,
kozottik halas ivari modelleken zajlik parhuzamosan, ezek egyike a zebradanid is. A
halakban is ismerlink olyan konzervalt funkcioju géneket, amelyek terméke szlikséges az
ivarszervek kialakulasahoz. A zebradanio esetében a petefészek kialakulasanak egyik ilyen

fontos faktora a VVasa fehérje.
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2.3. A zebradéanié ivarat meghatarozo folyamatok

A zebradanié egy diploid faj, melynek kariotipusa 25 par kromoszomat tartalmaz (2n). Az
eddigi kutatdsok soran alapjan valdsziniisithet6, hogy a vadon él6 zebradanidban ZW/ZZ
tipusy ivari kromoszéméak vannak, azaz az ikrasok alkotjak heterogametikus ivart (Wilson
és mtsai., 2014). A jelek arra mutatnak, hogy a haziasitas soran az egyik ivari kromoszoma
elveszhetett, és annak hianyaban kialakult egy Ggynevezett poligénes ivarmeghatarozasi
rendszer (‘Polygenic Sex Determination’, azaz PSD). A PSD azt jelenti, hogy tobb (sok?), a
genomban elszorva elhelyezked6 gén hatarozza meg a tulajdonsagot, jelen esetben az ivar
kialakulasat (3. &bra) (Liew és mtsai., 2012; Liew & Orban, 2014)

Gonadal primordum SD Gonad differenbation
o > » +
Bipctental
state
-t > > > > -
A. Mouse
) 5 10 15 20 25 30 3s 40 45 80 opx
T = = ) R = e A DRSS W e S RS e e M e S =3 |
LA dpl
onadal primordiu Gonad dfferentiaton
SD
Juvenile ovary stage Gonad transformation/Testis differentiation
> —
Bipotential
state
B. Zebrafish I

3. dbra: Az egér és a zebradanié ivarmeghatdrozasa és ivarszerveiknek
kialakulasa jelentdsen kiilonboznek egymastol.
Az egér (A) esetében ez a folyamat a 11,5 napon lejatszodik és a két ivar kiilon fejlodik
tovabb. Zebraddnié (B) ivara nem egy adott idépontban, hanem egy szélesebb
id6tartomany alatt dél el. A késdbbi néstényekben a ’juvenile ovary’ allapot utan
kialakul a petefészek. A kés6bbi himekben a ’juvenile ovary’ egy adott ponton elhal és
helyén kialakul a here. Forras: (Orban és mtsai., 2009)

A zebradanid ivaranak kialakulasat a genetikai folyamatok mellett kiilonb6z6 kornyezeti
faktorok (pl. a homérséklet és az egyedsiirliség) is befolyasolhatjak. A fentiek alapjan
értheté, hogy — noha komoly eréfeszitéseket tettek ezen a téren — ennek a komplex

folyamatnak részleteit nem értjik teljesen.
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2.3.1. A primordidlis dscsirasejtek fontos szerepet toltenek be az ivarszervek kialakulasa

soran

A primordialis dscsirasejtek (‘primordial germ cells’, azaz PGC-k) olyan sejtek, melyek
jelenléte szlikséges a gonddok kialakulasahoz, és differencialédasuk vezet a néi, illetve férfi
ivarsejtek kialakulasahoz. A PGC-k migracidja és fejlédése olyan fontos az ivarok
kialakulasa szempontjabol, hogy ezeknek a folyamatoknak a hibaja gyakran steril egyedeket
eredményez. A tulajdonsaga, miszerint a sziiletésének helyérél a jovobeli ivarszervek
helyéig kozvetlenil vandorol, szdmos fajban k6zos. A PGC-k fontossaga, azonban fajonként
eltéré lehet. Az emlés6kben példaul nem minden aspektusa ismeretes a szereplknek.

Szamos sejtkutatas bizonyitotta, hogy sok esetben szerepiik van a petefészek kifejlddésében.

A PGC-k specifikacidja mar az embridk fejlédése soran megtorténik, egy rovid idé alatt
bekovetkezé felszaporodas sordn a sejtek a gonadok kialakuldsanak helyére vandorolnak.
Az, hogy ez mikor és mennyi id6 alatt jatszodik le fajonként eltéré (Raz, 2003). Egy méasik
népszerlt modell organizmus, a medaka esetében (szintén tropusi, kis méreti diszhal), a
gonadok kialakulaséanak helyére, vagyis a bipotencialis gonad helyére azonos szamu sejt
érkezik, azonban a kelést kovetden a genetikailag determinalt ndstények esetében tobb PGC-

t talalhatunk, mint a himek esetében (Nishimura és mtsai., 2018)

A zebradanio esetében nem ismerjuk részletesen az ivar kialakulashoz vezet6 folyamatokat.
Nem tudjuk, hogy korabban emlitett fajokhoz hasonléan zajlik, esetleg egy eddig nem ismert
mechanizmusok jatszodnak le. Léteznek ivarsejt specifikus markerek, amiknek expresszidja
valamelyik ivarszerv sejtjeiben torténik meg nagy volumenben. llyenek peldaul a ziwi és a
korabban emlitett vasa gén. A ziwi génben bekovetkezd mutaci6é az ivarsejtek szamanak
csokkenéséhez vezet, illetve a him ivar determinaciojahoz. Ezenkivil tudjuk, ha a PGC-k
szamat csokkentjik, az a him ivar kialakulasat eredményezheti. Ezek az informéacidk azt

jelenthetik, hogy a PGC-k szama szintén fontos faktor lehet az ivarok kialakulasaban.

2.3.2. Az ivarszerv differencialédasa

Az eddigi megfigyelések azt mutatjak, hogy a zebradanié himek ivarszervének korai
fejlédése soran megfigyelhetd egy a hermafroditizmushoz hasonld jelenség. Az

egyedfejlodés egy viszonylag korai szakaszdban minden egyed szervezetében egy
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kezdetleges petefészek fejlodik ki (angolul ‘juvenile ovary’) (Wang és mtsai., 2007). Ez a
petefészek még éretlen, ezen ponton nem kévetkezik be az ivarérés. Ez a kezdetleges
petefészek fejlddik ki késobb egy funkcionalis petefészekké vagy herévé (4. abra). igy hat
a himekben a korai petefészek hetek alatt herévé alakul, hasonl6an ahhoz a folyamathoz,
mely a ‘protogyn’ (azaz néi ivarral indit6) szekvencidlis hermafroditék ivarszervében zajlik
le. Ennek a rendkivil érdekes es kevésbé ismert folyamatnak az intervalluma valtoz6. Az
elsé jelei koriilbeliil a megtermékenyitést koveté 14.-20. napban latszodnak annak, hogy
kialakul egy korai petefészek. Azonban az, hogy pontosan mikor alakul ki ebbél a kifejlett

ivarszerv, egyedenkeént valtozik.

Male germ cell markers Pro-male genes
T odf3, septins, sycp3! T% dmrt1, nrObl, nr5a2, sox9a, wtl
INF-KB 1 Female germ cell markers ant signaling
I vasa, zp2
tApoptosis
Zebrafish
Ovary Testis

Asian seabass

1Apoptosis

t e, t PN,

4. dbra: Az azsiai tengeri sligér ivarvaltasa és a zebradanié himek heréjének
kialakulasanak sémaja.
Noha a két folyamat ellentétes irdnyban zajlik, ugyanazon gének és kaszkadok vesznek
benne részt, csak ellenkezd iranyba hatva. Az egyetlen kivétel az apoptodzis, mely
mindkét esetben erdteljes aktivitast mutat, hiszen ez bontja le a nem kivant sejteket.
(Forréas: Ravi és mtsai., 2014)

Azokat a folyamatokat, amelyek soran megtorténik a funkcionalis ivar kialakulasa nagyon
nehéz lenne nyomon kdvetni a transzgenikus riporter vonalak nélkil. A laboratériumunkban
hasznalt vonalba egy tg[vasa::egfp] transzgént lltettek be (Kregvel & Olsen, 2002, 2004).
Ennek a transzgénnek a terméke kék fénnyel megvilagitva fluoreszcens jelet ad ki magabol.
Ezzel a vonallal nyomon tudjuk kovetni a petefészek fejlddését. Az éretlen petefészek

megjelenését mar detektalhatjuk a vonal segitségével.
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A him ivar esetében a here kialakulasa a petesejtek szamanak drasztikus csokkenésével
kezdédik (Wang és mtsai., 2007). A kornyezé sejtek szamanak novekedése, a
spermatogenezis megindulasahoz vezet. A petesejtek szdmanak csokkenését programozott
sejthalal, azaz apoptozis vezényli. Az eddigi eredmények azt jelenthetik, hogy a petesejtek
szamanak csokkenése jelentheti a f6 okot a here kialakuldsaban. A korabban emlitett kutatas
azt is megmutatta, hogy a petefészek differencidlodasa herévé szintén széles
id6intervallumban jatszodik le. Ezzel a folyamattal ellentétben, ha a petesejtek szama tovabb
novekszik kialakul egy funkcionalis petefészek. A folyamat, amely soran az egyedek ivara
egy iranyba tolddik nem egyedi a zebradanid esetében. Vannak més fajok is, amelyek
szervezetében hasonl6 folyamatok jatszodnak le.

2.3.3. Az apoptozis szerepe az ivar differencidlodasadban

Az apoptotikus folyamatoknak, azaz a programozott sejthalélnak alapvetd szerepe, hogy
fenntartsak a szervezet normal miikodését, azaz homeosztazisat. Ez a zebradanidban sincs
masképp, azonban emellett fontos szereplk van az ivar differencialodasaban is (Yamashita,
2003). Jelenlegi ismereteink szerint a zebradanidban az elhald petesejtek apoptozis altal
torténd kitisztitasa egy him-specifikus folyamat, mely feltételezhetéen a kovetkez6képpen
jatszddik le: Az elhald petesejteket programozott sejthalal (apoptdzis) tavolitja el, majd a
kornyezetében talalhatod differencidlatlan Gssejtek betornek a volt petesejt teriiletére. Az
eredetileg a petesejtet timogatd ‘granulosa sejtek’ transzdifferencialédassal Sertoli sejtekké
alakulnak, és a him iranyba vezérlik az Gssejtek differencialodasat, végiil kifejlodik a here
(Wang és Orban, 2007). A here kialakulasanak részletei egyelore nem teljesen tisztazodtak,

kutatasom is ezen folyamatok jobb megértésére iranyul.

2.4. A tg[vas::egfp] zebradanio vonal

Transzgénikus zebradanio vonalakat a kutatasok régéta hasznalnak arra, hogy a szervezetben
lejatsz6do folyamatokat é16 egyedekben - in vivo - tudjdk vizsgalni. llyen transzgenikus
vonal az altalunk hasznalt tg[vas::egfp] mas néven tg[ddx4::egfp], amelynek a PGC-it az
Egfp riporter fehérje altal kibocsatott zold fény jeldli (Kravel & Olsen, 2002) (5. abra). Az
6sivarsejt-specifikusan megnyilvanulé vasa (vas) gen szabalyoz6 régidja altal vezérelt

vas::egfp mRNS, illetve a rola atirdd fehérje csak a PGC-ben stabilak, a szomatikus
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sejtekben gyorsan lebomlanak. A néi ivarszerv kialakulasa soran ez a rekombinans fehérje
egyre nagyobb mennyiségben van jelen a petefészekben, ezéltal a him és ndi egyedek

ivarszerve azok fejléddése soran egy viszonylag korai allapottol mikroszkoppal elkiilonithetd.

5. dbra: Egfp jel kiilonb6zé korcsoportua transzgénikus egyedekben
Az (A) embrionalis fejlédés soran a sejtekbol érkezd jel detektalasa, (B) larva és (C) feln6tt
egyed esetében a petefészekbdl érkezd jelrdl késziilt felvétel. A nyilak a jel helyét
mutatjak.

2.5. A pigmentek termelédés a zebradanioban

A pigmentek olyan szinanyagok az él6 szervezetben, amiknek nem csak az adott fajra
jellemz6 fenotipus kialakitasa a feladatuk, hanem fontos szerepiik van a rejtézkodésben,
parvalasztasban, a szexuélis és egyéb viselkedési mintakban, valamint a k&ros sugéarzasok
elleni védekezésben (Patterson & Parichy, 2019). Az eml6s6k és madarak szervezetében a
melanocitak az egyetlen pigmentsejt tipus, amelyek a madarakban pl. tébbfajta melanin
pigmentet termelnek. A halak szervezetében tébbféle pigmentsejt tipus talalhatd, amelyek
valtozo6 szdmban fordulnak el6 a kiilonb6zo fajokban. A zebradanid szervezetében haromféle
pigmentsejt tipus termelddik: a fekete melanoforak, a reflektiv iridoforak és a sarga
xantoforak (Rawls és mtsai., 2001). Ezeknek a kromatoforaknak a fejlédése szamos ponton
kapcsolt, mig végiil a megfeleld helyiikre vandorolva ki nem alakul a zebradanio jellegzetes

vilagos-sotét csikozottsaga, amely alapjan a faj nevét kapta.

Az embriogenezis soran a pigment sejtek prekurzorai a mar korabban emlitett ‘neural crest’-
bdl szarmaznak, innen vandorolnak az elére meghatarozott helyiikre (Kelsh és mtsai., 1996).

Az igy kialakitott pigmentalodas harom nagyobb stadiumba sorolhato (6. abra).
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6. abra: A zebradanio pigmentéaltsaga valtozik az ontogenezis soran
Ugyan mindharom pigment tipus jelen van a korai larva allapotban (A) az egyedek
pigmentaltsadga dramai valtozason megy at az egyedfejlédés sordn egészen a felndtt
stadiumig (B, C). (Forrés: Patterson and Parichy, Annu. Rev. Genet. 2019)

A legkorabbi allapot a korai larva korban megjelend ‘early larval’, azaz EL mintazat. Az
els6 sejtek a melanoforak, az egyedfejlodés masodik napjanal jelennek meg. Ebben a
stddiumban mér jol elkiilonitheték azon vonalak, amelyek a fekete pigmentsejteket termelik
(példaul AB vonal) és azok, amelyekben ez a sejt valamiért nincs jelen (példaul casper). A
fekete sejteket az egyedfejlodés harmadik napjan a reflektiv pigmentek (iridoforak) kovetik.
Ezen sejtekre is jellemz6 a melanoforaknal jellemzd vonalak elkiilonitésre alkalmas effektus.
A reflektiv iridoforakkal kozel azonos idében jelennek meg a sarga xanthoférdk. A 4-5.
napon a pigmentsejtek, gylijténéven kromatoforak mar jellegzetes mintazatot alakitanak ki
az egyedek szervezetében. A leginkabb lathat6 jelleg a testiik oldalan megjelend fekete csik.
A kovetkez6 stadium (midlarval — ML) a larva és feln6tt kor kozott talalhatd. Ebben a korban
megjelenik az Uszok pigmentaltsdga, valamint erésodik a test mintazata is. A harmadik
stadium a feln6tt kor, ebben a korban az egyed pigment mintazata teljes, a sejtek helyzete,
intenzitasa és teruleti Kitettsége mar nem véltozik. A felnétt stadiumba torténd atalakulas
soran az egyedek szervezetének pigmentaltsaga jelentds valtozason megy at, annak ellenére,

hogy a korai korban mar megjelent mindharom pigmentsejt csoport.
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2.6. A mutans zebradanio vonalak bemutatasa

A ‘neural crest’-ben talalhato sejtek pluripotens volta lehetévé teszi, hogy tobbféle sejt
tipussa differencidlodjanak az embriondlis fejlodés soran. Ezeket a folyamatokat
transzkripcids faktorok iranyitjak (Kelsh és mtsai., 2000), melyek mutacioi valtozatos

pigment mutansok kialakulasahoz vezet.

2.6.1. A nacre vonal bemutatasa

A recessziv nacre (nac) zebradanio mutansban a fekete melanoférak hianyoznak a borbél
(7. abra), az iridoforak szdma viszont megemelkedett. Ezt a vonalat az AB vonal N-etil-N-
nitrozourea (ENU) mutagenezisével hoztédk létre (Lister és mtsai., 1999). A jellegzetes
fenotipust létrehoz6 mutans gént a melanoférak megjelenése alapjan azonositottak, mivel a

nacre fenotipus nagyon hasonlit az egér mikroftalmia (mitf) I6kusz mutansaihoz.

Danio rerio, AB (WT)

C e
Q=

nacre(mitfa)*>? : nacre(mitfa)"**?

7. &bra: A fekete pigment muténs nacre larva és felnétt egyed boérébél
hianyoznak a melanoférak.
A harom napos vad tipusu (A) és nacre (C) larvak, valamint a feln6tt vad (B) és nacre
(D) egyedek szemében nincs kildnbség a pigmentaltsagot tekintve. (Forras:
Antinucci & Hindges, 2016)

A mutagenezis kovetkezteben egy bazisparos nonszensz mutacié (C > T) jott létre a mitf
MRNS szekvencidban, aminek a kdvetkezménye egy korai stop kodon (CAA > TAA) és ez

altal egy csonka, nem funkcionalis fehérjetermék.

A Nacre/Mitf nevii transzkripcidos faktor ugyan nem sziikséges a melanoforak
termelodéséhez és differencialédasadhoz, viszont a melanocytak életben maradaséhoz

nélkildzhetetlen (Dorsky és mtsai., 2000)
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2.6.2. A roy orbison vonal bemutatasa

A spontan létrejott roy orbison (roy) pigment mutansban nem termelédnek reflektiv
pigmentek. Mivel a larvak és a kifejlett egyedek szemébdl is hianyoznak az iridoférak, nem
csak a boriikbdl ezért ez a recessziven 6roklédo fenotipus nagyon konnyen felismerhet6 (8.

abra).

Danio rerio, AB (WT)

Danio rerio, AB (WT)

. roy*4?

8. Abra: A reflektiv pigment-hianyos roy orbison larva és felnétt egyede kénnyen
felismerhetdk a szemik alapjan.
A roy orbison (C, D) vonal sajatossaga, hogy a szervezetében nem termelédnek a reflektiv
pigmentek. A vad tipust (A, B) vonallal 6sszehasonlitva, a szemben tapasztalhaté a
legjelentGsebb kiilonbség, larvak és felndtt egyedek esetében is. (Forras: Antinucci &
Hindges, 2016)

royees

A roy orbison mutéacié molekularis hatterét a kozelmultban fejtették meg (D’ Agati és mtsai.,
2017). A mutans gén feltarasaban segitseget jelentett egy hasonlo fenotipust — transparent,
tra - eredményez6 mitochondrial inner membrane protein, mpv17 gén mutaciojanak korabbi
leirasa (Krauss és mtsai., 2013). Az iridoférék hidnyat a roy orbison mutansban egy 19
bazisparos delécié okozza a 2 és 3 exon kozotti intronban, aminek a kdvetkezménye egy
rendellenes splicing és egy korai STOP kodon az mpv17 mRNS-ben.

2.6.3. A casper vonal bemutatasa

A casper egy dupla mutans, pigmenthianyos zebradanié vonal, amelynek a szervezetében
sem a melanoforék, sem pedig az iridoférak nem jelennek meg (White és mtsai., 2008) (9.
abra). Ez az atlatszd vonal a nacre és a roy homozigota egyedeinek keresztezésével jott
létre. Tehat a casper fenotipus csak Ugy jelenik meg, ha mindkét gén mindkét allélja

hordozza a mutaciot (nacre"', roy"').
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A casper létrehozasa ota eltelt idoben tobb ehhez hasonld vonalat hoztak 1étre, kdzottiik
olyanokat is, amelyek szervezetében a harom pigment sejt csoport kozul egyik se
termel6dott, ilyen példaul a ruby vonal (White és mtsai., 2008). Azonban a teljes pigment
hianyos vonal megalkotasa id6igényesebb és tobb forrast igényelne, és a kutatasok tobbségét

nem zavarja a sarga pigmentek jelenléte.

nacre"*"?; roy***? (casper)

nacre"*"2; roy*%# (casper)

9. dbra: A vad tipusu és casper mutans egyedek Osszehasonlitasa jol mutatja a

pigmenthiinyos fenotipus elonyeit.

(A) Vad tipust AB larva (7 dpf); (B) Vad tipust felnétt egyed; (C) casper mutans larva (7 dpf);
(D) casper mutans felnétt egyed. A panelek jobb oldalan az adott gyedek szemei latszanak
kinagyitva. A dupla mutacié miatt casper egyedek bérébél hianyoznak a fekete és reflektiv
pigment sejtek (C&D), de a szembd6l csak a reflektiv iridoforak. Ezen tulajdonsédgukat mar larva
korban detektalhatjuk. A casper vonal egyedeiben jol lathatéan egyesiilnek a nacre és roy
orbison mutansok elényei. (Forrds: Antinucci & Hindges, 2016)

A casper vonalat mi is azért valasztottuk, transzgén introgresszionk alanyava, mivel a sarga
pigmentek jelenléte az ivarszerv kutatasaban szerintink sem zavard. A testtdj
klltakaréjaban, amin keresztil az ¢él6 allatok ivarszerveit megfigyeljuk, tdlnyomd
tobbségben fekete s reflektiv pigment sejtek talalhatok. Ezeknek a pigmenteknek a szerepe
sokkal inkabb jelentds. A fekete pigmentek miatt nem lathattuk bizonyos részeit a
petefészeknek, a reflektiv pigmentek pedig akadalyozzak a fény atjutasat a béron keresztiil.
A visszavert fény pedig a korabbiakban gondolt volumennél is nagyobb mértékben

befolyasolja az altalunk készitett képek mindségét.

2.6.4. Korabban megalkotott ivarmegfigyelésre Iétrehozott vonalak

A zebradanio ivarszervének kutatasara tobb vonal is rendelkezésre all. Ezek kozul 1éteznek

olyanok is, amik pigment hianyos vonalba vittek be valamilyen transzgént, annak érdekében,
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hogy az ivarszervekbol érkezé jelet vizsgilhassak (Presslauer és mtsai., 2016). Ok
létrehoztak egy pigmenthidnyos és transzgénikus vonalat, a transparent (tra) vonal és
tg[vasa-vasa:egfp] konstrukcié hasznalataval, ami a See-Thru-Gonad nevet kapta. Masok
szintén atlatszé6 vonalat alkalmaztak, viszont eltéré transzgént konstrukciot (a tg[b-
actin:egfp] ) juttattak be (Akhter és mtsai., 2016). Ennek hatranya, hogy a transzgén a vasa-
egfp-t tartalmazo vonalaktdl eltéréen mashogy nyilvanul meg. A vonal a b-roy nevet kapta.
Ennek a két vonalnak a 1étrehozasa meglehetdsen hosszadalmas folyamat volt, a szelekcios

eljaras, amit alkalmaztak nem volt elég korai és hatékony.

A fentiek alapjan a célkitiizésem egy olyan transzgénikus atlatszé vonal megalkotasa volt,
amiben a transzgén jelenléte mar az egyedfejlédés korai szakaszatél nyomon kovethetdvé
valik. Ehhez ki kellett dolgoznom egy olyan szelekcids eljarast, amivel a fenti vonalat az
eddigieknél gyorsabban és hatékonyabban hozhattam létre. Ezzel az eljarassal a mi Ujonnan
Iétrehozott vonalunkon kivil, méas hasonlé zebradanié vonalat is hatékonyan ki lehet majd

alakitani.
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3. Anyag és modszer

3.1. A halak szarmazasa

Az AB (vad tipust haziasitott, nem transzgénikus zebradanio) vonalunkat két helyr6l
szereztiik be, az ELTE és a MATE (volt SzIE) laborjaibol. Elébbiben Varga Maté, utdébbiban
Csenki-Bakos Zsolt segitett minket hozza, ahhoz, hogy megkapjuk a halakat. A
tg[vasa::egfp] vonalat szintén Csenki-Bakos Zsolt bocsatotta a rendelkezésunkre, godolloi

zebradanio laboratériumabdl.

3.2. A halak tartasi kértulményei

A halakat a nemzetkozi laboratériumokban érvényben 1évé sztenderd protokollok (Alestrom
és mtsai., 2020) alapjan neveltik 28 Celsius fokos hémérsékleten, 70%-0s paratartalomnal
és 14 6ra vilagos - 10 ora sotét fenyciklussal. Az Aquaneering Aquatic Housing (San Diego,
Kalifornia, USA) zart, re-cirkulacios rendszeriink a legkorszertibb, modularis rendszerek
kozé tartozik, 1.4, 2.8, 6 és 9 literes tartalyokkal (10. &bra). Ezen a rendszeren az elhasznalt
viz mechanikai, kémiai és bioldgiai sziir6kon tisztult meg, UV-kezelésen esik at, és ugy
kerll vissza a halakhoz. A pérolgas okozta szintcsdkkenést reverz ozmozissal sziirt (RO)

vizzel pétoljuk, majd naponta 10%-0s vizcserét végzink.

Az egyedeket a nemzetkdzi szakirodalom alapjan tartottuk, 5-6 egyed/liter stiriségben. Az
ilyen strliségben tartott egyedek mar a nagyobb korosztalyhoz tartoztak. A fiatalabb
allomanyt 7-11 egyed/liter siirtiségben tartottuk (1.5-4 h6napos).
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10. abra: A haltarté rendszer. A moduléris haltartd rendszer polcain kiilonb6z6
térfogat( tartalyokat tudtunk elhelyezni. A recirkulacids elven miik6dé rendszer a
sajat vizét keringette, a viz ekdzben tobb tisztitasi Iépésen atesett, mire visszajutott a
tankokba.

A halak takarméanyozésa soran az elsddleges szempont a testméretiik ¢és koruk
meghatarozasa. Ez alapjan allitottuk 6ssze az egyes korcsoport szamara az idealis taplalékot,
amely kiilonb6z6 szemcsenagysagu és 0sszetételi tapbol és €16 sorakbol (Artemia salina)
all. A larvakat a korai életszakaszukban még porral takarméanyoztuk. Ekkor az é16 tapot még

nem képesek felvenni. A mennyiséget az egyes edényekben 1évo egyedek szama alapjan
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valtoztatjuk. A novekedésiikkel parhuzamosan noveljik a tapok méretét, illetve az egy
egyedre szamitott takarmany mennyiségeét.

3.3. A halak szaporitasa és az ivadékok gondozéasa

A tenyész allomanyt csoportosan vagy parokban szaporitottuk az erre a célra kialakitott
edényekben. Annak érdekében, hogy indukéljuk az ivast tobbféle kdrnyezetgazdagitasi
modszert alkalmaztunk: kavicsmintajd aljzatot helyeztliink az ivatokadak ald, miinovényt
szlrtunk a belsé elemre. Magukat a tartalyokat is Ggy alakitottak ki, hogy az egyik oldala
sekéelyebb. Ezekkel mind a természetes életterének modellezését érhetjik el, novelve a
megtermékenyités sikerét (11.abra). A zebradanio ivasaban nagy szerepe van tovabba a
reggel fokozatosan erésodé fénynek. Eppen ezért a szobaban 1év6 lampak fokozatosan
kapcsolnak fel. Reggelente - amennyiben sziikséges volt, azaz nem adtak ikrat a csoportok
vagy parok - az ivatokadakba hideg hipo-ozmotikus vizet 6ntottiink ezzel imitalva a tropusi
es6t. A megtermékenyiilt ikrakat begyiijtottik és Petri csészében tartottuk, 28 °C-os
adagolva gatoltuk a gombéak korai felszaporodasat. Naponta eltavolitottuk az életképtelen
embridkat és a keleést kovetden az ikraburkokat is. Az elsd 6t nap soran az embriok a
szikzacskoban 1év6 taplald anyaggal képesek tulélni, a benne 1évd taplalék megfeleld
Osszetételii a szamukra. Amint az egyedek elérték az 6t napos kort (dpf, azaz ‘days post-
fertilization”), nagyobb edényekbe kerlltek és megkezdtik a takarmanyozasukat. Az etetést
<100 um szemcseméretli tappal kezdtiik. A tap szemcseméretét az egyedek novekedésével
valtoztattuk. A rendszerre az egyedek 10 dpf-es korban kertltek, attol fiiggden, hogy
mekkora volt az egyedszam, 1.4 és 2.8 literes tartalyba. Az €16 tappal torténd etetést a
masodik héten kezdtiik el. Az etetésre sorak (mikroartémia) frissen kikelt és lefejtett larvait
hasznaltuk. A halak naponta testsulyuk 3-5%-anak megfelel6 stlyu taplalékot kaptak, ez volt

az a mennyiség, ami a ndvekedésiiknek megfeleld.
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11. &bra: Keresztezéshez elékészitett zebradanié sziiloparok.
A kavicsagyat imitalo aljzat és a miinévények a kornyezetgazdagitast szolgaltak.

3.4. A transzgénikus egyedek mikroszkdpos szexalasa

A zebradanid kifejlett egyedeinél az ivari dimorfizmus jol lathato (1. abra), azonban az egy-
masfél honapos ivadekoknal még nincsenek ilyen vizuélisan detektalhato killonbségek a két
nem képviseldi kozott. Szerencsére mi a kisérleteinket egy olyan transzgénikus vonallal
(tg[vasa::egfp]; 2.4. szekcio) végeztilk, melyben a riporter gén a him és néi ivarszervben
viszonylag koran eltér6 mennyiségben termel6dott. Az egyedeket egy Olympus SZF61
tipust sztereomikroszkdppal szexaltuk, melyre a BLS Kft. flureszcens adapterét és egy
hiitott digitalis kamerat (DP74, Olympus) szereltiink fel. Ezt a munkadllomast egy PC és az
arra feltoltott Stream Start szoftver segitségével vezéreltiik. Igy egy draga fluoreszcens
mikroszkoppal ekvivalens olcsobb eszkdzt raktunk dssze, melynek segitségével a megfeleld
hullamhossza kék fénnyel megvilagitott egyedek ivarszervébdl detektalhatd Egfp jelet egy
monitoron, €él6ben tanulmanyozhattuk és arrél nagy felbontasu képeket készithettiink
(12. abra).
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12. abra: A mikroszképos szexalds munkaallomasa.
Bal oldalt a fluoreszcens feltéttel &s hiitott digitalis kameraval felszerelt
sztereomikroszkop, kozépen a szamitogépes vezérld allomas, mig jobb oldalt a monitoron
transzgenikus ikrak képei lathatok.

A szexéladshoz az egyedeket a vizlikbe cseppentett szegfiiszeg olajjal (2-3 csepp/L)
boditottuk el. Az ehhez sziikséges olaj mennyisége és bdditas idétartama korcsoportonként
és testtomegenként eltéré volt, tipikusan 1-2 percig tartott. A boditast akkor tekintettiik
megfelelének, amikor az egyedek elfordultak az oldalukra, mar egyaltalan nem mozogtak.
Ekkor atkertltek egy Petri csészébe, mely egy higabb szegfiiszeg olajos oldatot tartalmazott.
Erre azért volt szlikség, mivel az egyedeket csoportosan emeltiik ugyan ki a tartalyukbol, de
a mikroszkop ala keveés halat tudtunk betenni. Ez id6 alatt viszont fenntartottuk a bdditott
allapotot azoknal az egyedeknél, akiket a kés6bbiekben szexaltunk. A Kisérlet celjatol,
illetve halak méretétdl fliggben egyszerre egy vagy tobb egyedet vizsgaltam, roluk képeket
készitve. Az egyedek a mikroszkop aldl kikerllt, szexalt egyedek egy tn. *ébreszté oldatba’

kerultek, amely mar nem tartalmazott szegfiiszeg olajat.

3.5. Genomi DNS izolalasa

A transzgén jelenlétét, illetve annak kopiaszamat a kérdéses egyedek genomi DNS-én
vegzett polimeraz lancreakcion (PCR) alapulé tesztekkel vizsgaltuk. A genomi DNS

1zolaladsahoz a felndtt himek esetében boditast kdvetden a farokuszobdl vagtunk le olldval
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egy 3-4 mm?2-es darabot, melyet 70 ml Chelex oldatba helyeztem. A genomi DNS-t gyors
kezeléssel szabaditottam fel (Yue és Orban, 2001), majd kozvetleniil ebbdl az oldatbol
végeztem a PCR-es tesztet. A megmintazott egyedeket a PCR tesztek id6tartama alatt
egyedileg tartottam, és a teszt eredményének ismeretében tartottam meg (pozitiv mintak)

vagy altattam el (negativ mintak).

A transzgén kopiaszamanak meghatarozasahoz a kérdéses tenyészegyedeket vad tipusd
partnerrel kereszteztem. Az igy létrehozott embridkbol, illetve larvakbol 5-10 dpf-es korban
tulaltatast kovetden 8-20 teljes egyedeket gyijtottiink. A PCR-es tesztekhez a genomi DNS
templétot a farokiszoknal leirt modszerrel izolaltuk.

A nagyhatékonysagu szekvenalashoz a genomi DNS izolélasat klasszikus fenol-kloroformos
eljarassal izolaltuk (Yue & Orban, 2001). A mintak minéségét 0,6%-0s agar6zban és TBE
pufferben végzett gélelektroforézissel ellendriztem, majd felhasznalasig 4 °C-on taroltam
Oket.

3.6. A transzgén jelenlétenek, illetve kdpiaszamanak kimutatasa PCR-

alapu tesztekkel

A polimeraz lancreakcié (PCR) egy olyan eljaras, amellyel DNS szakaszokat lehet
felsokszorozni. A PCR reakciot a kovetkezé komponensekbdl allitjuk dssze: 10X PCR
puffer, viz, nukleotidok (dNTP), magnézium, primerek és Taq polimerdz enzim. Ebben a
PCR reakcidban olyan primereket hasznaltunk, melyek a transzgén szekvenciajara tapadtak
fel (EGFP3-F1 5> ACC ACA TGA AGC AGC ACG ACT 3’ Tm 61°C ; EGFP2-R1 5’ CTT
CTC GTT GGG GTC TTT GC 3’ Tm 58 °C) és arrol 415 bazispar hosszusagu terméket
amplifikaltak (a transzgén hiadnyaban a vad tipust zebradanié genomr6l nem keletkezett
termék). Az tgynevezett "Master Mix’ a fenti komponenseket a kovetkez6 térfogatban és
koncentracidban tartalmazta: 2 uL 10X PCR puffer (Thermo Fisher Scientific), 2 uL MgCI2
(25 mM), 0,2 uL ‘forward’ primer (10 uM), 0,2 uL ‘reverse’ primer (10 uM), 0,4 uL dANTP
mix (10-10 mM), 0,2 uL Taq polimerdz (5U/uL, Thermo Fisher Scientific) és 10 uL viz.
Ebbdl az oldatbol a PCR csovekbe pipettaztam 15-15 uL-t, majd egyenként hozzajuk adtam
5-5 uL DNS templatot. A PCR-es felsokszorozast az Analytik Jena GmbH cég Biometra
TAdvanced tipusu késziilékén végeztik a kovetkezé homérsékleti profillal: kezdeti

denaturaci6é (’denaturation’) 95 °C 5 percig; 30 cikluson ismétlddve - denaturaci6 95 °C 1
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percig; primerek kotddése (‘annealing’) 52 °C 20 masodpercig; lanchosszabbitas
(’extension’) 68 °C 20 méasodpercig; végs6 lanchosszabbitas 68 °C 5 percig.

A teljes PCR termékeket (20 uL) 2%-os agarOzban es TBE pufferben végzett
gélelektroforézissel valasztottam el, a New England Biolabs 100 bp-os markerét hasznalva
molekulasuly sztenderdként. A gélekr6l Uvitec Cambridge Essential tipusu készulékkel
készitettem digitalis képeket.
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4. Eredmények és megbeszélésik

4.1. A szelektalando egyedek létrehozasa tobblépcsos keresztezésekkel

A vonal el6éallitasanak elsé 1épéseként kivalasztottam azokat az egyedeket, amelyek
keresztezésével kivantam létrehozni az 0j, atlatszo transzgenikus zebradanié vonalat. Az

alapitd keresztezéseket tobb alkalommal is elvégeztem.

A transzgént a casper fenotipusba kivantuk bejuttatni, ezért a P generdcidéban casper
tenyészegyedeket kereszteztem homozigota transzgenikus tg[vasa::egfp] vonalbol
szarmazo halakkal (13. &bra). Az ivatasok soran mindkét oldalrdl hasznéaltam himeket és
ndstényeket is. Az ivarokat mikroszkopos szexalassal kiilonitettem el, jelen és késObbi

generaciok szaporitasanal egyarant.

Az F1-es generacioban az allomany genotipusara nézve egységes volt (13. dbra), hiszen
minden egyedben mindkét pigment gén heterozigéta formaban, mig a transzgénikus
konstrukcié hemizigota formaban - azaz sejtenként egy kopiaban - volt jelen. Ez
eredményezte azt, hogy az egyedek fenotipusukra nézve is egysegesek voltak: vad tipusd
volt a szinilk és csikozatuk, és a transzgén minden egyedben egyetlen kopiaban volt jelen.
Ezeket az egyedeket ivarérésiiktl kezdve szaporitottam. Az ivatasukat kezdetben paronként
végeztem, mivel ekkor még nem allt a rendelkezésemre annyi egyed, hogy csoportosan is
szaporithassam Oket. Amint az egyedek nagy részénél tapasztaltam az ivarérés jeleit,
csoportos ivatasokat is végeztem. Az F1-es generacio egyedeinek szaporitasabol tobb mint

4000 ikrat allitottam eld. Ezeket az utodokat szelektaltam egyedenként a késdbbiekben.

Az F2-es generacidban a fenotipus és a transzgén kdpia szdma is szegregalt. A fenotipusos
szelekciot kovetden a transzgén kopia szamanak meghatarozasa érdekében olyan
szaporitasokat is végeztem, ahol a szelektalt casper fenotipussal rendelkez6 egyedeket AB

partnerekkel kereszteztem.
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13. dbra: A keresztezés és szelekcid tervezett folyamatabraja.
A homozigdta transzgénikus és homozigota casper sziilék keresztezésével egyonteti F1-es allomanyt
alakitottam ki. Ezen F1-es hibridek dsszekeresztezeésével hoztam létre az F2 generécidt, ahol a transzgén,
a mutans ill. vad allélek 64 kiilonb6z6 genotipusba szegregaltak (lasd 1. tablazat). Az utédok koziil a
kivant végcélt, azaz a homozig6ta transzgénikus casper fenotipusu egyedeket tébb 1épcsés, fenotipuson
és genotipizalason alapul6 szelekcidval valasztottam ki. Jeldlések: Allélek: plusz (+) - vad tipust; G —

vas::egfp transzgén; N — nacre ; R — roy orbison.

4.2. A fenotipusos szelekcio 1épéseinek optimalizalasa az eltéro
pigmentaltsagu egyedek korai kivalasztasa céljabol

Az F2-es generacioban a genotipusok szegregaltak, 64 kiilonboz6 variaciot és negyféle
fenotipust hozva létre (1. tablazat). Ha a roy illetve nacre mutaciét okozd aléllek

homozigéta formaban voltak jelen, ezek a fenotipusok jelentek meg. Azokban az esetekben,

ahol mindkét mutacid6 homozigéta recessziv formaban jelen meg, felbukkant a casper
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fenotipus. Minden mas esetben a halaknak vad fenotipusuk alakult ki, ezen egyedek aranya
volt a legnagyobb az F2-es generécidban (1. tdblazat).

1. tablazat: Az F2-es egyedek szelekcios semaja a geno- és fenotipusok alapjan

Fl +I+I+ +’+IR +INI+ +INIR GI+I+ G’+IR GINI+ GINIR

+4+ 4+ 4,4+ 4+ +H4,4/+,4/R HAN/+ 4+ ++N/+R/+ G/+,+/+,+/4 G/++/+R/+ G/+N/+,+/+ G/++/N,+/R

 Ji

++R +4,+/+,4/R +/+,4/+R/R HeN/+R+ | #EN/HRR | Gl4/+R)+ | Gl44/+RR | G/+N/+R/+ | G/+N/+R/R

+N,+ ++N/+,+/+ +/+,N/+,R/+ H+NNA+ | +HANINRA | G/ N 44/ G/+N/+,R/+ | G/+N/N+/+ | G/+N/N,R/+

+NR | HANARA | HANERR | HANINRA | HANNRR | G/N/SR/ | GIANIRIR [ GI4NINR/+ | G/N/NR/R

Gt | Glntletle | GhaafuRle | GIaNftle | GletN4R | GIGH/etls | GI6+/4R/+ | GIGNM#+ | GIGN/+RI+

G,+R | G/+#+R/+ | G/+#/+RR | G/+N/+R/+ [ G/ N/+RR | G/G+/+R/+ | G/GH%RR | G/GN/+R/+ | G/GN/+R/R
GN+ | G/aN/+#/+ | G/N4RI+ | GIHN/N#/+ | GANNR/+ | G/GN/++/+ | G/GN/+R/+ [ G/GN/N+/+ | G/GN/NR/+
GNR | G/HN+RA | GANHRR | G/HN/NR/+ | G/AN/NR/R | G/GN/+R/+ | G/GN/RR | G/GN/NR/+ | G/GN/NR/R

Jelolések - Allélek: plusz (+) - vad tipust; G — vas::egfp transzgén; N — nacre ; R — roy orbison.
Szinkoédok: kék - homozigo6ta roy; sarga - homozig6ta nacre; barna - homozigota casper; barna szaggatott
z6ld vonal - GFP-casper hemizig6ta; barna folytonos zéld vonal — GFP-casper homozigota. (Az alléleket
a konnyebb lathatosag miatt jeloltem nagybetiivel.)

A fenotipusos szelekcio alapjat a pigmentek fokozatos termelddése és megjelenése jelentette
a kiilonb6z6 vonalakban. A fekete pigmentek megjelenése utan szelektaltam a roy és vad
fenotipust egyedeket, mivel ezekben a vonalakban a melanoférak megtermel6dnek, és ez
akar szabad szemmel is jOl lathatd. Ezutan a reflektiv pigmentet nem tartalmazd casper
fenotipusos egyedek szelekciojat végeztem el (14. abra).
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I. Fenotipusos szelekcio l

royvagy wt caspervagy nacre royvagy wt

casper nacre

L

gdspdr tejes vagy casper

5. nap

1. Mikroszkopos szelekcio

gdspdr ikrds

Ill. PCR alapu szelekcio H,0 Egfp_ exp+
P cm—

Egfp_exp- <= Fluoreszcencia

=
egfp gén

géspér.ikféfsok ~ gaspc
casper

14. dbra: A szelekcié menetét abrazolé folyamatabra.

A nagyon korai (3 és 5 dpf) fenotipusos szelekcid lehetévé tette a vizsgalt F2-es egyedek
szamanak drasztikus csokkenését, ezaltal hatékonnya téve a folyamatot. A transzgén
jelenlétének detektalasara szolgalé mikroszkdpos és PCR-es teszteket ezaltal sokkal
kevesebb egyeden kellett végrehajtani.

4.2.1. Fekete pigmentdciora torténd szelekcio

A fekete pigmentek jelentek meg az egyedekben a legkordbban, 2 pdf-es korban. A

a4

vonalakban mar a kelést megel6zéen megfigyelhetd a fekete pigmentek jelenléte, a test egész
feliiletén. A kelést megel6zGen a roy és vad vonalak kivalasztasat és elkilonitését kezdetben

mikroszkop segitségével végeztem. A késébbiekben tokéletesitett, és jelenleg hasznélt
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protokoll alapjan azonban a vonalak kivalasztasa szabad szemmel tortént, mikroszkopos
megfigyelést csak ellenérzésként hasznaltam, ugyanis nem mindegyik egyed esetében volt
egyértelmii a pigmentek jelenléte. Az egyedek egy része ebben a korban mar kikelt (15.
abra). Ekkor még a mozgasuk nem aktiv igazan, igy ezeknek az larvaknak a szelekcioja
nem iddigényesebb, mint az embriok esetében. Késdbbi idépontban torténd szelekcioval is
probalkoztam, ebben az esetben a mozgés jelentds lassitd tényezd volt, ezért dontdttem a

korabbi szelekcié mellett.

roy/vad tipus

nacre/casper

15. abra: A fekete pigmentet nem termelé fenotipusok mar 2 dpf-es korban jél lathatoéak.
Ebben a korban az egyedek egy része még az ikraburokban van (A), egy Kisebb résziik kikelt (B). Az (A)
képen a fekete pigmentet termeld (wt, roy) és nem termel6 (nacre, casper) vonalak latszédnak. A (B)
képen a fels6 egyed a roy/wt vonalba tartozik, az alsé a nacre/casper vonalba. A tovabbi egyedek
megkililénboztetése a reflektiv pigmentaltsag alapjan ekkor még nem lehetséges.

Az F2-es generécidban tobb, mint 2700 roy és vad fenotipust egyedet szelektaltam (2.
tdblazat). Ezeket az halakat fényképezés céljabol a reflektiv pigmentek megjelenéséig
tartottam. Ezutan szegfliszeg olajat tartoz6 oldatban tulaltattam Oket. A korai szelekcio egyik
elénye az, hogy azok az egyedek, amelyekre nem volt szilkkség nem kerulnek fel a rendszerre,

ugyanis a limitalt kapacitas miatt ilyen szamu egyed jelentdsen leterhelné azt.
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2. tAblazat: Az F2-es generacio szelekcidja adatainak 6sszegzése

, A szelekcid 1. lépése 2. lépése
lvatas . roy'es vad 4
idBpont Ikraszém " yt:;l;:am ":;:::rs nacre casper
egyedszém egyedszam egyedszam
05/04 64 47 17 15 2
05/05 30 19 11 10 1
05/10 429 321 108 77 31
05/17 360 269 91 74 17
05/24
05/25 500 300 200 172 28
05/31 150
06/01 270 327 43 30 13
06/16
06/17 200 155 45 30 15
07/04
07/05 500 240 195 155 40
07/13 200 169 31 20 11
07/21 400 300 100 75 25
08/10 200
300 100 0 20

08/11 200 8
08/19 200 160 40 30 10
08/22 200 150 50 30 20
09/05 300 180 120 90 30
10/03 200 140 60 40 20

Osszesen 4353 3077 1211 928 283

4.2.2. A reflektiv pigmentdciora torténd szelekcio

A melanoférdkat nem tartalmazo vonalak tovabbi szelekcidjat a reflektiv pigmentek
termelddés utan végeztem el. Az el6zd szelekcid sordn megmaradt larvak fenotipusukat
tekintve, a nacre és casper vonalba tartoznak. A nacre vonalban a reflektiv pigmentek a
harmadik napon kezdenek el termelddni. A fekete pigment alapu szelekcids 1épéssel
ellentétben az egyedek szervezetében a reflektiv pigmentek ebben a korban még csak a
szemben detektalhatdak jelentds mennyiségben (16. abra). Az halak szemének
megkilonboztetésére kidolgozott szelekcid soran siker(lt elkiilénitenem a casper fenotipusu
egyedeket, a nacre mutansoktol. Az egyedek ezen szovetében megjelend reflektiv
pigmentek szabad szemmel vald detektalasa nem volt lehetséges. Ekkor a larvak testmérete
még olyan Kicsi volt, hogy a szemikben megcsilland fényt - a reflektiv pigmentek

fényvisszaverése miatt — csak mikroszkopos megfigyelésekkel tudtam detektalni.

33



casper

16. &bra: A reflektiv pigmentet nem termeld, casper fenotipusi egyedek
megkuldnboztetése a nacre mutans egyedektol.
A reflektiv pigmentre torténé szelekcié az egyedfejlédés harmadik napjan tortént. A nacre (A)
egyedek szemében a reflektiv pigmentek termelédni kezdenek, a casper (B) egyedek szemében
ezeket a sejteket nem fedezhetjik fel, ez jelenti a szelekcio alapjat.

A casper vonal szelekcidja soran fokozatosan alakitottam az eljarast, amit jelenleg is
hasznalok. Az egyedek szelektalasara egy szteredmikroszkdpot hasznaltam. A szelekcio
soran az egyedeket egy Petri csészében vizsgaltam meg, a reflektiv pigmentek jelenlétére. A
folyamat soran alacsony vizszintben tartottam a larvakat. A vizszintet azért allitottam be igy,
mivel ezzel csékkenthettem az egyedek mozgéasterét. Ebben a korban egyes larvak mozgasa
ugyanis rendkiviil gyors és cikazd. Az egyedek nem egyenld aktivitast mutatnak, azonban
jelentds résziik mar mozog. Az halakat a mikroszkop alatt legtobbszor feliilrdl lattam, igy a
nacre vonal szemében megjelend sejteket ebbdl a szogbdl kellett felismernem. Az egyedeket
egyesével vizsgaltam meg a szelekcid soran. Az els6 szelekcids 1épés utan megmarad6 1200
fekete pigmentmentes egyedbdl, a casper fenotipusu halak szama tébb, mint 250 volt
(2. tAblazat).

4.3. A pigmenthianyos, transzgénikus egyedek azonositdsa mikroszkopos
szexalast koveto PCR teszttel

A casper egyedeket mar korai fejlédési allapotban a pigmentacion alapuld szelekcid utan

teszteltem fényképezéssel, hogy a Egfp jel meglétét vagy hidnyat detektalhassam. Ezzel

nyomon tudtam kovetni az ivarszervek fejlédését, és a kiilonb6z6 vonalakba tartozo egyedek

Egfp jelének intenzitasat is meg tudtam allapitani (17. &bra).
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17. &bra: Az Egfp jelre nézve pozitiv (A) és negativ (B) egyedek
megkulonboztetése mikroszkdpos szexaldssal. A pozitivok kiszlirése révén
kevesebb egyedet kellett PCR-rel tesztelni.

Azokat az egyedeket, amelyekben detektalni tudtam az Egfp fehérje fényét, kivalasztottam.
Ezzel a modszerrel a transzgént expresszald ndstényeket tudtam azonositani. A
transzgenikus casper egyedek larva korban megjelend Egfp jele, jelentdsen intenzivebb volt,
mint a vad vagy roy vonalakban, mert a pigmentacié mar ebben a fejlodési stadiumban is
negativan befolyésolta a képz6do6 ivarszervek megfigyelését. A casper és nacre fenotipusu
egyedek Egfp jelének intenzitasa ebben a korban még nem kilonbdzott. A reflektiv
pigmentek megjelenése az ivarszerv kornyékén még nem annyira jelentds, hogy zavard

tényezoként legyen jelen.

Mivel a transzgéenikus egyedek koziil az ivaruk és fejlodési allapotuk miatt egyesek nem
expresszaltak az Egfp transzgént, ezért a kovetkez6 1épésben ezekat az egyedeket kellett
azonositanom, amelyekben a transzgén nem nyilvanult meg. Erre egy olyan PCR tesztet
hasznaltam, mely a transzgén jelenlétét mutatta ki a genombol. A transzgén eltéré kopia
szamban lehetett jelen az egyes egyedekben: a transzgén nem volt jelen (1/4), egy (2/4), vagy
két (1/4) kopidban volt jelen. A PCR teszt az utobbi két csoportot egyarant pozitivnak

mutatta.
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Az eddigi munkam soran ezzel a modszerrel eddig ~30 egyedet vizsgaltam meg. Ezek koziil
~20 egyed volt pozitiv (18. abra). A mikroszkopos és PCR tesztelések jelenleg is zajlanak.
Ezeket a vizsgalatokat a két wpf kort egyedeken kezdtem, mert ebben korban mar sok
egyedben megmutatkoztak az ivarok kdzotti kiillonbségek. Ezzel vizsgalattal sajnos csak azt
tudtam megallapitani, hogy a transzgén jelen van-e a szervezetben, annak kopia szaméat nem

tudtam azonositani.

18. dbra: A transzgén kimutatésa casper egyedekben PCR teszttel.
Ez a PCR atranszgén jelenlétét tudta kimutatni, de a képiaszdmot nem. Mintak a gélen balrdl:
100 bp-os molekulastly marker, 1 kb-os molekulasily marker, majd a mintak 1-10-ig
szdmozva, valamint két negativ control. A 6. egyed kivételével az 6sszes tobbi transzgenikus
pozitivnak bizonyult.

4.4. A transzgén kopiaszaméanak meghatarozasa az atlatszo

transzgénikus F2-es egyedek utdédaiban

A transzgénikus casper-ek azonositasat kovetéen az egyedekben 1évé transzgén kopia
szamat hataroztam meg. A koépia szam meghatarozasahoz, ezeket a halakat paronként vad
tipusy, transzgén-mentes partnerekkel kereszteztem és az utddokat vizsgaltam meg a
transzgén jelenlétére. A transzgént két kdpiaban tartalmazo, homozigéta transzgénikus
casper egyedek minden utédjukba, mig az egy kopias, hemizigota casper-ek csak utddjaik

felébe orokitették at a transzgent.

Eddig mar harom egyed utddait sikerllt PCR-rel tesztelnem. Két egyedet hemizigotaként
azonositottam a transzgénre, majd a harmadik teszt soran megtalaltam az els6 ndstényt,
akinek genomjaban a transzgén két kopiaba van jelen. A transzgenikus casper egyedek

tovabbi vizsgalata jelenleg is folyik.

A transzgént két kdpiaban hordoz6 — Un. homozig6ta transzgénikus — egyedek kozll azok,
amelyek a casper fenotipust mutattak, és a transzgént homozig6ta formaban hordozzak
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alkotjak az Uj pigmenthianyos, transzgénikus vonalat, melyet gaspar-nak (gpr) neveztink
el. A géaspar vonal egyedeinek azonositasa kozben, ezeket az egyedeket egymassal
szaporitva, ki fogok alakitani egy allomanyt, amivel a késObbiekben a kisérleteinket

veégezhetjuk.

4.5. A gaspar vonal genomi DNS-ének izolélasa és szekvenalésa

A géaspér vonal genomjanak szekvenaldsara azért van sziikség, hogy megtalaljuk azt helyet
a genomban, ahova a transzgén beépilt, ezzel meghatarozva a hatarolo régidkat. Ezen régiok
szekvencidjanak azonositdsa utan, az egyedeket egy lépcsében — azaz az ivarérés eldtt és
tovabbi keresztezések nélkil - lehet majd tesztelni a transzgén jelenlétére és annak kopia

szamara egyarant.

A géspar vonal els6 egyedének azonositasat kovetden, az egyedet mintazasra begy(ijtottem.
A tulaltatast kovetden az egyed tobb szovetébdl is mintaztam. Az agyat, torzs izomzatot és
farokuszot konzervald oldatba helyeztem, majd a mintékat izolaltuk fenol-kloroformmal

(19. dbra). A mintakat ezutan nagy hatékonysagu szekvenalasra kuldjuk majd el.

Fej Maj Farokuszo

- N P =N ' szl ==
gl g2 viv2 gl g2 viv2 gl g2 viv2 Mc A

19. dbra: Genomi DNS-ek minéségellenérzése 0,6 %-0s agaroz gélen.
Mintak balrél: 3x4 genomi DNS; MC — ’monocut mix’ (48 kb; New England
Biolabs); Lambda — linearis lambda DNS (48 kb). A genomi DNS fragmentek
atlagmérete 40 kb felettire becsiilhetd.
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4.6. Hozzajarulasok

A fenti munkak 90%-at Gtmutatasok alapjan 6nalléan végeztem. A vonalam eldallitasa soran
a halak tartési korulményeinek optimalis szinten tartdsaban Marton Csaba és Horvath Kornél
voltak a segitségemre. A 4.3 alfejezetben a mikroszkopos munkék elvégzésénél a megfeleld
beallitdsok megtalalasaban Bognar Andras segitett. A 4.3, 4.4 és 4.5 alfejezetekben
részletezett izolalasi és PCR munkaknal témavezetéim segitettek megbirkozni a

nehézségekkel.
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5. Limitaciok

5.1. A recirkulacios rendszer nyujtotta lehetoségek

A zebradanid tartasara szolgalo rendszeriinkdn az egyedeket csak limitalt egyedszamban
tudtam elhelyezni. Emiatt az altalam el6allitott szaporulatot a kiilonb6z6é generaciokbol nem
tudtam megfelel6 szamban a rendszeren tartani, emiatt csak a kivantnal kevesebb egyeddel
tudtam egyszerre dolgozni, igy lassabban tudtam haladni, mint szerettem volna.

5.2. A zebradanio ivarmeghatarozasa késéi és komplex folyamat

A zebradani6 modell elényei leginkabb az embrionalis és larva kori fejlodés soran
mutatkoznak meg, igy a legtdbb kutatocsoport az ebben a fazisban lezajldé folyamatokat
vizsgalja. Az altalunk vizsgalt események viszont joval késobb a 2-8 wpf-es periddusban
jatszddnak le, igy sajnos a modell 4ltal kinalt elénydk tekintélyes hanyadat nem tudjuk
igénybe venni munkank soran. Tovabb4, a faj ivaranak sajatos kialakulasa egy meglehetésen
komplex folyamat, mely ugyan lenytigoz6é és rendkiviil érdekes, de ez a komplexités a
kutatdsok sordn komoly nehézségeket okoz. Az a tény, hogy az egyedekben eltéré idoben
alakulnak ki az ivarszervek jelentésen megneheziti a megfigyelésiiket. A munkam soréan a
transzgenikus casper egyedek detektalasa rovidebb id6 intervallum alatt is megtorténhetett
volna. Amennyiben az egyedekben természetes modon egy meghatarozott idében zajlana le
a folyamat, vagy kezelésekkel harmonizalni lehetne azt, akkor nem lenne szlikséges varni az

ivarok meghatarozasaval, az Egfp jel alapjan, az egyedfejlddés 7-8. hetéig.

5.3. A him egyedek detektalasanak nehézsége

Az eredeti tg[vas::egfp] vonal és altalunk kialakitott gaspar vonalunk elsésorban arra
alkalmasak, hogy a fejlodo petefészket figyelemmel kisérjiik és vizsgaljuk, mikroszkdpos
vizsgalatokkal. A himek detektalasa ezekkel a vonalakkal azonban sajnos joval nehezebb,
mert az 6 esetiikben egy csokkené mértékii Egfp jelet kell kbvetniink. A himeket egy here-
specifikus expressziot mutatd konstrukcidval joval korabban detektalhattam volna, ezzel

Iényegesen lerdviditve a gaspar vonal eléallitasanak idejét
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

6.1. A gaspér vonalban a petefészek fejlédés megfigyelésének

hatékonysaga jelentésen javult

A szelekcids eljaras soran szamos alkalommal fényképeztem az egyedeket Egfp jel
detektalasa céljabol. A vonalak kozotti kiilonbség mar a korai egyedfejlédés soran
megfigyelheté (20. dbra). A korai eredmények azt mutatjak, hogy a gaspar vonal hasznos
eszkoze lehet az ivarszerv fejlodésének nyomon kovetésére. A fiatal larvakban és az id6sebb
egyedek esetében megfigyelheté jel erdssége és Kkitettsége a pigmentacid hianyaban

jelentésen javult (21. bra).

20. abra: A transzgenikus gaspar egyedben az ivarszerv kezdeményébdol
eredé Egfp jel a pigmentek hianyaban sokkal intenzivebb, mint azonos
koru vad tipusu tarsaban. A) gaspar larva (6 dpf); B) vad tipusu larva (6 dpf).
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6.2. A gaspar vonal létrehozasanal alkalmazott szelekcios eljaras
hatékonyabb az eddigi modszereknél
A korébbiakban emlitettek alapjan Akhter és kollégai az atlatszé transzgenikus vonaluk

megalkotasa soran szintén kidolgoztak egy hasonlo szelekcids és keresztezési eljarast az

eltér6 fenotipust egyedek szelektalasara (Akhter és mtsai., 2016).

21. abra: A két hdnapos transzgenikus gaspar egyedben az ivarszervbél eredé Egfp jel a pigmentek

hianyaban sokkal intenzivebb, mint joval idésebb vad tipusi pigmentalt néivaru tarsaban. A)
gaspar mutans (8 wpf); C) vad tipusu egyed (16 wpf). A B) és D) paneleken a kinagyitott ivarszervek
lathatok.

A masodik generécidban hasonloan az én kutatdsomhoz, szegregélnak a genotipusok, eltéré
fenotipusokat kialakitva (3. tAblazat). Azonban azért, hogy meghatarozzak, mely egyedek
homozigdtak a tg[b-actin:egfp] transzgenre, eggyel tobb generéciot kellett 1étrehozniuk,
mire az F4-es egyedek kozott megjelentek a keresett egyedek. Az eljardsuk sordn nem
szelektaltak a pigmentek megjelenésével parhuzamosan, azokban a generacidkban, ahol mar
eltérd pigmentaltsagli egyedek jottek létre. Ezért esetiikben a kivant vonal megalkotasa, tobb
1épcson keresztiil zajlott, és tobb idobe telt. A gaspar vonal megalkotésa soran alkalmazott

fenotipusos és PCR alapu tesztek alkalmazasaval a szelekcio 1ényegesen rovidebb id6 alatt
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lezajlott. A fiatal ivadékokban az ivarszervek nyomon kovetésére, a tg[b-actin:egfp]
konstrukcié nem volt ideélis, mivel megfigyelésiik alapjan, a jel csak az egyedfejlédés 45
napjan kezdett el a petefészek kornyékén felddsulni. Eddig a pontig nem lehettek benne

biztosak, hogy a jel a petefészekbdl érkezik-e, és nem valamely kornyezé sejtcsoportbol.

Presslauer es kollégai egy olyan vonalat alkottak meg ami a transparent mutanst hasznalta
fel (Presslauer és mtsai., 2016). Esetlikben a korai szelekcid részben megtortént, ugyanis, a
fekete pigmentet nem tartalmaz6 vonalakat szelektaltak (tra, nacre), azonban a reflektiv
pigmentekre torténd szelekcio csak a 6. héten zajlott le. Ennek eredményeképpen csakugy,
mint a fenti esetben a korai szelekcié nem tdértént meg teljesen, ami azt jelenti, hogy az

ujonnan létrehozott vonaluk vizsgalatat csak joval késobb tudtak elkezdeni.

3. tablazat: A harom szelekcids eljaras gyorsasaganak és hatékonysaganak dsszehasonlitasa

Zebradanic Generaciok A pigmentacio A transzgén Transzgén .
, E P . Yo s Referencia
vonal neve szama alapu szelekcio vege alapu szelekcio vege konstrukcioja
b-roy F4 4 mpf 4mpf tg[b-actin::egfp] Akhter és mtsai
s:’;:::- F3 6 wpf 2-3 dpf— GFP jel tg[vasa-vasa::egfp] Presslauer és mtsai
gaspdr F3 5 dpf 1dpf- PCR tg[vasa::egfp] Ezen tanulmany

A z6ld szin minden oszlopban a leghatékonyabb eljarast jeloli.

Osszességében az altalam megalkotott szelekcios eljaras gyorsabb és hatékonyabb volt, mint

a korébban publikalt eljarasok.

6.3. A géaspar vonal a petefészek ket lebenyében zajlo folyamatok

0sszehasonlitasara is hasznos lehet

A szelekciot kovetden, a transzgénikus casper egyedek detektalasa soran, a petefészekbdl
érkezd jelet vizsgaltam a, mindkét oldalt fényképezve. A felvételek készitése soran a
petefeszek két oldalat kétszeres nagyitassal vizsgaltam. A gaspar vonal hasznélataval a
petefészek két lebenyének megfigyelése a pigment hianyabdl fakaddan sokkal részletesebb
volt. Ezek alapjan el tudtam végezni, olyan analiziseket is, amelyeket korabban a pigmentalt
vonal esetében nem sikerult megvalositanunk. Ilyen volt példaul a petefészek két lebenye
méretének es az azokbol detektalhato Egfp jel intenzitdsdnak dsszehasonlitasa (22. abra). A
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két lebeny kozotti eltérések feltételezestink szerint a korai ivarszerv (‘juvenile ovary”) him

iranyba torténd atfordulasanak lehetnek a potencialis jelei.

bal oldali lebeny B T T T T o, T
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22. dbra: A petefészek két lebenyébél ereddé Egfp jel 0sszehasonlitd, mikroszkopos analizise.
A pigmentek hianya olyan részleteket tesz lathatova, melyek a vad tipusu pigmentalt egyedekben eddig
rejtve maradtak. A) A két lebeny képe; B) Az fényintenzitasok konvertalast kovetd sziirke értéke. Az
analiziseket, az Imagel nevii szoftverrel végeztem.

6.4. A gaspar vonal hasznos eszkdze lehet mas kutatasoknak is

A casper vonalba tartozé egyedeket szamos kutatas hasznositja, mivel a testfal atlatszésaga
lehetOvé teszi a szervek megfigyelését (White és mtsai., 2008). Ezzel egy olyan eszkoze sok
munkanak, amely sordn nem kell felaldozni az egyedeket, mivel a folyamatok, amelyeket
megfigyelnek szabad szemmel is lathatova valnak, példaul transzplantacidé vagy tumor
kutatas soran (Stoletov & Klemke, 2008; White és mtsai., 2013). A korabbi kutatdsokbol
kiderult, hogy bizonyos rakos megbetegedések soran a sejtek termelik a VVasa fehérjét. Mivel
a casper fenotipussal rendelkez6 vonalat mar hasznositjak ehhez kapcsolddd kutatasokban,

valoszintsithetd, hogy a gaspar vonal ezeknek a munkéknak is hasznos eszkdze lehet.
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6.5. Egy himivarszerv-specifikusan megnyilvanuld transzgén bevitele a
gaspar vonalba tovabb javithatna detektalas pontossagéat az

ivarszerv fejlodése soran

A géspar vonal korabban mar kifejtett hianyossaga (5.3. alfejezet), miszerint a here els6
kezdeményének felbukkanasat nehezen, csak némi késéssel lehet megéllapitani. A
tovabbiakban a gaspar vonalba terveziink bevinni egy olyan transzgenikus konstrukciét, ami
kizarolag a herében talalhato sejtek egyikében nyilvanul meg. Az Gj konstrukcidba egy olyan
riporter gént valasztanank, aminek a termeke az Egfp jelétél jol elkiilonithetd szinben
fluoreszkal. Erre tobb alternativa is a rendelkezéstinkre all, példaul az mCherry, amely egy
bizonyos hulldmhosszu fény hatasara pirosan vilagit. Ezzel a ket transzgént hordozo atlatszé

vonallal, az ivarszervek fejlodésének megfigyelése sokkal pontosabb és hatékonyabb lenne.

44



Osszefoglalas

A kutatdsom soran kidolgoztam egy olyan korai szelekcios eljarast, aminek segitsegével,
egy, a him és néi ivarszervekben eltéré moédon megnyilvanulo riportergént be tudtam juttatni
egy atlatszo zebradanio vonalba. Ahhoz, hogy a gaspar vonalat létrehozzam, sziikség volt
arra, hogy kidolgozzak egy Uj, a fenotipuson és transzgén jelenlétén alapulo, tobblépcsds
szelekcios eljarast. A fenotipusos szelekcid sordn szamos egyedet egyedileg véalogattam, a
fekete €s reflektiv pigmentek termelddése alapjan. A szelekcids eljards ezen szakaszaban
tobb mint 4000 egyedet allitottam el6 keresztezések tucatjaival annak érdekében, hogy
azokbdl kb. 250 casper fenotipussal rendelkez6 egyedet kiszelektalhassak.

A transzgén jelenlétére torténd szelekcio soran sz&mos keresztezest, mikroszkopos és PCR
tesztet is elvégeztem azért, hogy a gaspar vonalba tartoz6 egyedeket megtaldljam. A
munkam soran rendszeres mikroszkopos megfigyeléseket végeztem. Az ezekbdl szarmazo
adatokkal szemléltettem, hogy az atlatsz6 transzgenikus vonal mennyivel hatékonyabb
eszkoze a kialakul6 ivarszerv megfigyelésének, akar a larvalis fejlddési stadium soran is.

A kutatdsom sordn megismerkedtem azokkal az eszkozokkel és eljarasokkal, amivel egy
ilyen vonalat el lehet allitani (példaul haltartas és szaporitas, nukleinsav izolal&si
modszerek, PCR és gélelektroforézis). A munkam célja nem csak egy olyan vonal és eljaras
kidolgozasa volt, amivel ezt az eszkozt el6 lehet allitani, hanem az is, hogy egy olyan eljarast
alkossak meg, amivel mas hasonl6 vonalakat is hatékonyan lehet Iétrehozni. A géaspar vonal
nem csak az ivar kutatasara, hanem mas kutatasi célokra is jol alkalmazhato.

A munka nagy részét utmutatasok alapjan énall6éan végeztem. Az eszkdzok beéllitasaban, a
halak tartasaban és a molekuléris analizis sorén felmeriilt nehézségek megoldasaban kaptam
segitséget a kollégaimtol. A fenti kutatasi projekt eredményeit egy jegyzett nemzetkozi
lapban fogjuk publikalni.
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Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Dr. Szeverényi Ildikonak es Dr.
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Marton Csabanak és Horvath Kornélnak, a kisérleti halaim tartdsdhoz és neveléséhez

nyujtott segitségukért.
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