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1 A MUNKA EL OZMENYEI, KIT UzOTT CELOK

1.1 A munka elézményei

A halak oocytainak, follikulusainak tanulmanyozdsasszi mdultra
tekint vissza. Az oocytdk morfologiai, hisztologigds biokémiai
tulajdonsagainak megismerése elengedhetetlen digltét gazdasagilag
jelents halfajok hatékony mesterséges szaporitdsanakakAaltenére,
hogy az oocytak bioldgiajardl széleskomformaciéval rendelkezink,
néhany fontos kérdés tovabbra is megvéalaszolatlan:

i) Nem ismert az egyes halfajok follikulus fajése soran a
kilonbod fejlédési stddiumokba tortén &tmenetek ideje, amellyel
pontosan meghatarozhatéak lennének a petesejteRatiptfejlocdéséhez
szikséges élettani €s kdrnyezeti feltételek.

i) Halaknal a spermiumok méljikésére mar hosszu ideje jol
miikodé modszerek allnak a rendelkezésiinkre, a kozéhén néhany faj
esetében a kelt@azi szaporitaskor torténfelhasznalas széleskor
elterjedése is varhatdé. A follikulusok mélifhse szintén megoldott,
azonban a mélyhott oocytak ikrava érlelésére még nincs kidolgbzot
maodszer, igy ezek az ivarsejtek a szaporitasraaticamasak.

iii) A fejl 6désbiologia kutatasokban, azon belil is az anytiskal
kapcsolatos vizsgalatoknal a hal, mint modellallagyre nagyobb
szerepet kap. Szamos eljarast alkottak mar az #ayasok vizsgalatara,
ezek azonban nehezen Kkivitelezhehagy technikai felszereltséget
igényeb modszerek. Az eddig hasznalt technikak nem tukijivetlendl
az oocytaban befolyasolni, illetve vizsgélni az anyatast kivalto
faktorokat, ezekhez az oocyta-manipulaciok Uj agamak kifejlesztéseére
van szikség.

A fent vazolt problémakra a korai féjlési allapotu follikulusokra
kidolgozott transzplantaciés és mikromanipulacidgrés jelentheti a
megoldast.



1.2 Célkitiizés

Elsédleges célom volt korai féjlési stadiumu follikulusok
felhasznalasaval a follikulus transzplantaciorgpatatt ikraérlelés egy
lehetséges mddszerének kidolgozdsa zebrad@aniq rerio) halfajra.
Ezen 6 célkitizésen belll tovabbi feladatokéztem ki:

Célom volt a transzplantalt follikulusok beépulédénizsgalata a
recipiens petefészkekben.

Tovabbi célom volt életképes utdd létrehozasa ettt
follikulusbal.

Vizsgalni kivantam a szaporitas utan a petefészekbidlhato,
elté fejlédési stadiumban Iév follikulusok egymashoz
viszonyitott aranyat az édfliggvényében.

A lehet legpontosabban meg kivantam hatarozni a kuléhboz
follikulus fejlodési allapotok eléréséhez szikségeskat
zebradanio halfajban.

Vélaszt szerettem volna kapni arra a kérdésre, helygtséges-e
mesterségesen iranyitott fehérjeszintézis, vagy a
génmegnyilvanulas manipulacidja, a korai dd@si stadiumu
follikulusokban mMRNS és DNS bevitellel.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Kisérleti allatok tartasa

Kisérleteimet zebradaniéDénio rerio) halfajon végeztem. A
kisérleti allomény tartdsa kulon haltartd szobabeegniplast ZebTEC
(SZIE, GOdolb) illetve AquaSchwarz (KIT, Karlsruhe) recirkulasio
rendszerben 27,5°C-os vighérsékleten, fényprogram mellett (14 6ras
megvilagitas, 10 6ra sotéet) tortént. Egy-egy meédeen 25 ivarérett
egyed kertlt elhelyezésre, ivar szerint szétvalagat

A kifejlett allatokat naponta kétszer etettem wketéki haltappal,
amit hetenként kétszer frissen kelt sérak larvaagészitettem ki. Az
ivadékok az eluszasuk utan napi haromszor kaptdtapod, majd a
tizedik naptdl naponta kaptak artémia kiegészit&shalakat paronként
szaporitottam (1 ikras és 1 tejes) 1 literes sZaqmményekben.

2.2 A Kkisérletekben hasznalt zebradanio vonalak jellermése

AB: Vad tipusu, rovidiszoju vonal. A transzplané&ci
kisérletekben az ikrasokat minden esetben recipéens a szaporitasi
kisérletekben a tejeseket keresztezési partnehlesanaltam.

Gold (gol™): A zebradanidyold mutans egyedeiben a melanoférak
atlagban kisebbek, és halvanyabbak, illetve atidlsz kevesebb
melanoszémat tartalmaznak a vad tipusu egyedelépsk (LAMASON
et al. 2005). A vonalat a transzplantacios kisékle¢n minden esetben
recipiensként hasznaltam.

p-actin: YFP: Ezt a transzgenikus zebradanié vonalat (ALAM et
al., 1996; HWANG et al., 2003) az KIT, ITG bocs&otendelkezésemre
és minden esetben donorként hasznéltam a kisértetedn. Az YFP
aktivitas elgsorban a vazizomban jelenik meg, de kiféghk a kbrben
valamint a petesejtekben is és mozaikosan maseidwm is.

2.3 Petesejtek atmébjének meghatarozasa

A petesejtek atmépenek meghatarozasakor a Kitdtt petefészket
4%-0os formalinban fixaltam és okularmikrométer t=fgjével



meghataroztam a follikulusok atnéér vagy az izolalt follikulusokrol
készitett fénykép alapjan Image J program segiteégenértem a
follikulusok atmeéjét (Research Services Branch, National Institdte o
Mental Health, Bethesda, MD., USA).

2.4 Oocytak gyiijtése

Az ivarérett donor anyakat p4actin:yfp) MESAB oldattal
tulaltattam, majd a kitott petefészkeket néhany percre mPBS oldatot
tartalmaz6 Petri-csészébe helyeztem és addig sandalam, amig a
follikulusok elkuloniltek egymastél. Okularmikroneétel felszerelt
sztereOmikroszkop alatt valogattam Ossze azokatoldkulusokat,
amelyek atméije 50 és 15Qum kozoétt volt. A megfelél follikulusokat
Holtfretter vagy Zebrafish Ringer oldatba helyeztanranszplantalasig,
illetve a mikroinjektalasig.

2.5 Arecipiens anyak ebkészitése és a follikulusok
transzplantacioja

A recipiens (AB, vagy gold) anydkat a kisérlet napjan
szaporitottam. A szaporitas utan az anyakat MESKBtial elaltattam,
majd Holtfretter vagy Zebrafish Ringer oldattal $&&r kimostam a
petefészkiket. A transzplantacidstelaz ivarnyilas kornyekét 70%-o0s
etil-alkohollal ferttlenitettem.

A transzplantacibhoz specidlisan modositott pipetjget
hasznaltam. A follikulusokat automata pipetta sggjével a preparalt
pipettahegybe szivtam, majd az ivarnyilason keiié&zipillarist vatosan
az anyak petefészkébe vezettem és 2pd36ldattal 25-100 follikulust
juttattam az anyak petefészkébe.

2.6 In situ hibridizacios vizsgalatok

Az in situ hibridizaciés vizsgalatokat a HAUPTMANN (1999)
altal leirt standard protokoll szerint végeztenpeameabilizaciés Iépés
kihagyasaval.



2.7 Mikroszatellit analizis

A feltételezheten transzplantélt follikulusbdél szarmazé nem
taplalkozo larvakbadl, illetve a féltestvereikla teljes egyedeket, a donor
€s a recipiens anyabdl, valamint a szaporitdsnstniddt tejestl vett
Uszémintat -20°C-on, 96%-0s etanolban taroltamregznalasig.

A DNS-t fenol-kloroformos eljarassal izolaltam (SBROOK et
(NanoPhotometer, IMPLEN, Germany), a DNS koncerdjac 10ng/ul-
re allitottam be.

Az analizishez kromoszoémanként két (karonként egy)
mikroszatellitet valasztottam ki (6sszesen 50db) Easembl genom
adatbazisbol (http://www.ensembl.org/Danio_rerifwimdex),
amelyeket a széilgeneraciobol szarmazo egyedeken teszteltem. Alkszil
elkilonitésére alkalmas mintdzatot mutaté mikreslisgkkel vizsgaltam
a feltételezhéien transzplantalt oocytabdl szarmazd egyedeket és
féltestvereiket.

2.8 Az oocyta injektalasnal hasznalt konstrukciok adallitasa és
az injektalds menete

A mikroinjektaldas soranDsRed mMRNS-t, pp-actiniLacZ és
pCMV:GFP konstrukciokat juttattamp-actin:YFP és AB anyaktol
szarmaz6 oocytakba. ADsRed MRNS-t pCS2+DsRed plazmidrol
Message Machine mRNS kit (Ambion, TX, USA) segitsd készUlt, 5
ul 10%-os fenolvords hozzaadasaval dlrégss mennyiségben a kitben
szerepb protokoll alapjan. A p-aktinlLacZz és a KMV:GFP
génkonstrukciokat tartalmazd kész injektalé-oldatoitller Ferenc
(KIT, ITG) bocsétotta rendelkezésemre.

Petri-csészékbe ontott 2%-o0s agardz gélbe egy segisegével 2
mm mély arkokat metszettem, amelyekben az injektédran a
follikulusok helyzetét rogzitettem A Petri-csészéebrafish Ringer
oldattal toltoéttem fel. Az injektalds mikroinjektofTritech Research,
USA) és ebre gyartott tUvegkapillaris (Cat# 5242 952.008, Hymwef
Germany) segitségével, szteredmikroszkép alathaskzdézzel tortént.
Egy oocytaba 1-2 nl injektal6 oldat kertilt.



2.9 Alkalmazott statisztikai médszerek

A vizsgélatok eredményeit SPSS 13.0 for Windowsgmmal
ertékeltem ki. A petefejdés dinamikajanak vizsgalatakor ANOVA,
(P<0,05), a Test of Homogeny eredméfiyéiiggéen Tukey, illetve
Dunnet’s tesztet alkalmaztam. A follikulusok be&sidének vizsgalatakor
(P<0.05) Kruskal-Wallis teszttel elemeztem az eredre&aiy

2.10 Sajat vizsgalatok

2.10.1 A petesejtfejlodés dinamikajanak vizsgalata

A kisérlet soran 50 AB anyat vizsgaltam 10-es cdopban. A
szaporitas utan kozvetlenil, és a kovetkeegy hétben hetenként egy-
egy csoport egyedeit talaltattam. A halak testtodhe§s a kimitott
petefészkek tomegét lemértem. A 4%-os formalin tblaa fixalt
petefészkekben okularmikrométer segitségével magidam a
petesejtek atmépet, majd ebbl az egyes fefidési stadiumok aranyat a
petefészkekben. A testtomégbes a petefészektomeiibGSI% eértéket
szamoltam.

2.10.2 Transzplantalt follikulusok kimutatasa és beépuléseek
vizsgalata a recipiens petefészekb

A Kkisérletek soran 5 AB és 5 gold anya petefészkébe
transzplantaltam 20-25 transzgenikus follikulust.

A recipiens AB anyak petefészkét a belltetést kbwvetgyedik
napon, a halak tdlaltatdsa utan #tgttem, majd normal, illetve
fluoreszcens mikroszkop alatt felvételeket keésdtet roluk. A
petefészkeket BT-Fix-ben fixaltam, majd a fixaltoeetben in situ
hibridizacioval (ISH) mutattam ki a transzgeniko#likulusokat.

A recipiensgold ikrasokat a belltetést kédemasodik napon
elaltattam, majd a bediltetett follikulusokrol, diatok felvagasa nélkil, a
hasfalon keresztul készitettem normal megvilagitésu fluoreszcens
képeket.



2.10.3 A follikulus-beépiilés hatéekonysaganak vizsgalata

A kisérlet sordn 100 AB anya petefészkébe egyedwnk@-40
transzgenikus follikulust Ultettem be. A belltetédvet elss hét minden
napjan, illetve a 14. napon vizsgaltam fluoreszcenisroszkop alatt a
kimitott petefészkekben talalhato transzgenikus fdllikok szamat.

2.10.4 Transzplantalt follikulusok névekedésének kimutataa a
recipiens petefészekdl

20 recipiens anyaba egy alkalommal atlagosan 36edlstadiumu
follikulust transzplantaltam. A manipuldlt petefésket 1-2 héttel a
transzplantacid6 utan fluoreszcens mikroszkép akattsgaltam, a
transzgenikus follikulusokat izolaltam. A follikitdok méretét a
transzplantalas ét és utan Image J program segitségével hataroztam
meg.

2.10.5 Szaporitasi kisérletek

A kisérlet soran 100 AB anya petefészkéebe egyeder@dkkagosan
100 transzgenikus follikulust Ultettem be, majd @tem keresztil
hetenként szaporitottatket. A lerakott ikrakat a termékenyulést kdvet
24. és 48. draban fluoreszcens mikroszkép alasiggitam, a feltehéén
transzgenikus oocytabdl szarmazo ivadékokat tins#prban normal és
fluoreszcens megvilagitdsban vizsgaltam. Az egyilekintat vettem a
kessbbi mikroszatellit analizishez.

2.10.6 Oocyta mikromanipulacio

Az mRNS injektdlasahoz transzgenikus, a DNS koksibk
injektalasahoz AB anyak petefészkBlgyijtottem 1. és Il. stadiuma
follikulusokat. A DsRedmRNS-sel injektalt oocytakat tartalmazé
follikulusokat AB anyakba ultettem, és 24 ¢6ras ip&cids id utan a
petefészkiket kifitottem. A gp-actin:LacZ és CMV:GFP-vel injektalt
oocytakat 24 oran keresztul 27,5 °C-on inkubaltamfollikulusokat
fluoreszcens mikroszkép alatt vizsgaltam.



3 EREDMENYEK

3.1 A petesejtfejlodés-dinamika vizsgélatanak eredményei

A GSI értéke kozvetlentl a szaporitas utan (0. y@t)a legkisebb
(6,8%), majd a masodik hétre, a kiindulasi értékhepest kozel
haromszorosara noévekedett (18,4%). Statisztikailagazolhato
kildnbséget (P<0,05) csak azéelsarom mintavétel alkalméaval szamitott
GSI értékek kozott sikerdlt kimutatni.

A klUlonbod  fejlettsédi  follikulusok  gyakorisaganak
meghatarozasanal, a formalinos fixalas miatt, &iibdz stadiumokba
tortérs besorolast kizardlag a Selman-féle méretskalairdzeégeztem
(SELMAN et al. 1993).

Az elsidleges novekedés fazisadban (I. stadiumy oHikulusok
csoportjaba a maximum 140 pum attjér follikulusokat soroltam,
amelyek szazalékos ardnya a kisérlet sordn végiggonamagas (kb.
60%) volt. A szaporitastol a masodik hétig a szamyhéen emelkedett,
majd a negyedik hét végére a szaporitds utan miék éla csokkent.
Statisztikailag igazolhato kilénbséget nem sikekihutatni az egyes
hetek eredményei koz6tt (P<0,05).

A kortikalis alveolus stadiumban lévollikulusok csoportjaba a
140-340 um atmeééji follikulusokat soroltam, amelyek részardnya 20-
25% korul mozgott a vizsgalati ddalatt, legnagyobb mennyiségben
(26,37%) kozvetlenll a szaporitas utan fordultak. e$tatisztikailag
igazolhatd kulonbséget nem sikerilt kimutatni azyesg mintavétel
idépontok értékei kozott (P<0,05).

A vitellogenezis stadiumaban &vfollikulusok csoportjdhoz a
340-690um atmeéji follikulusokat soroltam. Annak ellenére, hogy ez a
legnagyobb mérettartomanyl csoport, a petefészekbeszaranya az
0sszes follikulushoz képest csak 10% koril mozgSBtatisztikailag
igazolhat6 kulonbséget csak a masodik és negyedénhvizsgalt mintak
kozott tudtam kimutatni (P<0,05).

A IV (maturacio) stadiumaban l&vfollikulusokhoz soroltam az
dsszes 690-730m kozotti follikulust, amelyek részaranya a legkisea
petefészekben az dsszes follikulushoz mérten (kedbeamint 1,5%). A
IV. stadiuma follikulusok szama kozvetlenll a szdids utan volt a
legkevesebb (0,3%), ez statisztikailag igazolhat@lédrt, a negyedik hét



kivételével, a tobbi mintavételkor mért eredméhyA masodik hétil
statisztikailag igazolhaté kilonbséget nem sikédiiftutatni (P<0,05).

Az V. stadiumu (€érett ikra) csoportba soroltam agzés 73@Gm-
nél nagyobb follikulust flggetlenidl attdl, hogy &ban ovulalt
ikraszemkeént volt-e jelen a petefészekben. A cdagpénya folyamatosan
novekedett az il elérehaladtaval. Kozvetlenll az ivas utan, mivel az
ikrak kitrultek a petefészkekh szinte nem is fordultak &lkimutathato
mennyiségben (0,12%). A negyedik hét végére a skaidute az 5,7%-
ot, ennek egy része valosilieg atretizalédott ikraszem volt. A szaporitas
utdni és a negyedik heti é6ébrduldsok statisztikailag igazolhatéan
kulonboztek az etgsl a harmadik hétig vizsgalt égpontok eértékedl
(P<0,05).

3.2 Transzplantélt follikulusok kimutatdsa és beépulése
eredmények

A Kkisérlet el§ részében normal megvilagitas mellett a vizsgalt
petefészkek kozott nem volt megfigyelhiekilonbség. Fluoreszcens
fényben a transzgenikus petefészekben az 6ssddwlfc, a recipiens
petefészekben pedig csak néhany, a transzplantuién bejuttatott
donor follikulus mutatta a markergén aktivitasttrAnszgén mRNS-ének
jelenléte is kimutathaté volt mind a pozitiv korkrdranszgenikus
petefészekben, mind a recipiens petefészek dotidufasaibanin situ
hibridizacio segitségével.

A kisérlet masodik részében a belltetett follikakusn vivo
kimutatasanak lehéségét vizsgaltam melanofora mutagsld) anyakon.
A donor petesejtek egy részének fluoreszcens izzasgold anyak
petefészkében is sikerllt megfigyelni az allatokfakin keresztil.

3.3 Eredmények a follikulus-beépulés hatékonysagarol

A recipiens petefészekben megtaldlhaté donor fdllikok szama a
transzplantacié utani éisnapon atlagosan kozel a felére esett vissza a
kiindulasi mennyiséghez képest (47,5£20,5%). A kedks a kisérlet
elss hetének végéig folytatddott, a mértéke az egypskun, a negyedik
és 0otodik nap kivételével, statisztikailag is igaatd volt (0,05),
ugyanakkor tulél, beépdlt follikulusokat a masodik hét végén igaltam
a recipiens anyak petefészkében (2,6+2,6%).
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3.4 Transzplantdlt follikulusok névekedésének kimutatas,
eredmények

A belltetés utan a donor follikulusok szama, azdelkisérletnél
tapasztaltakhoz hasonldan jel&sen csokkent, azonban minden vizsgalati
idépontban taldltam beépllt, tidépetesejteket. A petesejtek egy része
nem fejbdott tovabb, néhany follikulus mérete azonban mkegha a
belltetés éltt mért legnagyobb follikulus atm#ét, ezek kdzul haromnal
statisztikailag is sikerllt igazolni a novekedé$<q,05). A harom
legnagyobb donor follikulus kozul egy az&lsét végére elérte a Selman-
féle méretskala szerinti Ill. stadiumot (486), egy pedig a masodik hét
végére megkozelitette a IV. féflési stadium mérethatarat (80).

A donor follikulusokrél készult képek alapjan a pakk és az
oogenezisbe Ujra bekapcsolddo, tovabbiigjifollikulusok épnek, normal
fejlédédinek tintek. A recipiens petefészekben csak a donor
transzgenikus follikulusok izzotak a fluoreszcenggmilagitasban, a
kontroll follikulusokroél készilt felvételekhez hadoan. Megfigyelhet
volt tovabba, hogy a fejlettebb follikulusok gyebgéfénnyel izzotak,
mint a fiatalabb fefildési stadiumban Iék.

3.5 A szaporitasi kisérletek eredményei

Az ellerbrzések soran dsszesen négy YFP aktivitast mutalbdi@m
taldltam, amelyek két kulonbézecipiens anyatdl szarmaztak. Az egyik
recipiens anya utédai kozott két transzgenikus églyetalaltam a
transzplantaciét koévét harmadik héten. A maésik anya utddai kozdl
szintén keti mutatta a transzgén jelenlétét, viszont itt egybrdn a
harmadik, egy a negyedik szaporitasbdl szarmaZottranszplantalt
follikulusbdl szarmazo ivadék a kontrollként hadzntianszgenikus
ivadékhoz hasonléan sérgas-zold fényben izzott rdékmrens
megvilagitasban, azokon a terlleteken, amelyeken transzgén
megnyilvanult. Hasonlé izzds a recipiens anya sé#dlikulusaibdl
szarmaz6 utédjanal nem volt megfigyethetAz 06sszes donor
follikulusbdl szarmazé ivadék a koranak megiglehormal fejbdést
mutatott a vizsgalati i@ alatt. A négy utdodbol harmat DNS
vizsgalatokhoz hasznaltam fel, egy egyedet pedigedeltem. A
felnevelt ivadék ivaru volt, ivarérése utan szaporitottam, utodainra
fejlédést mutattak.
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A kivalasztott mikroszatellitek kdzul 8 marker vadikalmas a
kisérletben résztvév szibk elklilonitésére és nyuljtott megbizhato
informaciot az utédok szarmazasat dke. A mikroszatellit vizsgalat
eredménye egyértelian bizonyitja, hogy a transzgenikus ivadék a donor
anya és a szaporitasnal hasznalt tejes utddjapshiztnem a recipiens
anyatél szarmazik.

3.6 Az oocyta mikromanipulacié eredményei

A Kkisérlet el§ részébenin vitro szintetizalt DsRedmMRNS-t
injektaltam. Az injektalt follikulusok kdzll azolgmelyekben az mRNS-
rél termebdott az RFP fehérje pirosan is izzottak a fluoressc
mikroszkop alatt. Normal megvilagitasban mind ajgktalt, mind a
kontrollként hasznalt follikulusok épnek, a fejtgi allapotuknak
megfeleben néztek ki.

A 477 injektalt oocytat tartalmazoé follikulusbdl B8 sikertlt
izolaIni a recipiens petefészkeitbaz inkubacio utan, melyekb 6
(10,3%) mutatta egyszerre a kétféle markert. A Kuatgsag
szempontjabél az o6todik sorozat bizonyult a legj@ky ahol a
visszanyert follikulusok 21,4%-abanikodott a bejuttatott konstrukcio.

A kisérlet masodik részében DNS konstrukciok irjtidara
kerilt sor. A GFP-t tartalmazd konstrukcioval irtgk follikulusok kézil
4 (6,7%) vilagitott fluoreszcens fényben. A nemektflt, és alacZ-t
tartalmaz6 konstrukcioval injektalt follikulusok me mutattak GFP
aktivitast. Normal megvilagitdsban mind az injelktélind a kontrollként
hasznalt follikulusok épnek, a fejlettségi allapatak megfelelen néztek
Ki.

3.7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Zebradanié halfajon a vilagon ékent dolgoztam ki a korai
fejlédési stadiumu (I-11. stadium) follikulusok
transzplantacidéjdnak egy modszerét. A Kkisérleteirorars
egyertelniien bizonyitottam, hogy a donor follikulusok beégkin
és tulélnek a recipiens petefészekben, visszakkjutsk az
oogenezis folyamataba és &lék érett ikra, majd életképes utdd
fejlédhet.

2. A transzplantacids mobdszer segitségévelokeélst sikerult
meghataroznom a zebradanié follikulusainak az edggédeési

12



stadiumok eléréséhez sziikségeépahtokat 27.5°C-os tartasi
hémérséklet mellett.

. Sikertlt igazolnom, hogy a zebradanio petefészkelzesl$ négy
fejlédési allapot barmelyikében hosszabb-révidebb nyngal
idészakot tdlthetnek el a follikulusok és onnan béaonik
visszakapcsoldédhatnak az oogenezis folyamataba.

. Munkam soran meghataroztam a zebradanio petefémzkéb
follikulusok egymashoz viszonyitott aranyat kozeetll a
szaporitas utan, majd az azt kdveégy hétben.

. Elséként sikertlt bizonyitanom, hogy van lebstg mMRNS és
DNS konstrukciok injektalasaval befolyasolni a diafejlodési
allapotu follikulusok génmegnyilvanulaséat zebradéan.

13



4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1 A petesejtfejlodés dinamik4janak vizsgélatabol levonhato
kovetkeztetések

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a zebrabdanidobb
mas tropusi halfajhoz hasonléan az oogenezis fayasn és gyors
(SZABO 2000b). Az 1. és Il. stadiuma follikulusokészaranya a
petefészken belil végig magas marad, azonban ki#zatimérsékeltovi
hideg- és melegvizi halfajoknal tapasztalhato kéepbddési stddiumokra
jellemz trendet nem lehet megfigyelni (LEFLER et al. 2008)

Laboratoriumi  koralmények  kozott, hetenként  egyiszer
szaporitassal atlagosan 100-150 ikraszem nyerbgy-egy zebradanio
ikrastol. Ennél a mennyiségnél az ivarérett zebreddpetefészkében
nagysagrendekkel tébb follikulus talalhaté egyszefr nagy mennyiség
follikulus a petefészekben arra enged kovetkeztéimgy a follikulusok
egy része, fefldési stadiumtdl fuggetlendl, nyugalmi allapotbaidlteato
a petefészekben. Arra azonban, hogy a sokszor g#dlz hasonlo
fejlédési allapotu follikulus kozul melyik és mi alapjakezd
tovabbfejbdni, a szakirodalomban nincs fellelbeadat. A folyamat
mélyebb megismerése jeléséggel birhat a gazdasagilag jetent
halfajok szaporitdsanal, nagyobb mennyiséikratételek nyerése
erdekében.

A természetben &l zebradanioknal az ivasok zéme egy jol
elkilénithet szaporodasi ifszakban (&8s évszak), ére nem
meghatarozott itkozonként torténik, ezt egy az ivas szempontjabdl
kevéssé aktiv szakasz koveti (szaraz évszak) (MUNR@O). Ennél
fogva a petefefldés dinamikajanak vizsgalatakor kapott eredmények
valbszirileg csak a laboratériumi korilmények k6zott eeébradanidkra,
azon belll is csak az AB vonal egyedeire érvényesdiol a sok
generacios labortartas soran feltéleet szelekciés nyomas érvényesilt a
kedved szaporodasbioldgiai tulajdonsagokra.

A petesejtfejpdés dinamikajanak vizsgalatabdl kapott eredmények
alapjan dsszességében elmondhatd, hogy az ivaildestoktdl barmikor
lehet nagyobb mennyiséd. stadiumu follikulust nyerni, arra a kérdésre
azonban, hogy az egyes &jési allapotbol a kdvetkéhe mennyi id
alatt 1ép a follikulus, ez a kisérlet nem ad valasz
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4.2 Transzplantalt follikulusok kimutatasabol és beépiésének
vizsgélatabol levonhato kovetkeztetések

A donor follikulusok életképességének bizonyitasama situ
hibridiz&cids vizsgélatokat végeztem. iesitu hibridizacios vizsgalatok
eredményei alapjan valésisithed, hogy a transzplantacio utan a donor
follikulusok egy része beépill, és életben is mamadrecipiens
petefészekben.

A zebradaniégold mutans valtozat alkalmas lehet @&z vivo
vizsgalatokra. A bedlltetett follikulusok életkép&gére, illetve méretére a
hasfalon at tortéhvizsgalat alapjan azonban nem lehet kdvetkeztetni.

4.3 A beépllés hatékonysaganak vizsgalatabdl levonhato
kovetkeztetések

A kisérlet eredményei alapjan elmondhat6, hogyisizheét végén a
petefészekben talalhato bedltetett follikulusok leéplltnek tekinthék
és jO eséllyel folytathatjak az oogenezist.

A nagymérték és hirtelen csokkenésnek tobb oka lehet. A
legvalésziibb, hogy az &ltalam hasznalt izoldlasi médszer ~aih
optimalis, a szuszpendalas soran a follikulusokllkéttek, az
életképességik &en csokkenhetett.

A kisérletben donorként hasznalt transzgenikus kabngyyanabbdl
a vonalbol (AB) alakitottak ki, amelyet recipienskdasznéltam, igy a
két vonal genetikai szempontbol homogénnek tekiitha kilokodesi
reakcio esélye minimalis. A vizsgélt petefészkekbhem figyeltem meg
akut vagy kronikus kiloédési folyamatokra utalé tiineteket (GERGELY
és ERDEI 2000). A donor follikulusok tulélését, esetleges kiloédési
reakciok lassitasat az optimalis tartasi korulmé&nye ebsegithették
(BLY és CLEM 1992, NEVID és MEYER 1993). Véleményezerint
igy a follikulusok szamanak csokkenésénél a Kittidsi reakciok nem
jatszottak lényeges szerepet, bar a Kittidlsi folyamatokat direkt
modszerekkel nem vizsgaltam.
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4.4 A donor follikulusok névekedésének vizsgalatabol l@nhato
kovetkeztetések

A kisérlet segitségével sikerilt bepillantast ngemna zebradanio
follikulus fejlédésének dinamikajdba. Az eredmények segitségével
meghatarozhatdéak voltak azok azbimdervallumok, amelyek alatt a
follikulusok az egyes fejdési stadiumokbdl a kovetkézbe 1éphetnek.
Az l-es stadiumua follikulusok egy hét alatt képeskk stadiumu
follikulussa, a kovetkdy hét végére IV. stadiumu follikulussa faghi.
Az érett ikrava tortéh fejlodéshez szikségesiidezzel a kisérlettel még
nem sikerllt meghataroznom.

A donor follikulusok egy része nem ndvekedett aipieas
petefészekben, illetve mindkét vizsgélatibpdntban taldltam azonos
fejlédési allapotd, a kiindulasi mérethez képest novettddllikulusokat.
Ezaltal részben sikerult alatdmasztanom azt a korfglvetésemet is,
hogy az oogenezis soran a follikulusok barmelystEgki szakaszban
képesek hosszabb- révidebb nyugalnit ieltolteni.

4.5 A szaporitasi kisérleteklél levonhato kévetkeztetések

A kisérlet alapjan elmondhat6, hogy a fajon belidilikulus
transzplantacié sikeresen végrehajthato, az altkidejlesztett modszer
alkalmas a fiatal fefldési stadiumu follikulusok recipiens petefészekbe
tortérd bedltetésére.

Sikerilt bizonyitanom, hogy a beiiltetett follikubkdol érett ikra
fejlodik, amisl a termékenyllés utan életképes larva kel ki, gmel
megfeleb tartasi korulmények kozott fertilis feltt egyeddé valik. Ezek
alapjan elmondhat6, hogy a transzplantacio semmikéros valtozast
nem okoz a donor follikulusbdl szarmazé egyedekvezetében.

4.6 Az oocytak mikroinjektalasabdl levonhato6 kovetkezteések

A kisérlet el§ részében mRNS-t injektaltafiactin: YFP oocytak
citoplazmajadba. Az eredmények alapjan elmondhabdyy haz oocytak
sikeresen manipulalhatéak mRNS-sel tofténikroinjektalassal, az egy
napos inkubacié elegeicaz mRNS-6l tortérns fehérje szintézisére. A
mikroinjektalas hatékonysdga azonban igen alacsdggallapithato
tovabba, hogy az injektalt follikulusok beépulédehatékonysaga joval
elmaradt a korabbi kisérletek eredméntileitnivel az injektalas, nagy
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valosziriséggel a kapillaris okozta mechanikai sérulés miatikkenti a
follikulusok életképességét.

A kisérlet masodik részében DNS konstrukcidkatkidkam vad
tipust anyaktél szarmazé follikulusokba. Az erdeyednalapjan itt is
elmondhat6, hogy az egy napas vitro inkubacié elegeni volt a
riportergénél szarmazé fehérje szintézisére. lacZ riporterfehérje
kimutatasara a fluoreszcens vizsgalat kdzvetlemih ralkalmas, ezzel
egyértelnfien sikerlt bizonyitani azt is, hogy a fluoreszcegs nem az
injektalasnak, mint eljarasnak vagy az injektalodabl valamely
Osszetetjének a kovetkezmeénye.

Osszességében megallapithatd, hogy a fiatabdiegi allapoti
follikulusok genetikai anyaga kdzvetlentl maniphih nukleinsavakkal
tortérd mikroinjektalassal, amely a kifejlesztett transapécios eljarassal
egyutt alkalmazva Uj modszert jelenthet a éfdfisbiologiai és mas,
follikuluson alapulé kutatasokban.

4.7 A két modszer eredményeinek 6sszegzése alapjan leliatd
kovetkeztetések

A transzplantacios technika szamosnelyel rendelkezik az eddigi
anyai hatast vizsgal6 vagy manipuldlé eljarasokkaémben. A ma
hasznalt mddszerek esetén az anyai gének manipalasak anyai
muténsok létrehozésaval lehetséges PGC transzgltardb(TAKEUCHI
et al. 2003), zigotikus mutans szomatikus ,kimeéwéf’ vagy anyai
mutéciok négy generacios vizsgalatdval (DRIEVER att 1996),
amelyekhez mindig szikség van a zigotikus mutanglétae. Az
tjonnan kifejlesztett follikulus transzplantaciéschinikanal azonban
lehettség nyilik a vad tipusd oocyta direkt manipulalasaeverz
genetikai modszerekkel és nincs szikség zigotikustamsokra a
funkciovesztéses (loss-of-function) fenotipusholen manipulaciés
lehetiségek pl. a gént ,csendds{gene knock down) mdédszerek (mint
az RNS interferencia, a dominans negativ fehéngéns tlltermeltetése,
vagy a MO technikak). A jaben sziikség lehet a follikulusokra alapozott
knock-down technikak kidolgozasara.

Nyilvdnvald, hogy az oocyta transzplantacionak gygéneracios
anyai mutans vonalak d@llitasaval szemben szamosrgle van. Az
elébbi klasszikus genetikai megkozelitésen alapuld snéd csak olyan
anyai hatasu gének azonositasat teszi deBet amelyek oocyta
specifikusak, és nem rendelkeznek alappetomatikus funkciokkal. A
reverz genetikai megkozelitések ezzel szemben Wbarme oocytaban
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aktiv gén azonositasat és oocyta specifikus fudeak tanulmanyozasat
lehetivé teszik.

A reverz genetikai megkozelitések valojaban nemlgaitatnak
kell6 elméleti alapot ahhoz, hogy az oocyta dafls soran kifejeéxd
gének funkciojat megallapithassuk. igy azok a téckn amik leheivé
teszik, hogy a manipulalt oocyta embriova ddjbn, kulondsen
informativak lehetnek szamos embridgenezis sorémajlte folyamat
nyomonkdvetésénél a megtermékenyfiéstz anyaibdl a zigbta
irdnyitotta embridogenezisbe torteratalakulason at a szovet és sejt
specifikacidig (elkotelamésig) és differencialodasig. A Keédejlédési
stadiumu oocytakn vitro érlelésénél tortént jeledd ebrelépés (SEKI et
al., 2008), de az anyai hatas kialakitasban szejéfsz6é géntermékek
hatékony manipulalasahoz korai &jési stadiumu oocytakra van
szikség, amelyeket eddig nem tudtak sikerésesitro inkubalni. Az (;
transzplantaciés technika optimalizadlast kéeet megfelglen
kiegészitheti az anyai hatdsiu gének tanulményogdsin alkalmazott
klasszikus genetikai megkdzelitéseket.

Ezen felll az oocyta transzplantacio hatékony knatdwn
technikakkal kombinalva azt is leldgé teheti, hogy meghatarozzuk,
hogy a zigotaban aktiv, anyai hatasu gének mRNSvagy fehérjéi
milyen szinten jatszanak szerepet az egyeitfégben
(embriogenezisben). Azon kevés gén esetében, aknélyeigotikus és
anyai mutansok is elérléetk (pl. one eyed pinhead vagydicer) az anyai
hatdsu gén funkcidvesztése a zigotikus mutans &gpélmeglehéisen
gyenge fenotipusat drasztikusan fésétette (GIRALDEZ et al. 2006;
GRITSMAN et al. 1999). Egy nemrég készllt tanulmdsgerint a
holyagcsira és a szedercsira allapotban kisefegének kb. 20%-a mar
anyai eredét géntermékként jelen van (MATHAVAN et al. 2005). Ez
alapjan a zigotaban kifejédé gének ezrei mar anyai mMRNS-ként is jelen
vannak, igy a zigotikus mutansok fenotipusa valhided jelenbsen
felerésithet az anyai hatads gatlasaval a korai embriogeneaits. #z
oocyta manipulacio j6 eszkoz lehet ennek igazoldsah
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4.8 Javaslatok

4.8.1 Javaslatok a follikulus transzplantacié témakérében

* Annak ellenére, hogy a follikulus transzplantacigy enikodé
technika, a hatasfok novelése a ddsekben szikséges lesz a
mobdszer széleskdr elterjedéséhez. A transzplantacidhoz
szikséges eszkdzok eés a follikulus izolalasi madsze
fejlesztésével, valtoztatdsaval mar elfogadhat@Kuatysaguva
valhat az eljaras, ezért a Kbbiekben javaslom ezeknek a
fejlesztéseknek az elvégzését.

» A follikulusok petefészken belilli fennmaradasan@ésgalatat a
késbbiekben, lehéség szerint, felstt korban is félig, vagy
teliesen &tlatsz6 zebradanié vonalakon kellene gains A
transzplantalt transzgén markerrel jel6lt follikstk sorsa igy
konnyen, a teljes vizsgélatidgzak alatt nyomon kovetltetenne
a recipiens petefészekben, ezaltal még tobb Ujrnrdoiot
nyerhetnénk a halak oogenezisével kapcsolatbaaslisw ezért a
késsbbiekben a félig atlatszé vonalak kdzigad vagy anacre, a
feln6tt korban is transzparens vonalak kozidagper (WHITE et
al. 2008) vonal hasznélatat a transzplantaciégalasokhoz.

e Javaslom tovabba interspecifikus, illetve mdlgtt, majd
felolvasztott follikulusokkal is transzplantacios isérletek
elvégzéset is.

4.8.2 Javaslatok az oocyta mikromanipulacio témakdrében

* Az oocytak mikroinjektalassal tortérmanipulacios modszerének
a tokéletesitésére is szilkség van. Az eljards ovdjteszthet
példaul a célzott sejtmagba tordemjektalassal, az injektalas
korilményeinek optimalizaldsaval, precizios mikroipalator
hasznalataval és az oocytdk helyzetének megtaddsdlyhez
rogzitésével (immobilizalas) az injektalds folyaman

* [Ezek alapjan javaslom a tovabbiakban az oocytalphadino-val,
illetve siRNS-sel tortéh injektalasaval kapcsolatos kisérletek
tervezését, elvégzését.

19



Az értekezés témakorében megjelent kozlemények

Tudomanyos kdzlemények folyoiratban:

CSENKI ZS., ZAUCKER, A., KOVACS B., HADZHIEV, Y., HEGYI A,
LEFLER K.K., MULLER T., KOVACS R., URBANYI B., VARADI
L., MULLER F. (2010): Intraovarian transplantation of stage I-II
follicles results in viable zebrafish embryos, Thernational Journal of
Development Biology 54: 585-589H:2,161*]

KOVACS R., URBANYI B., KOVACS B., BENCSIK D., STASXY
A, HEGYI A., CSENKI ZS. (2009) A zebradanidDanio rerio) mint a
toxikologiai vizsgalatok modellallata. AWETH Vol 8. 446-447.

MESZAROS E., HEGY| A,CSENKI ZS., KOVACS R., LEFLER K. K.,
DANKO ., URBANYI B. (2009) Az ikrakeltetés soranlkalmazott
malachitzdld egyéb karositd hatasai, valamint @étéy helyettesitési
lehetsége a haltenyésztésben AWETH Vol 5. 4. 448-454.

Konferencia kiadvanyban megjelent kbzlemények:

STASZNY A., HAVAS E., URBANYI B., MULLER T.,CSENKI ZS. (2010)
Pikkely- morfometriai vizsgalatok zebradanibatio rerio) halfajon.
TUDOC 2010. Konferncia Kiadvany. ISBN 978-963-26927-206.

CSENKI ZS., ZAUCKER A., KOVACS B., HADZHIEV Y., HEGYI A,,
LEFLER K.K., MULLER T., KOVACS R., URBANYI B., VARDI
L., MULLER F. (2009) Intraovarian transplantatiohstage |-l follicles
results in viable zebrafish embryos, 6th Europeabrdfish Genetics
and Development Meeting Rome, Italy, Book of Abstis&al48. p

CSENKI ZS (2008): Point of view of a zebrafish Facility maeagTecniplast
3rd Aquatic Specialist course Milano, Italy, BodkAdstracts: 4.p

CSENKI ZS., ZAUCKER A., KOVACS B., LEFLER K. K. , HEGYI A,,
MULLER T., KOVACS R., HADZHIEV Y., URBANYI B., MULLER
F., VARADI L. (2008): Oocyta transzplantacio, éskrmanipulacio
zebradanié Danio rerio) oocytakon. XXXII. Halaszati Tudoméanyos
Tanacskozas, Szarvas, 32-33.

CSENKI ZS. (2007): Breding, housing and research of Zebrafishecniplast
system. 1st Tecniplast Central Europe ScientificSLAonference,
Go6doll, Book of Abstracts: 16.p.

CSENKI ZS., ZAUCKER A., HADZHIEV Y., HEGYI A., URBANYI B.,
MULLER F., VARADI L. (2007) Oocytak fefidésének vizsgalata az
oocyta transzplantacio utan zebradarid@ario rerio) halfajon XXXI.
Halaszati Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas, 16.

CSENKI ZS., ZAUCKER A., HADZHIEV Y., HEGYI A., FICSURA A,
URBANYI B., MULLER F., VARADI L.(2006) Petefészekzsgalatok

20



oocyta transzplantacido utan zebradariiario rerio) halfajon XXX.
Halaszati Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas,: 55.

CSENKI ZS., ZAUCKER A., HADZHIEV Y., HEGYI A., URBANYI B.,
VARADI L., MULLER F. (2006) Oocyte transplantatidn zebrafish
(Danio rerio) Agua 2006 conference 2006. 05. 09 — 2006. 05, 13.
Firenze, Abstracts book 201.

CSENKI ZS., ZAUCKER A., HADZHIEV Y., HEGYI A., VARADI L.,
MULLER F. (2006): Oocyte transplantation in fish,quaculture
America 2006, Book of Abstracts: 72. p.

CSENKI ZS., HEGYI A., VARADI L. (2005): Oocyta transzplantéci
zebradanié halfajon, XXIX. Haldszati Tudomanyos d@skozas,
Szarvas, 34-35.

Az értekezés témakoréhez nem kapcsolodo publikaciok

Tudomanyos kodzlemények referalt folybdiratban:

HEGY! A., LEFLER K.K., MESZAROS E., DANKO K.,CSENKI ZS.,
URBANY!I B. (2009) Examination of stress appearinghe process of
propagation on four economically important fish gpe Hungarian
Agriculture Research 1: 15-18.

HEGYI A., LEFLER K. K., CSENKI ZS., MESZAROS E., GAL J. (2009):
Togazdasadgokban &brduld  halfajok  plazma  fruktézamin
koncentraciojanak meghatarozasa. Magyar Allatorvdspja, 131 (6):
353-356.

BENCSIK D., BASKA F.,CSENKI ZS., URBANYI B., SZABO T. (2009) A
fokhagymakivonat felhasznalasanak Iékségei a haltenyésztésben
Halaszatfejlesztés 32, HAKI Szarvas 87-95p.

VARADI L., BUZA E., CSENKI ZS., MULLER T., MEZES M. (2009)
Ismétbdé stressz hatasainak vizsgalata halakon AWETH Vadl. 8.74-
479.

KOVACS B., CSENKI ZS., HOITSY GY., VARADI L. (2006): Kiilonbo&
karotinoid kiegészitések komplex hatdsa néhany agdmgilag fontos
halfajra (szivarvanyos pisztrang, koiponty, porggiistkarasz) Halaszat
99: 119-124

Magyar nyelvi kbnyvrészlet:

VARADI L., CSENKI ZS. (2005) Egyéb halgazdalkodasi tevékenységek, In.
Horgaszvizek kézikdonyve (szerke&ztDr. Varadi Laszlé és Fustos
Gabor) 203-222.

21



HEGY!l A., CSENKI ZS. (2004): A tavak karbantartasa éstigraki
felszereltsége In. Kerti tavak kézikdnyve (szerkedr. Varadi L4szl0)
197-211.

Konferencia kiadvanyban, 6sszefoglaloként megjddémtemények:

STASZNY A., HAVAS E., KOVACS R., URBANYI B., PAULOVTS G.,
BENCSIK D., MULLER T., CSENKI ZS. (2010) Alakvizsgalatok
zebradanié Danio rerio) pikkelyen XXXIV. Halaszati Tudomanyos
Tanacskozas, Szarvas, : 37.

KOVACS R.,CSENKI ZS., GAZSI GY., BENCSIK D., GROSZ GY., GROSZ
T., URBANYI B. (2010) A hosszu tava fluorid terhslézivniikodésre
gyakorolt  hatasainak vizsgélata zebradanién (Danierio)
elektrokardiografia segitségével XXXIV. Halaszatiudbméanyos
Tanacskozas, Szarvas, : 33.

BAKOS K., CSENKI ZS., KOVACS R., KANAINE SIPOS D., MULLER F.,
YAVOR H., KOVACS B., URBANY!I B. (2010) Multikolor gbradanio
alapu tesztrendszer toxikologiai vizsgalatokhoz XXX Halaszati
Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas, : 32.

BENCSIK D. KOVACS R., HORVATH A., PELYHE CS., PECQS., GAZSI
GY., URBANYI B., CSENKI ZS. (2010) A natrium-fluorid
sejtosztodasra gyakorolt hatasanak és a szovewegids folyamatok
toxikologiai célu felhasznalasanak vizsgalata zedém# (anio rerio)
halfajon XXXIV. Haldszati Tudomanyos Tanacskoz&ar8as, : 31.

VARADI L., BUZA E., CSENKI ZS., JENEY ZS., MULLER T.,URBANYI
B., MEZES M. (2010) Low dose cinnamaldehyde inceet® survival
time in different stress conditions in zebrafisha{id rerio) model
system, 2nd International Conference on Drug Diegpand Therapy.
Dubai, 1-4 February Poster 165"

BUZA E., VARADI L., CSENKI zS., MULLER T., MEZES M. (2010)
Ismétbdé stressz hatasainak vizsgalata zebradanibani rerio)
halfajon XXXIV. Halaszati Tudomanyos Tanacskozasar8as, 22-23

KOVACS R., URBANYI B., KOVACS B., BENCSIK D., STASYY A,
HEGYI A., CSENKI ZS. (2009): A zebradaniéD@anio rerio) mint a
toxikolégiai vizsgalatok modellallata, 1l. Godéil Allattenyésztési
Tudomanyos Napok, Godéll

MESZAROS E., HEGYI| A.,CSENKI ZS., KOVACS R., LEFLER KK,
URBANY!I B. (2009) Malchitzéld-oldat hatasa zebragéa(Danio rerio)
halfajpan XXXIIl. Halaszati Tudomanyos TanacskoZzarvas, 54.

BENCSIK D., BASKA F.,CSENKI ZS., URBANYI B., SZABO T. (2009) A
fokhagymakivonat felhasznalasanak Iékségei a haltenyésztésben
XXXIII. Haladszati Tudomanyos Tanacskozas, Szardas,

22



KOVACS R., CSENKI ZS., KOVACS B., STASZNY A., HEGYI A,
URBANYI B. (2009): A zebradaniéDanio rerio), mint a toxikologiai
vizsgalatok modellallata, Magyar Hidrologiai Tadgs XXVILI.
Orszagos Vandorgyes, Baja

VARADI L., HEGYI A., TRENOVSZKI M., BALOGH K., CSENKI ZS.,
KISS 1.(2008): Karotinoid tartalma tapkiegésgzieloallitasa tejipari
melléktermékekdl és ezek hatdsa a halakra. XXXIIl. Halaszati
Tudoményos Tanacskozas 51-52.

SZABO I, HAHN J, KOVACS R., KRIFATON CS., CSENKI ZS.,
URBANY!I B. (2008): Environmental research programs of the Regional
University Center of Excellence in Szent Istvanuénsity, Hungary1st
German-Hungarian Conference on Research for Sability,
Budapest,

HEGYI A., LEFLER K. K.,CSENKI ZS., TOTH B., BERES T., URBANYI B.
(2007) A szérum/plazma fruktézamin (SeFa) évszakabakozasa
természetes és akvariumi korilmények kozott XXXlalddzati
Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas, 38.

HEGYI A., LEFLER K.K., CSENKI ZS., HORVATH A., URBANYI B.
(2007): New potentials for the detection of longsestress in fresh-
water fish species. Budapest Meeting Abstracts.72@ | Sress
Chaperones online 12: 292-293. (5H_10_P)

KOVACS B., CSENKI ZS., HEGYI A., VARADI L. (2005): Karotinoid
etetések komplex hatdsa néhany gazdasagilag formtakajra
(ezlstkardsz, ponty és szivarvanyos pisztrang), XXXHalaszati
Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas, : 13.

HEGYI A., VARADI L., BERES T., KOVACS E.CSENKI ZS., TOTH B.,
OPPEL K. (2005): Oxigénhidnyos kornyezet altal Kih stressz
vizsgalata és mérése harom halfajon, XXVIIl. HaddisZ udomanyos
Tanacskozas, Szarvas, 35-44.

HEGYI A., VARADI L., BERES T., KOVACS E.CSENKI ZS., TOTH B.,
OPPEL K. (2004): Oxigénhidnyos kornyezet altal Kih stressz
vizsgalata és mérése harom halfajon, XXVIIl. Ha#disZ udomanyos
Tanacskozas, Szarvas, 19.

23



